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RESUMO

A agricultura tem buscado metodos alternativos de controle, como a utilizacdo de derivados
vegetais como extratos, 6leos essenciais e hidrolatos dentre outros que podem levar a descoberta
de agentes de controle com possiveis novos mecanismos de acdo contra fitopatogenos. A
producdo do tomate é prejudicado pela pinta preta, causada pelo fungo Alternaria linariae.
Oleos essenciais (OE), hidrolatos (HT) e decoctos (DC) apresentam atividade antiftngica e tem
potencial no controle alternativo sendo um aliado aos fungicidas quimico-sintéticos para o
controle de doencas. Neste estudo foi investigada a atividade antifingica dos 6leos essenciais,
decoctos e hidrolatos de Cochlospermum regium (algod&ozinho do cerrado), Piper aduncum
(pimenta de macaco), Protium ovatum (breu do cerrado), Pterodon emarginatus (sucupira),
Hymenaea courbaril (jatoba) e Eugenia dysenterica (cagaita) sobre o desenvolvimento in vitro
e invivo de Alternaria linariae. Foram avaliadas as atividades antifungicas sobre o crescimento
micelial, indice de velocidade do crescimento micelial e germinagéo dos conidios de Alternaria
linariae in vitro e a area abaixo da curva do progresso da doenca in vivo, além de verificar a
acdo dos Oleos essenciais, decoctos e hidrolatos usando uma abordagem de ultraestrutura
através da microscopia eletronica de varredura. O 6leo essencial de P. aduncum (2,5%) inibiu
em 76,42%, o crescimento micelial de A. linariae, os demais Oleos essenciais testados
apresentaram percentual de reducdo superior a 50%. O hidrolato de C. regium (5%) inibiu em
63,46% o crescimento micelial do fungo. O decocto de E. dysenterica inibiu 88,98% do
crescimento micelial do patégeno. O Oleo essencial, hidrolato e decocto de P. aduncum
demonstrou a menor porcentagem de germinacao dos conidios de A. linariae, os demais 6leos
essenciais, decoctos e hidrolatos testados apresentaram percentual de reducdo superior a 20%.
Os ensaios in vivo demonstraram o potencial dos 6leos essenciais, decoctos e hidrolatos de C.
regium, P. aduncum e E. dysenterica. A area abaixo da curva de progresso da doenca na cultivar
de tomate Santa Clara com aplicacdo foliar do dleo essencial de pimenta de macaco na
concentracdo de 5% foi de O significativamente menor que o valor observado na testemunha
(458,33). Na cultivar San Marzano os 6leos essenciais de pimenta de macaco e algodaozinho
do cerrado foram os mais eficientes com area abaixo da curva de progresso da doenca de 6,18
e 8,25 na concentragédo de 2,5%, enquanto que a testemunha apresentou o valor de 453,79. A
pulverizacdo dos 6leos essenciais de pimenta de macaco e algoddozinho do cerrado na
concentracdo de 5% reduziu a area abaixo da curvo de progresso da doenga na cultivar de
tomate cereja (8,43 e 7,21 respectivamente) em comparacdo com a testemunha (476,11). A
cultivar Super Marmande apresentou valor de 0,56 para a area abaixo da curva de progresso da
doenca quando as plantas foram pulverizadas com o 6leo essencial de pimenta de macaco na
concentracdo de 5%, valor significativamente menor ao da testemunha (468,95) A analise
ultraestrutural mostrou que a aplicacdo dos OE de pimenta de macaco, HT de algoddozinho do
cerrado e DC de cagaita na concentracdo de 5%, levaram a deformacdes morfolégicas,
extravasamento celular e inibicdo da germinacdo dos conidios. Os 6leos essenciais, hidrolatos
e decoctos testados neste estudo podem inibir significativamente A. linariae in vitro e in vivo e
tem potencial como um produto natural promissor para o controle da pinta preta em algumas
cultivares de tomate.

Palavras-chave: Controle alternativo. Alternaria linariae. Plantas medicinais. Piper aduncum.
Eugenia dysenterica. Cochlospermum regium.



ABSTRACT

Agriculture has sought alternative methods of control, including the use of plant derivatives
like as extracts, essential oils and hydrolates, among others, which may lead to the discovery of
control agents with possible new mechanisms of action against phytopathogens. Tomato
production is affected by black spot, caused by the fungus Alternaria linariae. Essential oils
(EO), hydrolates (HT) and decoctions (DC) have antifungal activity and have potential in
alternative control to chemical-synthetic fungicides for disease control. In this study, the
antifungal activity of the essential oils, decoctions and hydrolates of Cochlospermum regium
(savannah cotton), Piper aduncum (monkey pepper), Protium ovatum (cerrado rosin), Pterodon
emarginatus (sucupira), Hymenaea courbaril (jatoba) was investigated. and Eugenia
dysenterica (cagaita) on the in vitro and in vivo development of Alternaria linariae. The
antifungal activities on mycelial growth, mycelial growth velocity index and germination of
Alternaria linariae conidia in vitro and the area under the curve of disease progress in vivo
were evaluated, in addition to verifying the action of essential oils, decoctions and hydrolates.
using an ultrastructure approach through scanning electron microscopy. The essential oil of P.
aduncum (2.5%) inhibited by 76.42%, the mycelial growth of A. linariae, the other essential
oils tested showed a reduction percentage greater than 50%. C. regium hydrolate (5%) inhibited
the mycelial growth of the fungus by 63.46%. The E. dysenterica decoction inhibited 88.98%
of the pathogen's mycelial growth. The essential oil, hydrolate and decoction of P. aduncum
showed the lowest percentage of germination of conidia of A. linariae, the other essential oils,
decoctions and hydrolates tested showed a reduction percentage greater than 20%. In vivo
assays demonstrated the potential of essential oils, decoctions and hydrolates of C. regium, P.
aduncum and E. dysenterica. The area under the disease progress curve in the Santa Clara
cultivar with foliar application of monkey pepper essential oil at a concentration of 5% was 0
significantly lower than the value observed in the control (458.33). In the San Marzano cultivar,
the essential oils of macaque pepper and savannah cotton were the most efficient with an area
under the disease progress curve of 6.18 and 8.25 at a concentration of 2.5%, while the control
showed the value of 453.79. The spraying of the essential oils of monkey pepper and savannah
cotton from the cerrado at a concentration of 5% reduced the area below the disease progress
curve in the cherry tomato cultivar (8.43 and 7.21 respectively) compared to the control (476
,11). The Super Marmande cultivar showed a value of 0.56 for the area under the disease
progress curve when the plants were sprayed with monkey pepper essential oil at a
concentration of 5%, a value significantly lower than the control (468.95) The ultrastructural
analysis showed that the application of monkey pepper EO, savannah cotton HT and cagaita
DC at a concentration of 5%, led to morphological deformations, cellular extravasation and
inhibition of conidia germination. The essential oils, hydrolates and decoctions tested in this
study can significantly inhibit A. linariae in vitro and in vivo and have potential as a promising
natural product for the control of black spot in tomato plants.

Keywords: Alternative control. Alternaria linariae. Medicinal plants. Piper aduncum. Eugenia
dysenterica. Cochlospermum regium.
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1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) possui um papel importante na economia agricola
brasileira despontando como um dos principais produtos olericolas (SANTOS NETO et al.,
2016). Esta oleracea tem propriedades nutricionais importantes e € rica em vitaminas Ae C e
sais minerais com grande importancia para a alimentacdo humana (MELO et al., 2014).

A producdo anual brasileira é estimada em 3,9 milhdes de toneladas, das quais 2 milhdes
de toneladas séo destinados ao mercado in natura e o restante € utilizado para processamento
(GULATI; WARDHAN; SHARMA, 2022). No entanto, mais de duzentas doencas causadas
por agentes bidticos e abidticos foram relatadas em todo o mundo, contribuindo para uma
reducdosignificativa na producgéo do tomate (BLANCARD, 2012).

Doencas causadas por fungos, nematoides, bactérias e virus sdo os problemas mais
sérios nos cultivos , afetando ndo apenas seu contetdo nutricional, mas também afetando a
economia em geral (DERBALAH et al., 2018). Dentre as doencas fungicas, a pinta preta do
tomateiro, causada por Alternaria linariae, é prejudicial e causa reducdo na producgdo e
qualidade do tomate (KUMAR; SINGH; TYAGI, 2017).

O patégeno Alternaria spp. agente causal da pinta preta, € um fungo importante e
frequente da cultura do tomateiro em diversas regides brasileiras, causando perdas
significativas na producdo podendo chegar até 75% (FOOLAD et al., 2000). A doenca se
desenvolve normalmente em areas com alta umidade e alta temperatura (FOOLAD et al., 2005).

Apesar da resisténcia genética ser o método de controle mais utilizado, atualmente nao
existem cultivares de tomate com niveis vidveis de resisténcia a pinta preta, e as medidas de
controle tém sido basicamente a utilizagdo de fungicidas quimicos que em algumas situacGes
pode elevar o custo de producdo, além de ser prejudicial ao meio ambiente devido aos
fungicidas persistentes no ambiente e pouco seletivos, que podem ocasionaalteraces na
composicdo da biodiversidade local (ALCEDO; REYES, 2018; KUMAR; SINGH; TYAGI,
2017).

O uso indiscriminado de agroquimicos na cultura do tomate resulta na intensificacdo
das doencas e na contaminagdo ambiental, além da exposicdo dos consumidores a alimentos
contaminados com agrotoxicos (MOURA et al., 2020). Segundo o relatério do Programa de
Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos, no periodo de 2017 a 2018, das 316
amostras de tomate de mesa analisadas, em 167 foram identificados a presenca de residuos

acima do LMR (Limite Maximo de Residuos) e 106 apresentaram agrotoxicos ndo autorizados
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para a cultura do tomate (ANVISA — AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2019).

Neste sentido, a agricultura tem buscado métodos alternativos de controle, como a
utilizacdo de derivados vegetais (extratos, 6leos essenciais, hidrolatos dentre outros) que podem
levar a descoberta de agentes de controle com possiveis novos mecanismos de a¢do contra
fitopatdgenos.

Os oleos essenciais sdo produtos naturais de plantas, que apresentam grande potencial
como aliados dentro do manejo integrados de doencas de plantas, por apresentarem
propriedades antifungicas e antibacterianas (TOMAZONI et al., 2016). O efeito antimicrobiano
dos 6leos essenciais é relatado pela presenca de terpendides e compostos fendlicos em sua
estrutura (KNAAK; FIUZA, 2010).

Alguns estudos relatam o efeito dos dleos essenciais de plantas de pequi (Caryocar
brasiliense), aroeira (Myracrodruon urundeuva), sucupira (Pterodon emarginatus), copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) e acafrdo-da-terra (Curcuma longa L.) sobre os fitopatégenos ,
mas, pouco se sabe de seu potencial na protecdo de plantas de tomateiro a pinta preta (GOMES
et al., 2016; JOAO VICTOR DA SILVA MARTINS et al., 2019; MELO et al., 2021;
NARUZAWA,; PAPA, 2011).

De acordo com Fenner et al. (2006) existem uma variedade de plantas nativas brasileiras
que precisam ser estudadas. De fato, para 6leos essenciais de plantas do Cerrado brasileiro,
existem poucas investigacdes sobre espécies nativas com atividade antifangica sobre patdgenos
de plantas.

A determinacdo da atividade bioldgica desses componentes, com respeito ao efeito
antifingico, pode contribuir para o desenvolvimento de novos defensivos agricolas,
fundamentais para o manejo de doencas de plantas, minimizando a sele¢do de microrganismos
resistentes, bem como a contaminacao do meio ambiente. Portanto o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos antifingicos de 6leos essenciais, decoctos e hidrolatos de plantas do cerrado,

no controle de A. linariae.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tomate (Lycopersicum esculentum Mill.)

A familia Solanaceae possui cerca de 150 géneros e 3.000 espécies, e € a mais diversa

entre as dicotileddneas e pode ser encontrada em varias regides do mundo, sendo a América do
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Sul seu maior centro de diversidade (BRANDAO FILHO et al., 2018). O tomate (Solanum
lycopersicum Mill.) é uma cultura de alto valor com varios parentais selvagens existentes (LI
etal., 2018).

O tomateiro € um membro da familia Solanaceae, que inclui varias outras culturas
economicamente importantes, como batata (Solanum tuberosum), pimenta (Capsicum annuum
L.) e berinjela (Solanum melongena L.), representando uma das familias de plantas mais
importantes para o setor hortifruti (QUINET et al., 2019). As espécies do género Solanum estédo
presentes em todos os continentes temperados e tropicais, e se destacam por sua diversidade
morfoldgica e ecoldgica (BERGOUGNOUX, 2014).

Originario da América do Sul na zona andina, o tomate foi domesticado no México e
introduzido na Europa em 1544, mais tarde, disseminou-se da Europa para a Asia meridional e
oriental, Africa e Oriente Médio, e posteriormente, distribuiu-se o para outras partes da América
do Sul e México (PEIXOTO et al., 2017).

Embora o tomate seja originario de paises vizinhos, no Brasil sua introducéo deve-se
aos portugueses, embora somente com a chegada dos imigrantes principalmente italianos e
alemaes, sua producéo foi valorizada (BRANDAO FILHO et al., 2018). O tomate cultivado
corresponde basicamente a L. esculentum, embora sejam cultivadas uma fracdo da variedade
botéanica cerasiforme e Lycopersicon pimpinellifolium (CAICEDO; PERALTA, 2013).

A planta apresenta porte arbustivo e ciclo perene podendo apresentar basicamente dois
habitos de crescimento: determinado e indeterminado. O sistema radicular atinge uma
profundidade de até 2 m, com uma raiz principal e muitas raizes secundarias. Os caules sao
ligeiramente angulosos, semi-lenhosos, de espessura média e com tricomas (pelos), simples e
glandulares. As folhas sdo compostas e imparipinadas, com foliolos peciolados, lobados e com
bordas serrilhadas, em nimero de 7 a 9 e cobertas por pelos glandulares. As flores ddo em
cachos e é constituida de 5 ou mais sépalas. Os frutos sdo do tipo baga bi ou plurilocular
podendo atingir até 600 gramas. (MACUA GONZALEZ; CAMPILLO TORRES; LAHOZ
GARCIA, 2017).

Os habitos de crescimento do tomate (determinados e indeterminado) sdo importantes
na producdo e destino do tomateiro (MACIEL et al., 2016). No crescimento determinado, apos
um certo nimero de folhas e hastes, estabelecido por fatores genéticos, fisioldgicos, climaticos
e nutricionais, as hastes perdem sua vantagem apical e termina em uma inflorescéncia
(BRANDAO FILHO et al., 2018). Devido crescimento determinado, & menos vigoroso e
conduzido de forma rasteira, os tratos culturais sdo realizados mecanicamente (WAMSER et

al., 2007). Cultivares com habitos de crescimento indeterminado s&o amplamente utilizadas na
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producdo de frutos de "mesa"”, que continuamente produzem folhas e inflorescéncias ao longo
da vida (BRANDAO FILHO et al., 2018).

Devido a sua excelente produtividade e ciclo curto, o tomate tem ganhado espaco para
desenvolvimento nos mercados nacional e internacional e, diante da crescente demanda por
produtos in natura e industrializados, tem aumentado suas perspectivas econdmicas (ARAUJO
etal., 2017).

2.2 Importancia da cultura

O tomate é a hortalica mais cultivada do mundo e de maior valor econémico
(CARVALHO et al., 2014). Sua demanda aumenta continuamente e com ela seu cultivo,
producdo e comércio (ESCALONA, 2009). Embora seja botanicamente uma fruta, o tomate
cultivado € consumido principalmente como hortalica e usado em varias formas processadas
(CAICEDO; PERALTA, 2013).

O tomateiro e seus produtos sdo ricos em compostos benéficos a salde alimentar
(NASCIMENTO et al., 2013). O tomate representa uma importante fonte de nutrientes
importantes para a salde humana como os antioxidantes, representados pelo teor em licopeno,
vitamina A (B-caroteno) e &cido ascorbico (vitamina C) (SHAMI; MOREIRA, 2004).
Aproximadamente metade da matéria seca do tomate é composta de agucares, principalmente
frutose e glicose (CARDOSO et al., 2006).

O tomate também é considerado uma boa fonte de acido félico e potassio, e notaveis
niveis de vitamina C, tornando a planta uma contribuinte substancial desta vitamina para a dieta
de paises como os Estados Unidos da América depois de frutas como laranja e legumes como
as batatas (CAICEDO; PERALTA, 2013).

Em 2019, a producdo mundial do tomate atingiu um nivel de, aproximadamente, 177
milhdes de toneladas, de frutos frescos produzidos numa area estimada de 4,8 milhGes de
hectares, sendo a China o maior produtor mundial com uma producéo anual de 56 milhdes de
toneladas, em uma area de 1 milhdo de hectares (GULATI; WARDHAN; SHARMA, 2022).

Dentre as hortalicas de frutos mais cultivadas no Brasil, destacam-se principalmente os
hibridos de tomateiro dos tipos caqui, cereja e longa vida, por sua grande aceitagdo no mercado
e por precos compensadores (FERNANDES; MARTINEZ; FONTES, 2002).

O aumento da producéo foi seguido pelo aumento do consumo (GULATI; WARDHAN,;
SHARMA, 2022). Conforme Pérez-Diaz et al. (2020) o consumo per capita do brasileiro gira
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em torno de 21 Kg. No que tange ao comércio exterior, 0s tomates representam 68,7% das
exportacoes e 91,6% das importacbes (BELIK, 2020).

Ademais, o tomateiro € uma planta modelo, pelas associacbes micorrizicas,
contribuindo para estudos de genética, bioquimica, morfologia e anatomia, mutagénese e outros
(PEREZ; AHMED; CABEZAS, 2013).

2.3 Fatores que afetam a producao

O tomateiro é cultivado em regides, com ampla variabilidade de condi¢6es de clima e
solo, embora seja cultivada principalmente em climas secos, tanto para produgdo in natura
quanto para uso agroindustrial (SAAVEDRA; FIGUEROA; CAUIH, 2017).

O sucesso do cultivo do tomateiro depende da area de plantio, pois a planta necessita de
um clima quente e ndo tolera geadas (MAYNARD, 2018). O tomateiro reage as variacdes da
temperatura que é um fator de importancia durante o ciclo de crescimento, de forma que séo
afetadas a germinacéo de sementes, o desenvolvimento de plantulas, a frutificacdo e a qualidade
dos frutos (NAIKA et al., 2005).

As altas temperaturas diurnas e/ou noturnas interferem na formacéo dos frutos do
tomateiro (ABDELMAGEED; GRUDA, 2009). Temperaturas acima de 30°C afetam a
frutificagdo, da mesma forma, a temperatura noturna pode ser determinante na frutificacao, pois
deve ser amena (15 a 22 °C). Temperaturas abaixo de 12 °C causam problemas no
desenvolvimento da planta e podem causar frutos deformados (SAAVEDRA; FIGUEROA,;
CAUIH, 2017).

Quando cultivado em ambiente protegido, o produtor além de pesquisar as
caracteristicas de cada cultivar, deve-se ter em mente a estrutura do local, tendo equipamentos
gue auxiliem no controle da temperatura, visto que a temperatura interna pode superar em até
15 °C a temperatura externa do ambiente (BRANDAO FILHO et al., 2018).

A cultura do tomate se adapta a diferentes tipos de solos, desde solos acidos a solos
alcalinos (PAPADOPOULOS; RENDIG, 1983). A planta cresce melhor em solos profundos,
de textura media, permedveis e sem impedimentos fisicos no perfil (SAAVEDRA,;
FIGUEROA; CAUIH, 2017). O tomate é tolerante a uma ampla faixa de pH, mas se desenvolve
bem em solos com pH de 5,5 a 6,8. (NAIKA et al., 2005).

Quanto a umidade do solo, o tomate & muito exigente em agua, necessitando de
irrigacéo, tendo em vista que o fruto é composto de 90% de agua (MENDEZ-VAZQUEZ et al.,

2021). O estresse hidrico dificulta o crescimento das raizes, consequentemente o crescimento
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da planta, levando ao abortamento das flores e de frutos. Um solo encharcado, reduz o
desenvolvimento radicular e favorece o desenvolvimento de patdgenos radiculares
(BRANDAO FILHO et al., 2018). Além disso um solo encharcado, pode auxiliar no maior
desenvolvimento de frutos, porém com menos nutrientes e sabor menos acentuado
(FERREIRA; FREITAS; LAZZARI, 2004).

A marcha de absorcéo dos nutrientes por plantas de tomate s&o em ordem decrescente:
K,N, Ca, S, P, Mg, Cu, Mn, Fe e Zn (FAYAD et al., 2002). O potassio (K) € um macronutriente
e atua como um cation que melhora a qualidade dos frutos do tomate, gracas a sua atividade
enzimatica e translocagdo na planta auxiliando na assimilagdo de fotossintatos (ZAHIRUL et
al., 2018)

O nitrogénio é um nutriente importante para o crescimento e a producdo das plantas,
mas é dificil de otimizar porque é suscetivel a lixiviacdo, imobilizacdo, desnitrificacdo e
volatilizagdo (WARNER; ZHANG; HAO, 2004). Altas taxas de fertilizantes nitrogenados
podem levar ao crescimento desordenado, diminuir a cor dos frutos do tomate, aumentar a
guantidade de frutos verdes na colheita e aumentar a susceptibilidade a podriddo apical
(ARAUJO et al., 2017).

O calcio é um elemento nutricional importante que desempenha um papel no sistema de
resisténcia a doengas de plantas, e varios estudos tém demonstrado o efeito mitigador do célcio
no gerenciamento de doencas (JIANG; LI; DONG, 2013). A deficiéncia de calcio, gera
desequilibrios no tomateiro, causando a podrid&o apical ou fundo preto no fruto (DE ARRUDA
etal., 2011)

Doenca de planta é qualquer anormalidade causada por fatores bi6ticos ou abioticos que
agem na planta, de maneira continua, alterando o seu metabolismo (LOPES; AVILA, 2005).
As doencas afetam os foliolos e folhas, as raizes, os caules e os frutos das plantas de tomate
(DURMUS; GUNES; KIRCI, 2017).

Mudangas fenoldgicas nas folhas e foliolos nas plantas de tomateiro podem ser
crescimento anormal, descoloragdo, manchas, dessecagéo e necrose (BLANCARD, 2012). No
cultivo do tomateiro, os nematoides de galhas (Meloidogyne incognita, M. javanica e M.
arenaria) sdo de grande importancia provocando o desenvolvimento de galhas nas raizes das
plantas reduzindo a absorcdo de agua e nutrientes, levando a perdas de até 30% da producéo
(EL-SAPPAH et al., 2019).

Em tomateiro, pode ser encontrada uma série de doengas bacterianas que afetam varios

orgdos: necrose do caule, manchas nas folhas, manchas nos frutos, podriddo da apical dos
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frutos, podridao aquosa dos caules e frutos, murcha bacteriana (podridao parda) e podridao de
raiz (KOLOMIETS; GRYGORYUK; BUTSENKO, 2017).

Os fungos sdo microrganismos causadores do maior nimero de doencas de plantas na
tomaticultura, aumentando em até 15% o custo da producdo com o uso de fungicidas (ZAKI et
al., 2020). As doencas fungicas sdo causadas pela dispersdo de esporos fungicos que caem em
partes das plantas como as folhas e germinam e penetram o tecido, através de estdmatos,
ferimentos ou pela epiderme (MAIA; DONATO; FRAGA, 2015).

Os principais fungos necrotroficos que causam doencas no tomate séo Botrytis cinerea
e Alternaria spp., 0 oomiceto Phytophthora infestans e o fungo da murcha vascular Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (VOS et al., 2014).

2.3.1 Pinta preta do tomateiro

O género Alternaria é onipresente e seus esporos podem ser disseminados por
diferentes formas, como sementes e plantas contaminadas, produtos agricolas, solo e a
atmosfera (LOGRIECO; MORETTI; SOLFRIZZO, 2009). Alternaria spp. coloniza diferentes
espécies de plantas e tem efeitos desfavoraveis na producdo, tanto quantitativa quanto
qualitativamente (MARDARE et al., 2015). Alternaria spp. € um importante patégeno causador
da pinta preta da batata e do tomate (WOLTERS et al., 2018). O género Alternaria foi descrito
pela primeira vez em 1817, com base na espécie Alternaria tenuis (THOMMA, 2003).

Pertencente ao grupo dos fungos imperfeitos (Deuteromicotina) na classe
Hyphomycetes e ordem Hyphales, seus esporos pigmentados multicelulares sdo produzidos em
cadeias ou em formas ramificadas (KUSHWAHA et al., 2021). A principal caracteristica
taxonébmica do género Alternaria é a producdo de conidios multicelulares, de cor escura
(melanizados) com septos longitudinais e transversais (JINDO et al., 2021).

A taxonomia de Alternaria, particularmente no que se refere a pinta preta, estd em
constante revisdo. No Brasil, 0s agentes etioldgicos da pinta preta do tomateiro sdo Alternaria
solani, Alternaria tomatophila e Alternaria cretica, que estdo presentes em quase todas as areas
onde o tomateiro é cultivado (PEREIRA et al., 2013). Em 2000, Simmons reconheceu novas
espeécies entre os isolados semelhantes a A. solani de plantas hospedeiras da familia Solanaceae.
Com base em diferencas morfoldgicas, Simmons prop6s Alternaria tomatophila como “o
agente causal comum e amplamente distribuido da pinta preta do tomateiro” (SIMMONS,
2000). Mais recentemente, Woudenberg et al., (2014) agruparam varios isolados de pinta preta
incluindo isolados de plantas das familias Solanaceae, Cucurbitaceae e Scrophulariaceae em
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uma nova espécie designada A. linariae, portanto sendo mais um agente etioldgico da pinta
preta.

A pinta-preta pode levar a desfolhacdo completa, € mais prejudicial ao tomateiro em
regibes com chuvas fortes, alta umidade e temperaturas entre 24 °C a 29 °C (CHAERANI,
VOORRIPS, 2006). Porém, esta doenca pode ocorrer em uma ampla gama de condicGes
climaticas, mas é mais severa em &reas com alta umidade relativa ou chuva combinada com
altas temperaturas (FRITZ et al., 2006). O fungo hiberna no solo, restos de plantas, sementes e
hospedeiros alternativos na forma de conidios ou miceélios, que podem servir como fontes
primarias de indculo (GERLING et al., 2022). A espessa parede celular dos conidios permite
que o fungo se adapte a condig¢des climéticas adversas (FOOLAD; MERK; ASHRAFI, 2008).
A infeccdo ocorre durante condi¢bes quentes e umidas. Os conidios germinam a uma
temperatura de 8 a 32 °C na presenca de umidade para formar tubos germinativos (FOOLAD
et al., 2005). Os tubos germinativos penetram diretamente no tecido do hospedeiro ou entram
através de estdmatos ou ferimentos, causando infeccdo.As lesdes aparecem apds 2 a 3 dias de
infeccdo, dependendo das condi¢des ambientais, idade da folha e suscetibilidade da cultivar, e
0s esporos sdo produzidos 3 a 5 dias apds o aparecimento das lesdes (CHAERANI,;
VOORRIPS, 2006).

A doenga se manifesta geralmente nas folhas mais velhas, devido a geragdo de
microclima pela maior umidade na parte inferior da planta e também pela exigéncia maior de
nutrientes e acUcares para a formacao dos frutos, favorecendo o processo de infecdo nos 6rgéos
exportadores (JAMBHULKAR et al., 2016; JINDO et al., 2021). Nos caules e peciolos as lesdes
sdo semelhantes as que ocorrem nas folhas, podem ocorrer lesbes circunscritas, manchas
marrons ou pretas podendo ocorrem também nos peciolos, célices das flores e frutos
contaminados, ocasionando podridao seca e aspecto zonado (TOKESHI, 1997).

As sementes podem ser infectadas por Alternaria spp. Nas mudas a doenca pode
manifestar-se com sintomas como podriddes que envolvem todo o caule levando a morte das
plantulas (BERNAL, 2010). Macauley (1982) afirma que embora o patdégeno ataque os tecidos
mais velhos com maior intensidade, a doenca pode ocorrer em qualquer idade da planta.

Existe um pequeno namero de cultivares com resisténcia genética a pinta preta, portanto
o0 controle dessa doenca € basicamente feito com fungicidas, o que faz que haja uma forte
necessidade de controlar de forma eficaz o patogeno (MAMGAIN A; ROYCHOWDHURY R;
TAH J, 2013). Uma identificacdo correta das espécies de Alternaria combinada com

levantamentos mais amplos sobre culturas potencialmente suscetiveis €, portanto, uma chave
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importante para estabelecer o controle adequado de Alternaria spp. (LOGRIECO; MORETTI;
SOLFRIZZO, 2009).

2.4 Manejo da pinta preta do tomateiro

Em levantamento em areas de cultivo de tomate em Minas Gerais, constatou-se que a
doenca com maior incidéncia foi a pinta preta (88%), acompanhada pela requeima
(Phytophthora infestans (Mont.) de Bary), respondendo por 85% de ... (SALUSTIANO et al.,
2006).

Muitas medidas de controle, incluindo métodos preventivos, aplicacdes de fungicidas e
uso de cultivares de tomate parcialmente resistentes, sdo atualmente utilizadas para controlar a
pinta preta, porém, sob alta pressdo, nenhuma dessas medidas € completamente capaz de
controlar a doenga (KUMAR et al., 2013).

Estratégias para o controle da pinta preta incluem a ativacdo de varias formas de
resisténcia induzida (FRITZ et al., 2006). A resisténcia adquirida sisttmica (RAS) é um
mecanismo de defesa induzida que confere protecdo duradoura contra um amplo espectro de
microrganismos (DURRANT; DONG, 2004). Certas cepas de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas sdo capazes de induzir resisténcia sistémica, que se estende as partes da
planta acima do solo e é fenotipicamente semelhante a RAS (FRITZ et al., 2006).

O controle quimico deve ser adotado em conjunto com medidas preventivas, como o
tratamento de sementes, rotacdo com gramineas visando reduzir a fonte inoculo, escolha do
local para implantacdo da cultura evitando-se areas de baixada, ainda deve-se atentar a
adubacio e a utilizacdo de matéria organica (GUIMARAES; TEIXEIRA; CARDOSO, 2015).

Entretanto, o uso de fungicidas resulta em varios problemas, como o aumento da
resisténcia do patdgeno a produtos quimicos, desequilibrio natural como resultado de danos aos
inimigos naturais, ameacas a saide humana e animal, presenca de produtos quimicos residuais
em alimentos, poluicdo ambiental e aumento do custo de produtos quimicos (CAMLICA,;
TOZLU, 2019).

2.4.1 Controle alternativo
O controle de Alternaria linariae em plantas de tomate, depende fortemente de maltiplas

aplicacdes de fungicidas quimicos durante a floracdo e a frutificagdo (FRANCESCA et al.,

2020). Além disso, 0 uso de agrotdxicos para controlar doencas fungicas de plantas em produtos
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alimenticios é restrito por sua possivel carcinogenicidade, toxicidade alta e aguda, longos
periodos de degradacéo e potencial poluicdo ambiental (BAKA; RASHAD, 2016).

Todos os itens acima justificam plenamente a busca por agentes de controle como
alternativa viavel ao uso indiscriminado de agrotéxicos na agricultura (MICHEL-ACEVES et
al., 2008).

Dentre os antagonistas utilizados no biocontrole de fungos fitopatogénicos, cerca de
90% tém sido realizados com diferentes isolados pertencentes ao género Trichoderma
(BENITEZ et al., 2004).

Michel-Aceves et al. (2008), testaram in vitro o antagonismo de 20 isolados de
Trichoderma pela técnica de confrontacdo direta contra A. solani. Esses isolados inibiram o
crescimento micelial de A. solani de 38,8 a 81,3%, com destaque para as espécies: T. harzianum
(Thz), T. longibrachiatum (TI) e T. koningii (Tk), que inibiram pelo menos 65% do crescimento.
de A. solani.

Em experimento realizado por Ghazanfar, Raza e Raza (2019), sementes de tomate
tratadas com diferentes espécies Trichoderma, apresentaram maior porcentagem de germinacéo
e maior porcentagem de inibicdo de Alternaria solani, quando tratadas com isolados de
Trichoderma harzianum.

Neste contexto, o uso de cultivares resistentes, € uma estratégia que se usada
regularmente por grande nimero de produtores, desponta como uma medida que pode auxiliar
no manejo integrado da doenca e, em programas de melhoramento (HALFELD-VIEIRA,
NECHET; DE SOUZA, 2008).

No Brasil, os gendtipos Ohio 4013, IPA-5 IPA-6 e Caribe possuem algum nivel de
resisténcia a pinta preta (GRIGOLLI et al., 2011). Cato et al. (2017) utilizaram 6 gendtipos de
tomateiro (Carolina, Cereja Vermelho, CH 152 e CLN1561A), para avaliar o potencial
produtivo em plantas inoculadas com A. tomatophila. O genétipo CH 152 apresentou a menor
severidade causada pela pinta preta e maior nimero de frutos por cachos, demonstrando que a
linhagem tem grande potencial para ser integrada em programas de melhoramento genético.

Laurindo et al. (2015), avaliaram 134 acessos de tomateiro do BGH-UFV quanto a
resisténcia de pinta preta e identificaram, 24 grupos distintos dos quais 0s acessos GH-2143,
BGH-2235, BGH-2270 e BGH-2118 apresentaram niveis aceitaveis de resisténcia a A. solani.

Devido aos inumeros danos causados pelo controle quimico (BETTIOL, 2011) o
controle alternativo da pinta-preta com 06leos essenciais tem se tornado uma medida eficiente
(HILLEN et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2017; ZANANDREA et al., 2004; ZORZI
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TOMAZONI et al., 2019), resultando em menos impacto ambiental, podendo ser utilizado no

manejo organico da cultura.

2.4.1.1 Oleos essenciais

A sociedade tem demandado alimentos, com menor impacto sobre 0s recursos naturais
(BETTIOL et al., 2005). Até meados do século XIX, produtos naturais eram usados para
controlar pragas e doencas agricolas, somente no inicio do século XX, produtos com maior
toxicidade comecaram a ser utilizados (ALVES VELOSO et al., 2020).

Com o uso de produtos quimicos para a eliminacdo de pragas e doencas, as mesmas se
tornaram resistentes, demandando cada vez mais o uso de agrotoxicos (ANDRADES;
GANIMI, 2007). Assim surgiu a necessidade de resgatar o uso de produtos naturais que podem
ser fontes de muitos ativos antimicrobianos (FIGUEIREDO; SILVA; MORAIS, 2021).

As plantas séo as maiores contribuintes para o fornecimento de novos metabolitos
secundarios, muitos dos quais possuem grande valor agregado devido as suas aplicacdes como
medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos (REZENDE et al., 2016).

Algumas plantas produzem suas préprias defesas que as protegem de outras plantas e
de predadores, estas defesas sdo de natureza quimica e compostos secundarios, que podem ser
usados no desenvolvimento de novos defensivos naturais no desenvolvimento de produtos
(ALVES VELOSO et al., 2020).

No sentido mais estrito, os metabdlitos secundarios ndo fazem parte da estrutura
molecular essencial ou fungdes da célula (HOPKINS; HUNER, 2008). Os metabdlitos
secundarios nas plantas sdo provenientes de trés grupos distintos quimicamente: terpenos,
compostos fendlicos e componentes contendo nitrogénio (REZENDE et al., 2016).

Essas substancias sdo consideradas produtos naturais, representam uma fonte alternativa
quase infinita de novas moléculas e podem ser utilizadas no controle de doencas
(DOMINGUES et al., 2011). Entre os produtos naturais, os Oleos essenciais tém como
vantagem o fato de ndo poluirem o ambiente e serem considerados como alternativa no controle
de fitopatdgenos (SOUSA; SERRA; MELO, 2012).

Os oleos essenciais, obtidos por destilacéo a vapor das folhas da planta, de certas plantas
aromaticas, codimentares e medicinais (principalmente nas familias Myrtaceae e Lamiaceae,
mas também em outras familias de plantas) tém sido tradicionalmente usados para protecdo de
plantas (ISMAN, 2004).
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A atividade fungitoxica de Oleos essenciais extraidos de plantas medicinais,
condimentares e aromaticas por meio de hidrodestilacdo Lippia sidoides Cham., Cymbopogon
citratus (D.C) Stapf, Eucalyptus globulus, Melaleuca quingquenerviano, Syzygium aromaticum
foram verificadas por Pessoa, Mesch e Guzman (2020).

Duarte et al. (2013) avaliaram a atividade antifingica in vitro de dez 6leos essenciais
em A. solani. A avaliacdo foi realizada por contato direto e por exposi¢cdo a compostos volateis,
onde a maioria dos 0leos inibiu o crescimento micelial por contato até 7 dias, enquanto em 14
dias observou inibicao total de A. solani apenas nos tratamentos com Pimpinella anisum L.,
Ocimum basilicum L. e Piper auritum Kunth.

No Brasil, o setor de producdo de 6leos essenciais comparado com outros paises, ainda
é timido e quase invisivel, e ainda ha um vasto universo a explorar (CASTELO; DEL
MENEZZI; RESCK, 2010). Costa et al. (2014), Duarte et al. (2010), Ferreira, Dantas e Catdo
(2014), Fiuza et al. (2010), Freitas, de Morais, Silveira (2002) e Galdino et al. (2012)
observaram constituintes quimicos como os terpenos nas plantas do Cerrado. Estes estudos se
concentraram em plantas das familias Lamiaceae e Myrtaceae envolvendo varios géneros como

Hyptis, Eugenia, Piper e Psidium.

2.4.1.2 Hidrolatos

Os hidrolatos, também chamados de aguas florais ou destiladas, sdo produzidos no
mesmo processo de extracdo dos 6leos essenciais por destilacdo a vapor. Durante a destilacéo,
a agua é evaporada simultaneamente com o 6leo essencial. Apds a condensacao dos vapores
em contato com recipientes ou tubos frios, os componentes liquefeitos sdo separados em duas
fases dentro de um recipiente coletor: o 6leo essencial e o hidrolato (EDRIS, 2013). No entanto,
uma pequena quantidade de constituintes do 6leo essencial se dissolve em hidrolatos,
compostos oxigenados, proporcionando propriedades organolépticas e sabor especificos, além
de atividade bioldgica que os torna Gteis para industrias alimenticias e cosméticas (VERMA,
2012).

As propriedades antimicrobianas dos hidrolatos dependem do isolado e concentragéo
microbiana (DIOP et al., 2018). A atividade antifungica de Ocimum basilicum, Cuminum
cyminum, Echinophora tenuifolia, Rosmarinus officinalis e Satureja hortensis contra alguns
fungos fitopatogénicos (Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f. sp. tulipae, Botrytis cinerea

e Alternaria citri) in vitro demonstraram efeito antifungico. Além disso, o hidrolato de Satureja
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hortensis apresentou efeito fungicida contra Alternaria mali, Sclerotinia sclerotiorum e
Colletotrichum citrcinans (BOYRAZ; OZCAN, 2006a, 2005, 2006b).

Frutos de Citrus sinensis infectados por Penicillium italicum foram tratados in vivo com
hidrolatos. Foi estabelecido que a concentragdo 0,2 ug mL™ de hidrolato de Thymus capitatus
foi suficiente para resultar em 100% de inibig&o do crescimento micelial. Esta atividade pode
ser correlacionada com a composi¢do quimica dos extratos ricos em carvacrol (mais de 69%)
(TABTI et al., 2014). O hidrolato de Daucus carota subsp. sativus apresentou efeito inibitorio
contra Penicillium expansum e Botrytis cinerea. Os resultados mostraram que 0s tratamentos
com Oleo essencial de raizes e hidrolato de D. carota subsp. sativus no morango apresentaram
uma atividade protetora e preventiva contra B. cinerea (TABET ZATLA et al., 2017).

Os hidrolatos mostram-se como matéria-prima ndo sé para as industrias cosméticas e
podem ser usados para o desenvolvimento de métodos novos e eficazes, considerados seguros

e ecologicamente corretos para o controle de doencas (BOYRAZ; OZCAN, 2005).

2.4.1.3 Decoctos

As decoccges sdo normalmente preferidas para partes mais duras, como raizes, cascas e
sementes. Este é preparado aquecendo a quantidade necessaria de plantas com agua por um
periodo de cerca de 30 minutos, até que cerca de 50% da agua seja perdida. O recipiente deve
ser fechado durante o aquecimento para evitar que quaisquer componentes essenciais sejam
perdidos por evaporacdo (NAGALINGAM, 2017).

Varios estudos notaram a capacidade de decoctos de varias partes de plantas como um
método de biocontrole no manejo de fungos patogénicos de plantas (SHAFIQUE et al., 2011).
A atividade fungitoxica das decoccdes de plantas de Curcuma longa, Allium sativum, Citrus
limon e Zingiber officinale foram relatadas contra importantes patdgenos de Lycopersicon
esculentum. Os autores relataram que Curcuma longa foi o mais efetivo no controle dos
fitopatdgenos fangicos testados, diminuindo seu crescimento micelial em 72% em Alternaria
solani (MUTHOMI et al., 2017).

Da mesma forma, Mudyiwa et al. (2016) relataram que os decoctos de Zingiber
officinale, Allium cepa e Allium sativum nas concentragdes de 50%, 75% e 100% apresentaram
inibicdo contra o crescimento micelial de Alternaria solani. Rozwalka et al. (2008) relataram
gue os decoctos de alecrim, gengibre, caléndula e laranja baiana demonstraram potencial de

inibicdo sobre os isolados de Colletotrichum gloeosporioides. O decocto da casca de Mimosa
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tenuiflora na concentracdo de 0,5 mg.mL™? reduziu 63% da germinacdo de A. cucumerina
(BORGES et al., 2013).

2.5 Microscopia eletronica de varredura aplicada a processos de infeccdo de fungos

fitopatogénicos

Compreender as interacdes patdgeno-hospedeiro, é a chave para melhorar o manejo de
doencas (VIDA et al., 2004). Portanto, o estudo da interacdo entre fungos e plantas tem se
tornado o foco de diversos grupos de pesquisa com diferentes métodos, destacando-se a
utilizacdo da microscopia (TELES; ANDREANI; FONSECA VALADARES, 2017).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) revolucionou o estudo do mundo
microscopico (ALVES et al., 2013a). Suas vantagens incluem aspecto bidimensional de
imagens com alta profundidade de campo; grande aumento de magnitude de 10 a 1.000.000
vezes; rapido processamento, digitalizacdo e aquisicao de imagens; facilidade de preparagdo e
operacdo da amostra e custos acessiveis (PRICE, 2002).

Com o uso da microscopia eletrdnica é possivel realizar trabalhos para observar o
processo de infeccdo dos patdgenos nas plantas. Bentes e Matsuoka (2005) observaram o
processo de infecgdo de Stemphylium solani em plantas de tomateiro e verificaram através da
microscopia eletronica de varredura e transmissdo, que o processo de infeccdo ocorre via
estdmatos e a colonizacgdo dos tecidos ocorrem no periodo de 24 — 36 horas. Babu et al. (2009)
estudando o processo de infecgcdo de Alternaria ricini em plantas de mamona observaram por
meio da MEV que os conidios infectam o tecido foliar por penetracéo direta e estomatica.

Florea e Puia (2020), relataram que os conidios de todas as espécies de Alternaria
germinam em um tempo notavelmente curto e produzem de um a varios tubos germinativos.
Estudos de MEV mostraram que o material extracelular também esta associado ao tubo
germinativo e apressorios de Alternaria helianthi em girassol (Helianthus annuus) (MIM;
ROGERS; VAN DYKE, 1997) e A. alternata em tangelo (DEHPOUR; ALAVI; MAJD, 2007)
e pode ter funcdo adesiva. Outras observacdes microscopicas também revelaram que o fungo
A. brassicicola penetra nas silicas de Arabidopsis thaliana através de juncdes celulares,
estdmatos e no tegumento das sementes diretamente ou através de rachadura (POCHON et al.,
2012).

Trabalhos ultraestruturais utilizando a microscopia eletronica de varredura com o
patdgeno A. linariae em tomateiro, utilizando éleos essenciais, hidrolatos e decoctos sao

infimos. Até o momento, ndo se tem muitos estudos sobre a interferéncia dos 6leos essenciais
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e seus compostos majoritarios nas atividades envolvidas no processo de infeccdo em
fitopatogenos, especialmente em espécies de Alternaria. Estes estudos sdo necessarios para o

esclarecimento do efeito fungitoxico dos 6leos essenciais no controle do fungo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Execucgao

Os ensaios foram executados no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise
Ultraestrutural (LME), casa de vegetacdo e a casa de vegetacdo pertencentes ao Departamento
de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), durante o ano de 2022.

3.2 Obtencao e manutencéo de isolados

O isolado de Alternaria spp. proveniente do municipio de Palmeira - PR foi fornecido
pela Embrapa Hortaligas e através de analise filogenética foi possivel realizar a caracterizagdo
da espécie, no qual se chegou a espécie Alternaria linariae.

O isolado de Alternaria linariae, foi cultivado em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar
(BDA), em placas de Petri e mantidos no escuro a 25 °C. O isolado foi preservado pelo método
de Castellani (1967) em geladeira. Para a obtencéo dos conidios o fungo foi repicado para placas
contendo meio de cultura farinha de aveia-4gar (AVA) em placas de Petri e mantidas para
camara incubadora BOD, a 25 °C sob luz UV continua no periodo de 15 dias até a esporulacéo

do fungo.

3.3 Coleta das espécies

A coleta do material vegetal foi realizada na regido de Cerrado no municipio de Séo
Miguel do Araguaia — GO nas coordenadas geograficas 13°15'58" S e 50°9' 17"W, pela manha
em dias sem precipitacao.

Foram coletadas 1000 g de folhas e frutos, de seis espécies do Cerrado: Pterodon
emarginatus Vogel (“Sucupira”), Hymenaea courbaril L. (“Jatoba”), Piper aduncum L.
(“Pimenta-de-macaco”), Eugenia dysenterica DC. (“Cagaita”), Cochlospermum regium

(Schrank) (“Algodaozinho do cerrado) e Protium ovatum (“Breu do cerrado) (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies de plantas produtoras de 6leos essenciais de acordo com a literatura,

selecionados para a extracdo e avaliacdo de atividade antifungica sobre Alternaria linariae.
Nome cientifico Nome comum Parte Utilizada Referéncia
(CARLOS PEREIRA DE
MENEZES FILHO;
Folhas CRUVINEL DE SOUSA;

Cochlospermum regium Algodaozinho do

Cerrado FREDERICO DE SOUZA
CASTRO, 2020)
Eugenia dysenterica DC. Cagaita Folhas (SOUZA et al., 2002)
Protium ovatum Breu do Cerrado Folhas (DE SOUSA et al., 2021)
(MENEZES FILHO;
Hymenaea courbaril L. Jatoba Folhas OLIVEIRA FILHO;
CASTRO, 2020)
Pterodon emarginatus Vogel Sucupira Fruto (ALVES et al., 2013b)
Piper aduncum L. Pimenta-de- Folhas (VALADARES et al., 2018)
macaco

Fonte: Do autor (2022).
3.4 Extragdo dos 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos

Os oleos essenciais e hidrolatos foram obtidos por hidrodestilacdo pela metodologia
descrita pela Farmacodpeia Brasileira (2019). Folhas e frutos das espécies (1000 g) foram
destiladas por 2 h em 1 L de agua destilada em 100 °C em aparelho Clevenger, com rendimento
de 10% para P. emarginatus, 7,5% para P. aduncum, 5% para E. dysenterica, 3,5% para H.
courbaril e 1% para C. regium. Os 0leos essenciais foram separados do hidrolato por uma
micropipeta de Pasteur e ambos foram acondicionados em frascos protegidos da luz com papel
aluminio e armazenados sob refrigeracdo devidamente identificados. O decocto foi obtido
através do resultado da fervura do material vegetal apos as extracdes, e armazenado seguindo a

mesma metodologia para os 6leos essenciais e hidrolatos.

3.5 Avaliacdo da atividade de compostos volateis e fixos de 6leos essenciais, hidrolatos e

decoctos sobre o crescimento micelial de Alternaria linariae

Por meio do pareamento direto foram testadas as concentracdes de 1,25, 2,5 e 5% dos
Oleos essenciais de Pterodon emarginatus, Hymenaea courbaril, Piper aduncum L, Eugenia
dysenterica, Protium ovatum e Cochlospermum regium que foram pipetadas sobre papel de
filtro estéril de 5 mm de diametro depositado em um ponto equidistante em placas de Petri (9
cm) contendo 10 mL de meio BDA. Um disco de 5 mm de diametro do isolado de A. linariae
foi retirado dos bordos das coldnias com 7 dias de idade e disposto em um ponto oposto ao
papel filtro, em seguida as placas foram vedadas e incubadas em BOD a 25 + 1°C, sob

fotoperiodo de 12 horas. Repetiu-se o procedimento para os hidrolatos e decoctos.
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A avaliacdo do crescimento micelial foi realizado medindo-se dois eixos do diametro
das colénias diariamente, até que o patdgeno alcancasse a borda das placas no tratamento
controle (apenas dgua) ou qualquer outro tratamento.

A inibicdo do crescimento micelial foi calculada pela formula de Maguire (1962),
adaptada por Oliveira (1991) em que:

(D — DA)
N
Onde: IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial; D = diametro médio atual,

IVCM =

Da = didametro médio do dia anterior e N = nimero de dias apos a inoculagéo.
O célculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi realizada a
partir da formula de Edgington (1971) em que:

crescimento do tratamento controle — crescimento do tratamento
PIC = x 100

crescimento do tratamento controle

3.5.1 Avaliacdo da atividade de Oleos essenciais, hidrolatos e decoctos sobre a

germinacéao de conidios de Alternaria linariae, in vitro

Para a avaliacdo da atividade antifingica sobre a germinacdo de conidios de A. linariae,
aliquotas de 0,5 mL contendo os Gleos essenciais, hidrolatos e decoctos nas concentracdes ja
descritas anteriormente foram acrescentadas ao meio de cultura Batata-Dextrose-Broth (PDB)
e depositados nos pocos de placas para cultivo de tecidos (K12 — 024, KASVI®).

Para obtencdo dos conidios foram adicionados 5 mL de 4gua destilada esterilizada nas
placas de Petri contendo as col6nias do fungo com 15 dias de idade, em seguida foi realizada a
raspagem das col6nias com auxilio de uma al¢a de Drigalski, para remoc¢éo dos conidios. Em
sequida, foi realizada a filtragem da suspensdo e ajustou-se a concentragdo para 1 x 10°
conidios/mL. Depois 0,5 mL da suspensdo de conidios foram adicionados em cada poco.

Por meio do procedimento, foi necessario preparar concentracdes de 1,25%, 2,5% e
5,0%, levando em consideracdo sua diluicdo na suspensdo de conidios. Foram preparados 5
mL, utilizando &gua destilada esterilizada e Tween 80 a 1%. Foi necessario retirar 1,25 pL,
25uL e 50 pL de 4gua e adicionados 1,25 uL, 25 uL e 50 uL dos tratamentos respectivamente.

As placas foram incubadas em incubadora com agitacdo orbital (TECNAL TE-420) a
25 °C £ 2 °C e 110 rpm durante 12 horas sem fotoperiodo, apds esse periodo realizou-se a

paralisacdo da germinacdo com lactoglicerol. Em microscopio de luz, foram avaliados 100
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conidios em 5 pocos/repeti¢Oes, totalizando 500 conidios por tratamento. Os conidios que

apresentaram tubo germinativo maior ou igual ao seu tamanho foram considerados germinados

3.6 Avaliacédo in vivo do efeito dos 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos no controle de

Alternaria linariae em casa de vegetagao

A avaliacdo in vivo foi conduzida em casa de vegetacdo, pertencente ao Departamento
de Fitopatologia da UFLA. Foram selecionados 4 cultivares de tomate sendo elas: Cereja (grupo
cereja), Cereja Santa Clara (grupo Santa Cruz), San Marzano (grupo italiano) e Super
Marmande (grupo salada) de acordo com a disponibilidade do mercado local para serem
utilizados neste teste. Utilizaram-se vasos plasticos com capacidade de 1 litro contendo
substrato comercial Tropstrato HT.

Para a obtencdo do indculo, o fungo foi cultivado em meio de cultura AVA, seguindo
metodologia de Marchi, Borges e Mizubuti (2006) com modificagfes. Quando as coldnias
atingiram 15 dias de idade foram adicionados 10 mL de agua destilada esterilizada e lavando-
se a superficie do meio, com uma alca de Drigalski realizou-se a raspagem das coldnias para
liberagdo dos conidios. A suspensio de conidios foi filtrada e ajustada para 5 x 10 conidios/mL"
1 (MARCHI; BORGES; MIZUBUTI, 2006).

No estadio vegetativo V12 (segundo par de folhas verdadeiras desdobradas) segundo a
escala BBCH (Biologische Bundesantalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie)
(RAMIREZ et al., 2013) as folhas foram inoculadas com uma suspenséo de 5 x 10% conidios.mL
do isolado de A. linariae, usando um pulverizador manual sem controle de pressdo segundo a
metodologia descrita por Marchi, Borges e Mizubuti (2006). As testemunhas foram
pulverizadas somente com agua. Apés a inoculacdo as mudas foram levadas para camara de
crescimento com nebulizagdo por 24 horas, com temperatura de 25 °C, 95% de umidade e sem
fotoperiodo, passado esse periodo as plantas foram levadas para a casa de vegetacdo. Cada
tratamento foi avaliado em 8 plantas, com duas repeticbes no tempo. 48 horas antes da
inoculacdo, foram realizadas aplicacbes foliares dos tratamentos dos oOleos essenciais,
hidrolatos e decoctos de P. aduncum, C. regium e E. dysenterica nas concentracdes de 1,25%,
2,5% e 5,0%. Nas plantas de controle inoculado foi realizada aplicagdo somente de agua.

Passados 7 dias (periodo de laténcia) da inoculagdo as plantas foram avaliadas para
averiguar a area foliar infectada utilizando a escala de Vakalounakis (1983), as plantas foram
avaliadas a cada trés dias para determinacdo da area abaixo da curva de progressao da doenca
(AACPD) pela metodologia de Campbell e Madden, (1990).
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n—1
AACPD = Z (%) x(T_y — Ty)

i=1
Em que: AACPD: area abaixo da curva de progresso da doenca Xi : proporcao da doenca

na i-ésima observacdo Ti : tempo em dias na i-ésima observagdo n: nimero total de observaces.
3.7 Delineamento experimental

Os experimentos in vitro foram realizados no delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), repetido uma vez no tempo, em arranjo fatorial com 8 tratamentos x 3 doses
com quatro repeticdes sendo cada placa de Petri uma repeticdo. Testou-se o efeito das doses
1,25%, 2,5% e 5,0% dos Oleos essenciais, hidrolatos e decoctos de Cochlospermum regium,
Piper aduncum, Protium ovatum, Hymenaea courbaril L. e Eugenia dysenterica sobre
Alternaria linariae.

O efeito dos tratamentos sobre a doenca in vivo foi determinado pela &rea abaixo da
curva de progresso da doenca em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial,
sendo quatro tratamentos e trés doses, com quatro repeticdes, sendo que cada vaso representou

uma repeticéo.
3.8 Analise de dados

Dados dos experimentos in vitro e in vivo, replicados no tempo, foram submetidos a
uma analise conjunta entre as duas repeti¢cGes experimentais para determinar as diferencas entre
os resultados dos dois experimentos. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a
hipotese da ANOVA para o efeito da dose sobre o isolado de Alternaria linariae (p = 0,05).
Nos experimentos in vitro e in vivo, as diferencas estatisticas entre os tratamentos foram
comparadas pela analise fatorial de variancia (ANOVA) entre tratamentos e doses, pelo teste
F. Ambos experimentos foram comparados por dose e entre as 3 doses. Para cada dose, 0S
tratamentos foram comparados pelo teste F da ANOVA e entre eles pelo teste de agrupamento
de Scott-Knott (p < 0,05). Todas as analises foram realizadas utilizando o pacote ExpDes.pt do
software estatistico RStudio (FERREIRA et al., 2014).
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3.9 Microscopia eletronica de varredura na avaliagdo do efeito fungitoxico de dleo
essencial, decocto e hidrolato no processo infeccioso de Alternaria linariae em folhas

destacadas

Folhas de tomate cultivar Santa Clara, suscetivel a pinta preta, foram desinfestadas
superficialmente por tratamento sequencial em alcool 70% por um minuto, hipoclorito de sodio
a 1% por um minuto e agua destilada por um minuto em triplicata. Posteriormente foi realizada
a pulverizacdo na parte abaxial das folhas com o 6leo essencial de P. aduncum, hidrolato de C.
regium e decocto de E. dysenterica na concentracdo de 5% e testemunha com agua destilada.

Ap0s 48 horas da aplicacdo dos tratamentos foi realizada a inoculagao de A. linariae por
deposicdo de uma aliquota de 10 pL™ de suspensédo de conidios na concentragdo de 1 x 10°
conidios.mL? em 10 pontos das folhas previamente marcadas. A alta concentracio da
suspensdo de indculo foi utilizada para aumentar a probabilidade de encontrar locais com
eventos de infeccdo. Na testemunha sem inoculagdo foram utilizadas aliquotas de 10 pL™ de
agua destilada. Em seguida as folhas foram mantidas em ambiente escuro cobertas com sacos
de polietileno pretos, com algoddo umedecido com agua destilada para formar uma camara
Umida sob temperatura de 20 £ 2 °C e umidade relativa de 90% + 5 °C. Um total de 10
fragmentos de folhas de 4 x 4 mm foram coletados das folhas nos periodos de 0, 6, 12 e 24
horas ap0s a inoculacdo (HAI).

Em cada periodo de coleta os fragmentos foram colocados em microtubos contendo
solucdo de Karnovsky modificada (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0% em tampédo
cacodilato de s6dio 0,05 M, pH 7,2, CaCl, 0,001 M), para a fixacdo das amostras por um periodo
de 24 horas e armazenados na geladeira. Apés esse periodo 3 fragmentos de cada amostra foram
lavadas trés vezes em tampdo cacodilato 0.05 M e desidratados em uma série crescente de
acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) permanecendo 10 minutos em cada troca, na solucao
de 100% os fragmentos foram colocados 3 vezes consecutivas Posteriormente a desidratagcdo
os espécimes foram secos em aparelho de ponto critico CPD030 da Bal-Tec. Os espécimes
foram montados em suportes metalicos (stubs) previamente cobertos com fita de carbono dupla
face e posteriormente cobertas com ouro em evaporador Sputter Coater SCD 050 (Bal-Tec) por
220 segundos (ALVES et al., 2013a).

Em seguida as amostras foram visualizadas em microscopio eletronico de varredura de
emissdo de campo (MEV-FEG) Tescan Clara. As condicGes de trabalho foram de 15 Kv e
distancia de trabalho de 5 mm. As imagens foram preparadas utilizando o programa Corel Draw

Graphics Suite.
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4. RESULTADOS

4.1 Potencial de inibicdo de dleos essenciais, hidrolatos e decoctos sobre Alternaria

linariae, in vitro

Os resultados da avaliacdo do crescimento micelial de A. linariae no meio contendo os
6leos essenciais, decoctos e hidrolatos, estdo representados na tabela 2. O crescimento micelial
apresentou diferencas significativas para as concentrac@es e para a interacdo tratamento x dose
para 0leos essenciais, decoctos e hidrolatos.

N&o houve diferenca significativa para os tratamentos na concentragao de 1,25%, porém
0 oleo essencial de algoddozinho do cerrado (Cochlospermum regium) apresentou a menor
média entre os tratamentos. A concentracdo de 2,5% dos 6leos essenciais apresentou menor
crescimento micelial entre as doses testadas, havendo diferenca significativa entre o0s
tratamentos. O 6leo essencial de algoddozinho do cerrado, cagaita (Eugenia dysenterica) e
pimenta de macaco (Piper aduncum) apresentaram os menores valores médios dentro dos
tratamentos, sendo o menor valor apresentado por pimenta de macaco com 12,51 mm de
diametro. Para a concentracdo de 5% ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, no
entanto, o Oleo essencial de algoddozinho do cerrado apresentou menor diametro de

crescimento micelial com 21,26 mm.



Tabela 2. Crescimento micelial (mm) de Alternaria linariae, in vitro, em meio BDA, contendo o0s 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos.

Oleos essenciais Hidrolatos Decoctos
Tratamentost2 Doses (%0) Doses (%0) Doses (%0)
1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0
Testemunha (BDA) 56,03 Aa® 56,71 Ba 56,03 Aa 56,03Ca 56,03Aa 56,03Ba 56,03Ba 56,03 Aa 56,03 Ba
Algodozinho do Cerrado 20,25 Ab 2121 Bc 21,26 Ab 21,60Cc 24,40 Ab 20,41Bc 23,40Bb 23,40Ab 9,00 Bc
Breu do Cerrado 26,29 Ab 23,48Bb 2257 Ab 24,20Cb 24,03 Ab 20,82Bc 15,87 Bb 16,23 Ab 10,00 Bc
Cagaita 27,72 Ab 20,78 Bc 26,17 Ab 17,98 Cc 23,40 Ab 25,20Bb 20,53Bb 18,63 Ab 6,13 Bc
Jatoba 24,62 Ab 23,74Bb 23,09 Ab 17,79 Cc 23,67 Ab 24,40Bb 24,91Bb 23,87 Ab 24,43 Bb
Sucupira 21,75 Ab 23,63Bb 23,62 Ab 24,22Cb 24,96 Ab 25,18 Bb 24,93Bb 23,41 Ab 10,23Bc
Pimenta de macaco 22,82 Ab 1251 Bc 2348Ab 22,49Cb 21,64 Ac 2532Bb 23,39Bb 26,09 Ab 25,08 Bb
CV (%)* 6,52 5,05 6,23

! Foram realizadas seis avaliagOes diarias para avaliar o crescimento micelial.
2 Os valores médios do crescimento micelial de Alternaria linariae foram obtidos pela analise conjunta de dois experimentos
realizados a um nivel de significancia nominal (p = 0,05).
3 As médias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott a p < 0,001. As letras mailsculas em negrito comparam
o0 parametro das doses. As letras minusculas comparam o crescimento micelial entre as doses.
4 CV = coeficiente de variacéo pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Do autor (2022)
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. Os testes de significancia foram
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O crescimento micelial apresentou diferencas significativas (p <= 0.05) entre as
concentragOes testadas para os hidrolatos, a dose de 1,25% apresentou as menores médias.
Houve diferenca significativa entre os hidrolatos na concentracdo de 1,25%. Os hidrolatos de
algoddozinho do cerrado, cagaita, jatoba (Hymenaea courbaril) e pimenta de macaco
apresentaram as menores médias, sendo a menor média apresentada por jatoba com 17,79 mm.
Entre os tratamentos testados na concentragéo de 2,5% houveram diferencas significativas entre
0s tratamentos, sendo que o hidrolato de pimenta de macaco apresentou menor crescimento
micelial com valor médio de 21,64 mm. Houve diferencas significativas entre os tratamentos
para concentracdo de 5%. Os hidrolatos de algoddozinho do cerrado e breu do cerrado se
diferiram dos demais tratamentos testados com 20,41 e 20,81 mm de didmetro da col6nia
respectivamente, em contraste a testemunha que teve 56,71 de didmetro da col6nia.

Foi possivel observar diferencas significativas entre as concentracdes testadas para 0s
decoctos, sendo que, as concentragdes 1,25 e 5% apresentaram menor crescimento micelial,
ndo diferindo entre si. N&o foi possivel observar diferencas significativas entre os tratamentos
para as doses de 1,25% e 2,5%, porém foi possivel observar que o decocto de breu do cerrado
apresentou as menores médias para ambas as concentracdes. No entanto, foi possivel observar
diferenga significativa para a concentragéo de 5%, sendo que o decocto de cagaita obteve a
menor média entre todos os tratamentos.

Os resultados da avaliacdo do potencial de 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos na
inibicdo do crescimento micelial de Alternaria linariae, in vitro, estdo representados na tabela

3. Houve diferencas significativas pelo efeito dos tratamentos e as concentragoes.
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Tabela 3. Potencial de inibicdo (%) do crescimento micelial de Alternaria linariae, in vitro de dleos essenciais, hidrolatos e decoctos.

Oleos essenciais Hidrolatos Decoctos
Tratamentost Doses (%) Doses (%) Doses (%0)
1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0

Algodiozinho do Cerrado 61,96 Ba? 62,08 Aa 59,85Ba 61,33Aa 56,21Bb 6346Aa 5806Ab 5798Bb 83,88 Aa

Breu do Cerrado 50,98 Ba 56,34 Aa 57,81Ba 5672Ab 57,06Ba 6255Aa 7154Ab 70,88Bb 8223 Aa
Cagaita 4832Bb 61,30 Aa 51,32Bb 64,73Aa 5808Ba 57,68Ab 6320Ab 6680Bb 8898 Aa
Jatoba 54,22 Ba 55,75 Aa 56,74Bb 68,18 Aa 57,63Ba 56,43 Ab 5546 Aa 57,32Ba 55,46 Ab

Sucupira 59,37 Ba 55,31 Aa 55,81 Bb 56,71 Ab 5522Bb 54,94 Ab 5539 Aa 57,86 Ba 87,23 Aa
Pimenta de macaco  57.62Ba 76,42 Aa 56,08Bb 59,81 Aa 5478Bb 61,28Aa 5806Aa 53,23Ba 55,08 Ab
CV (%)® 9,69 7,14 7,34

! Os valores médios do potencial de inibicdo dos 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos sobre o crescimento micelial de Alternaria linariae foram obtidos
pela anélise conjunta de dois experimentos. Os testes de significancia foram realizados a um nivel de significancia nominal (p = 0,05).

2 As médias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott a p < 0,001. As letras mailsculas em negrito comparam
0 pardmetro das doses. As letras minusculas comparam o crescimento micelial entre as doses.

3 CV = coeficiente de variagéo pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Do autor (2022).

As concentragdes 1,25 e 5% apresentaram maior controle sobre o crescimento micelial do fungo, ndo se diferindo entre si. O 6leo essencial
de algoddozinho do cerrado e sucupira apresentaram maior porcentagem de inibicdo na concentracao de 1,25% com 61,96 e 59,37%, porém esses
tratamentos nédo diferiram dos demais. O 6leo essencial de pimenta de macaco na concentracao de 2,5% apresentou-se como o melhor tratamento
entre todas as doses, inibindo 76,42% o crescimento micelial de A. linariae. Os demais tratamentos inibiram acima de 50% o crescimento micelial
do patdgeno. Na avaliacdo da concentracdo de 5% foi possivel observar diferencas significativas entre os tratamentos, sendo que, o 6leo essencial

de algodéozinho do cerrado inibiu 59,85% do crescimento micelial do patogeno (Figura 1).
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Algodaozinh

Controle

/

Figura 1. Crescimento micelial in vitro do fungo Alternaria linariae, em meio de cultura
BDA contendo varios 0leos essenciais em diferentes concentragdes.

Houve diferenca significativa entre as concentracdes testadas para hidrolatos, a
concentragOes de 1,25% e 5% apresentaram as maiores médias na porcentagem de inibigéo
entre as concentragdes testadas. A concentracdo de 1,25% apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos, o hidrolato de jatoba diminuiu o crescimento micelial em 68,18%, os
demais tratamentos inibiram o crescimento micelial mais que 50%. O hidrolato de cagaita na
concentracdo de 2,5% inibiu 58,08%, sendo a maior porcentagem de inibicdo entre 0s
tratamentos para essa concentracdo. Na concentracdo de 5% o hidrolato de algodaozinho do
cerrado, breu do cerrado e pimenta de macaco apresentaram as maiores médias na inibi¢do do
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crescimento micelial, com 63,46, 62,55 e 61,28%, havendo diferenca estatistica dos demais

tratamentos (Figura 2).
5,0%

Breu

Sucupira

Pimenta Algodiozinho

Cagaita

Controle

Figura 2. Crescimento micelial in vitro do fungo Alternaria linariae, em meio de cultura
BDA contendo varios hidrolatos em diferentes concentragdes.

Houve diferenca significativa entre as concentracdes testadas para o decocto no
potencial de inibi¢do do crescimento micelial. O decocto de breu do cerrado obteve a maior
média da porcentagem de inibi¢cdo entre os tratamentos na concentragdo de 1,25%. Na
concentracdo de 2,5% os decoctos de breu do cerrado e cagaita apresentaram as maiores
porcentagens de inibicdo com 70,88 e 60,88% respectivamente. Na concentracdo de 5% houve

a maior porcentagem de inibicdo entre as concentra¢fes estudadas, com as maiores médias
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observadas para cagaita, sucupira e algoddozinho do cerrado com 88,98%, 82,23 e 83,88% de

inibicdo do crescimento micelial do patégeno, respectivamente (Figura 3).
1,25% 5,0%

Breu

Cagaita Pimenta Algodiiozinho Sucupira

Jatoba

Controle

Figura 3. Crescimento micelial in vitro do fungo Alternaria linariae, em meio de cultura
BDA contendo varios decoctos em diferentes concentraces.

Todas as concentracdes dos Oleos essenciais, reduziram o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) de A. linariae (Tabela 4). Nao houve diferenca no IVCM de A.
linariae entre as doses testadas, porém foi possivel observar diferencas entre os tratamentos. O
6leo essencial de pimenta de macaco nas concentracfes de 1,25%, 2,5 e 5% demonstrou o
menor IVCM entre os tratamentos diferindo dos demais. Todos os Gleos essenciais testados

neste trabalho obtiveram IVCM consideravelmente menor que o tratamento controle.
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Os hidrolatos ndo apresentaram diferencas significativas para as doses, porém houve diferenca entre os tratamentos. Algodaozinho do
cerrado e pimenta de macaco obtendo o menor IVCM para a concentracdo de 1,25%. O hidrolato de breu do cerrado na concentracdo de 2,5%
demonstrou o menor IVCM entre os tratamentos e na concentracao de 5% os hidrolatos de sucupira e pimenta de macaco demonstraram o menor
IVCM. A concentracBes apresentaram diferencas significativas para os decoctos e para os tratamentos. A concentracdo de 1,25% apresentou o

menor IVCM entre as doses. Os decoctos de cagaita, jatoba e sucupira apresentaram o menor IVCM.

Tabela 4. indice de velocidade do crescimento micelial de Alternaria linariae, in vitro de 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos.

Oleos essenciais Hidrolatos Decoctos
Tratamentos. Doses (%) Doses (%) Doses (%)
1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0
Testemunha (BDA) 49,56 Aa®> 49,56 Aa 49,56 Aa 4956 Aa 49,56 Aa 49,56 Aa 49,56 Ba 49,56 Aa 49,56 Aa
Algodaozinho do Cerrado 19,88 Ab 19,88 Ab 18,38 Ab 17,87 Ac 2460Ab 26,02Ac 36,62Ba 2450Ac 15,29 Ab
Breu do Cerrado 16,18 Ab 17,47 Ab 18,82 Ab 40,79 Ab 2543 Ac 38,90Aa 2516Bb 26,15Ab 14,49 Ac
Cagaita 12,14 Ab 13,41 Ab 1599 Ab 39,83Ab 3948Ab 3893 Aa 10,79Bc 28,28 Ab 33,17 Aa
Jatoba 17,17 Ab 16,25Ab 16,60 Ab 39,65Ab 3895Ab 37,96 Ab 2433Bb 40,29 Aa 38,24 Aa
Sucupira 1593 Ab 16,83 Ab 16,38 Ab 42,01 Ab 4086 Ab 3585Ab 7,05Bc 39,57 Aa 35,28 Aa
Pimenta de macaco 9,80 Ac 8, 77Ac 1507 Ab 2598 Ac 38,60Ab 24,63Ac 40,01Ba 3055Ab 4222 Aa
CV (%)? 11,16 7,84 12,05

1 Os valores médios do IVCM dos 0leos essenciais, hidrolatos e decoctos sobre o crescimento micelial de Alternaria linariae foram obtidos pela analise
conjunta de dois experimentos. Os testes de significAncia foram realizados a um nivel de significancia nominal (p = 0,05).

2 As médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott a p < 0,001. As letras maitsculas em negrito comparam
o0 parametro das doses. As letras mintsculas comparam o crescimento micelial entre as doses.

3 CV = coeficiente de variagéo pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Do autor (2022).
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N&o houve diferenca significativa entre as concentragdes testadas para os 6leos essenciais e hidrolatos (Tabela 5). O 6leo essencial de
pimenta de macaco apresentou a maior porcentagem de inibigdo nas trés concentracGes utilizadas neste trabalho, com a maior porcentagem de
inibicdo de 84,56%. O hidrolato de algoddozinho na dose 1,25% apresentou 68,52% de inibicdo sendo a maior porcentagem entre 0s tratamentos.

Na concentracdo de 5% apresentou a maior porcentagem de inibicdo do IVCM com o tratamento de cagaita com 84,33%.

Tabela 5. Porcentagem de inibicdo do indice de velocidade do crescimento micelial de Alternaria linariae, in vitro em meio BDA, contendo dleos

essenciais, hidrolatos e decoctos.

Oleos essenciais Hidrolatos Decoctos
Tratamentos. Doses (%) Doses (%) Doses (%)
1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 50

Breu do Cerrado 66,85 Aa 69,14 Aa 70,35Aa 28,16 Ab 3150 Ab 54,70 Aa 6027Bc 7547Cb 80,46 Aa
Cagaita 7860 Aa 7638Aa 7045Ab 2983Aa 3046Aa 3145Aa 7437Bb 7337Ch 84,33 Aa
Jatobé 69,76 Aa 69,45Aa 71,38Aa 30,17Aa 3140Aa 3317Aa 5642Bb 60,81Ca 3822Ac

Sucupira 7195Aa 7036Aa 6985Aa 2601Ab 2806Ab 3687Aa 57,72Ba 30,36Ch 58,10 Aa

Pimenta de macaco 7876 Aa 8456Aa 72,10Ab 5426Aa 3203Ab 5663Aa 71,08Bb 57,28Cc 74,98 Aa

CV (%)’ 7,74 13,81 4,95

1 Os valores médios do potencial de inibi¢do dos 0leos essenciais, hidrolatos e decoctos sobre o indice de velocidade do crescimento micelial de Alternaria
linariae foram obtidos pela anélise conjunta de dois experimentos. Os testes de significancia foram realizados a um nivel de significancia nominal (p = 0,05).

2 As médias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott a p < 0,001. As letras mailsculas em negrito comparam
o0 parametro das doses. As letras mintsculas comparam o crescimento micelial entre as doses.

3 CV = coeficiente de variacdo pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Do autor (2022).
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Houve diferenca significativa entre as concentragfes testadas para os 6leos essenciais para germinagdo de A. linariae (Tabela 6). Os 6leos
essenciais de pimenta de macaco e algodaozinho do cerrado apresentaram menor porcentagem de germinacgao entre os tratamentos e entre as doses

com 16,50 e 21,37% respectivamente. Houve uma reducéo no percentual de germinacdo na maior concentracdo dos 6leos essenciais.

Tabela 6. Porcentagem de germinacédo de Alternaria linariae, in vitro, sob efeito de 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos.

Oleos essenciais Hidrolatos Decoctos
Tratamentos. Doses (%0) Doses (%0) Doses (%0)
1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0 1,25 2,5 5,0
Testemunha (BDA) 99 Aa 100 Aa 100Ba 97,25 Aa 97,25Aa 97,25Aa 9725Aa 97,25Ba 97,25 Aa
Algodaozinho do Cerrado 2250 Ab 21,37 Ac 23,62Bc 14,87 Ac 13,00Ab 1425Ab 20,75Ab 21,12Bb 15,00 Ab
Breu do Cerrado 46,50 Aa 4150Ab 2825Bc 38,12Ab 34,87 Aa 36,25Aa 28,62Ab 2050Bb 21,37 Ab
Cagaita 48,75 Aa 4750 Ab 3350Bc 46,00 Aa 47,12 Aa 46,00 Aa 29,37 Aa 21,00Bb 31,00 Aa
Jatoba 66,12 Aa 62,50 Aa 38,62Bc 52,87 Aa 61,25Aa 5817 Aa 37,00 Aa 21,87Bb 38,00 Aa
Sucupira 71,87 Aa 72,87 Aa 6250Ba 57,25Aa 52,37 Aa 5050Aa 43,20Aa 20,00Bb 48,50 Aa
Pimenta de macaco 16,50 Ab 16,75Ac 18,62Bc 10,50Ac 10,75Ab 13,87 Ab 26,62 Aa 17,50Bb 17,12 Ab
CV (%)® 7,11 11,52 12,30

1 Os valores médios do potencial de inibicdo dos 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos sobre o indice de velocidade do crescimento micelial de Alternaria
linariae foram obtidos pela analise conjunta de dois experimentos. Os testes de significancia foram realizados a um nivel de significancia nominal (p = 0,05).

2 As médias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott a p < 0,001. As letras mailsculas em negrito comparam
o0 parametro das doses. As letras mindsculas comparam o crescimento micelial entre as doses. ® CV = coeficiente de variagdo pelo teste de Scott-Knott.

Fonte: Do autor (2022).
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N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos para a germinagéo entre as doses e
os tratamentos para os hidrolatos testados, porém houve uma diminuicdo da porcentagem de
germinacdo. Os hidrolatos de pimenta de macaco e algodaozinho do cerrado apresentaram a
menor porcentagem de germinacdo com 10,50 % para a concentracdo de 1,25% para pimenta
de macaco e 13% dos conidios germinados para algoddozinho do cerrado com a concentracao
de 2,5% (Tabela 6). Houve diferencga significativa para as concentragcfes testadas para os
decoctos (Tabela 6). O decocto de algoddozinho do cerrado apresentou as menores medias nas

porcentagens de germinacdo em todas as concentracdes testadas.

4.2 Atividade antifungica de Oleos essenciais, hidrolatos e decoctos sobre Alternaria

linariae, in vivo

Todas as cultivares utilizadas neste experimento apresentaram sintomas de pinta preta
aos 4 dias apo6s a inoculagdo (DAL).

A cultivar San Marzano tratada com 6leos essenciais manteve a area abaixo da curva de
progresso da doenca abaixo (AACPD) de até 47,81, significativamente menor que AACPD da
testemunha que apresentou 453,79 (Figura 4). Na concentracgdo de 1,25% houve diferenca entre
a AACPD para os 6leos essenciais testados, nota-se que houve uma diminui¢cdo em comparagao
com a testemunha. O 6leo essencial de algodaozinho do cerrado apresentou as menores médias
da AACPD com 6,18, seguido do tratamento com pimenta de macaco que apresentou média de
9. A utilizagdo dos decoctos apresentou uma maior severidade da doenga o que culminou no
aumento da AACPD , em relacéo aos tratamentos com 6leos essenciais (Figuras 4 e 5). Houve
diferencas entre as concentragdes testadas em que a dose de 2,5% apresentou as menores médias
para a AACPD. O decocto de cagaita apresentou a menor média de AACPD com 79,50 em
comparacdo com a testemunha que apresentou AACPD de 453,79 (Figuras 4 e 5).

A utilizacdo da maior concentracgdo para hidrolatos levou a diminuicéo da severidade da
doenca e consequentemente menor AACPD. O hidrolato de pimenta de macaco apresentou
média de 7,87 da AACPD enguanto que a testemunha apresentou média de 453,79 (Figuras 4
eb).
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Area abaixo da curva do progresso da doenca — Cv. San Marzano
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Figura 4. Area abaixo da curva de progresso da doenca 20 DAI para plantas de tomate cv. San Marzano tratadas com 6leos essenciais, decoctos,
e hidrolatos de varias plantas do cerrado. As médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott a p
<0,001. As letras maitusculas em negrito comparam o pardmetro das doses. As letras mindsculas comparam o crescimento micelial entre as

doses.
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Figura 5. Severidade da pinta preta em foliolos de tomate tratados com 6leos essenciais (A), decoctos (B) e hidrolatos (C) nas concentragdes de
1,25, 2,5 e 5%.
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A AACPD para a cv. Santa Clara apresentou diferencas significativas para as concentra¢fes dos hidrolatos, decoctos e 6leos essenciais. O

aumento da concentracdo diminuiu a severidade da doenca em todos os tratamentos (Figuras 6 e 7). A utilizacdo do 6leo essencial de pimenta de

macaco na concentracdo de 5%, inibiu totalmente o aparecimento da doenca em condi¢fes de casa de vegetacao.
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Figura 6. Area abaixo da curva de progresso da doenca 20 DAI para plantas de tomate cv. San Marzano tratadas com 6leos essenciais, decoctos,
e hidrolatos de vérias plantas do cerrado. As médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott a p
<0,001. As letras maitsculas em negrito comparam o parametro das doses. As letras minusculas comparam o crescimento micelial entre as

doses.
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Figura 7. Severidade da pinta preta em foliolos de tomate tratados com 0leos essenciais (A), decoctos (B) e hidrolatos (C) nas concentraces
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O decocto de algodaozinho do cerrado na concentragédo de 1,25% levou a menor
severidade e consequentemente menor AACPD entre os decoctos testados. O aumento da dose
da concentracdo dos hidrolatos levou a menor AACPD entre todos os tratamentos. O hidrolato
de cagaita na concentracdo de 2,5% levou a menor AACPD acumulada de 25 uma reducéo
consideravel da doenga quando comparado com a testemunha que teve a AACPD de 458,33.

Houve diferencas significativas para as concentragdes de hidrolatos e éleos essenciais
para a AACPD da cv. Super Marmande (Figura 8 e 9). Os 6leos essenciais utilizados neste
trabalho levaram a uma diminuicdo da AACPD em todas as concentragdes testadas. O menor
valor de AACPD foi encontrado para o 6leo essencial de pimenta de macaco com intensidade
acumulada em 0,565, uma consideravel reducdo no progresso da doenga em comparagdo com
a testemunha que foi de 468,95.

N&o houve diferencas significativas entre as concentracGes utilizadas para o0s
tratamentos com decoctos, havendo somente diferenca entre os tratamentos, porém a
concentracdo de 2,5% diminuiu o progresso da doenca entre os tratamentos. O decocto de
algoddozinho de cerrado na concentracdo de 1,25% obteve a menor AACPD entre os
tratamentos. O decocto de algod@ozinho na concentracdo de 2,5% obteve a menor AACPD
entre os tratamentos com 13,31. Na concentracdo de 5% o0 decocto de pimenta de macaco
obteve a menor media da AACPD com 27,18.

Houve diferengas significativas entre as concentracdes e tratamentos testadas para
hidrolatos. O hidrolato de algoddozinho do cerrado na menor concentragdo testada apresentou
a menor AACPD com 25,31 diferindo dos demais tratamentos. Na concentracdo mediana
(2,5%) o hidrolato de algodaozinho do cerrado apresentou 0 menor progresso acumulado com
18,56, ndo se diferindo do hidrolato de cagaita. A utilizacdo do hidrolato de cagaita na
concentracdo de 5% apresentou a menor média entre os tratamentos avaliados com AACPD de

8,0625 em comparacdo com a testemunha que obteve a AACPD de 468,95.
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Figura 8. Area abaixo da curva de progresso da doenca 20 DAI para plantas de tomate cv. Super Marmande tratadas com 6leos essenciais,
decoctos, e hidrolatos de vérias plantas do cerrado. As médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de
Scott-Knott a p < 0,001. As letras mailsculas em negrito comparam o parametro das doses. As letras minusculas comparam o crescimento
micelial entre as doses
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Figura 9. Severidade da pinta preta em foliolos de tomate tratados com 06leos essenciais (A), decoctos (B) e hidrolatos (C) nas concentracdes de

1,25, 2,5 e 5%.
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Houve diferenca significativa entre as concentracdes para 6leos essenciais e decoctos, ndo sendo observada diferenca para hidrolatos para
a cv. Cereja (Figuras 10 e 11). Os 6leos essenciais em todas as concentra¢cdes diminuiram a AACPD em relacdo a testemunha. As plantas que
receberam tratamento com éleo essencial de pimenta de macaco na concentragdo de 1,25% obtiveram menor valor da AACPD entre os tratamentos
com 5,81.
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Figura 10. Area abaixo da curva de progresso da doenca 20 DAI para plantas de tomate cv. Cereja tratadas com 6leos essenciais, decoctos, e
hidrolatos de varias plantas do cerrado. As medias seguidas pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knotta p <
0,001. As letras mailsculas em negrito comparam o parametro das doses. As letras minusculas comparam o crescimento micelial entre as doses.
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A utilizagdo dos decoctos de cagaita e algoddozinho do cerrado levaram a uma
diminuicdo da doenga em compara¢do com 0s outros tratamentos nas trés concentragdes. A
utilizacdo do decocto de pimenta de macaco nas concentracdes de 1,25 e 5% levaram a um
aumento na AACPD da doenca, ndo diferindo da testemunha. O menor valor da AACPD foi
observado no tratamento de cagaita a 1,25% com valor de 5,81. O uso de hidrolatos nas trés
concentragcdes ndo apresentou diferencas significativas entre as doses. O hidrolato de cagaita
teve a AACPD de 3,18 em comparacdo com a testemunha que obteve em 476,11. Todos 0s
hidrolatos utilizados neste experimento para a cv. Cereja, reduziram o aparecimento da doenca

em comparacdo com a testemunha.

4.3 Avaliacdo do efeito fungitdxico de dleo essencial, decocto e hidrolato no processo
infeccioso de Alternaria linariae em folhas destacadas, através da microscopia

eletrdnica de varredura

Os conidios de A. linariae no tratamento controle germinaram sobre a superficie das
folhas de tomate a partir das 6 horas apds a inoculagdo, aumentando as 12 h, atingindo 0 maximo
as 24 h apo6s a inoculacédo (hai) e produziram, na sua maioria, varios tubos germinativos (Figura
11 A,B,C e D). Os tubos germinativos cresceram em varias direcfes e ndo eram orientados em
direcdo aos estdbmatos. N&o foi observada a formacédo de apressorio.

A aplicacdo do 6leo essencial de pimenta de macaco levou ao rompimento dos tubos
germinativos dos conidios de A. linariae 12 hai (Figura 11 F) além de atrasar a germinacdo dos
conidios em comparacdo com a testemunha. Os conidios apresentaram deformacoes
morfoldgicas as 24 hai (Figura 12G). Os conidios de A. linariae germinaram 6 hai no tratamento
contendo decocto de cagaita (Figura 12H). As 12 hai foi observada a formacdo de tubos
germinativos somente para dois lados (Figura 121). As 24 hai foi observado deformac6es
morfolégicas dos tubos germinativos de A. linariae (Figura 12J). Nao foi possivel observar
germinacao dos conidios ao longo dos periodos de avaliagdo para o hidrolato de algodaozinho
do cerrado (Figura 12K,L e M).
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Figura 11. Eletromicrografias de varredura da parte abaxial de folhas de tomate inoculadas com A. linariae. A, B, C: Conidios 0, 6, 12 e 24
horas ap0s a inoculagdo (testemunha); E: Conidio apresentando murchamento 6 horas ap0s a inoculacdo contendo 6leo essencial de pimenta; F:
Rompimento do tubo germinativo e extravasamento do conteudo celular em tratamento contendo 6leo essencial de pimenta de macaco 12 hai.
Setas indicam: Tg: tubo germinativo; Tr: tricomas; Cpp: conidio de pinta preta; Rtg: rompimento do tubo germinativo; PE: penetragdo por
estdmato.



o1

Figura 9. Eletromicrografias de varredura da parte abaxial de folhas de tomate inoculadas com A. linariae. G: Conidio apresentando deformacéo
morfoldgica 24 horas apos a inoculagdo contendo 6leo essencial de pimenta de macaco; H: Conidios germinados e tubo germinativo
apresentando rompimento e deformacdo morfoldgica 6 horas ap6s a inoculagdo contendo decocto de cagaita; I: Conidios germinados apés 12
horas de inoculagéo contendo decocto de cagaita; J: Conidios e tubos germinativos apresentando deformagdo morfologica 24 horas apos a
inoculacdo contendo decocto de cagaita; K, L e M: Conidios ndo germinados 6, 12 e 24 hai contendo o hidrolato de algod&ozinho do cerrado.
Setas indicam: Tg: tubo germinativo; Tr: tricomas; Cpp: conidio de pinta preta; Dm: deformacdo morfoldgica.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, 0s ensaios in vitro para as atividades antifungicas de seis 0leos essenciais
no crescimento micelial de Alternaria linariae, mostraram que, 0s 0leos essenciais de
algodaozinho do cerrado, pimenta de macaco e cagaita foram os mais eficazes. O crescimento
micelial de A. linariae foi inibido em mais de 70% pela aplicacdo de pimenta de macaco em
concentracdo moderada. Rezabala (2022), testando os 6leos essenciais de tomilho e capim-
lim&o observou 100% da inibicdo no crescimento micelial de A. linariae na concentracdo de
2000 ppm para ambos os 6leos essenciais. Nascimento et al. (2008) relataram a inibicao de A.
alternata pela utilizacao do 6leo essencial de Piper hispidinervum, com inibi¢&o do crescimento
micelial de 100% na concentrag&o de 1000 mg.L ™. Zacaroni et al. (2009), estudando o potencial
fungitoxico do 6leo essencial de Piper hispidinervum sobre Bipolaris sorokiniana, Fusarium
oxysporum e Colletotrichum gloeosporiodes, verificaram inibigdo do crescimento micelial dos
patdgenos nas concentragdes de 200, 500, 1000, 1500 e 2000 pg.mL sobre todos os patdgenos.

A acdo antifungica de P. aduncum foi relatada em diversos fitopatdgenos como
Lasiodiplodia theobromae (DE MENEZES CRUZ et al., 2012), Sclerotinia sclerotiorum
(VALADARES et al., 2018) e Rhizopus oryzae (ALMEIDA et al., 2018). O 6leo essencial de
pimenta de macaco (Piper aduncum) apresenta atividade antifingica por possuir dilapiol em
sua composicao quimica. Além disso, os principais constituintes quimicos piperitona, terpinen-
4-ol, B-cariofileno, a-humuleno, germacreno-D e miristicina, encontrados nos 6leos essenciais
de P. aduncum, juntamente com dilapiol, podem explicar a promissora atividade antifungica
observada por este estudo, uma vez que esses compostos ja tiveram suas atividades antifungicas
bem descritas na literatura (BENMANSOUR et al., 2016; FRANCESCATO et al., 2007).

O ¢leo essencial das folhas de P. aduncum contém compostos como tanino e saponina
(MENDEZ-VAZQUEZ et al., 2021). O tanino pode inibir o composto de quitina que
desempenha um papel na formacgdo da parede celular e também na atividade enzimética na
sintese de ergosterol (HASTUTI; UMMAH; KHASANAH, 2017). A atividade antifingica da
saponina se deve a capacidade de formar complexos com esterdis, resultando em um aumento
da permeabilidade da membrana fingica e vazamento do contetdo celular (LANZOTTI et al.,
2012).

O dleo essencial de algodaozinho do cerrado inibiu 62,08% do crescimento micelial na
concentracdo de 2,5%. Inécio et al. (2014) verificaram através de cromatografia gasosa que 0s
compostos majoritarios encontrados nas folhas de algodaozinho do cerrado sdo beta-copaen-4-

alfa-ol e viridiflorol. Medjahed et al. (2016) estudando a atividade antifingica do 6leo essencial
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das folhas de Salvia algeriensis encontraram como composto majoritario o viridiflorol, que
inibiu em 100% o crescimento micelial de A. solani. Laghchimi et al. (2014) estudando a
atividade antifungica do 6leo essencial Salvia aucheri Boiss. var. mesatlantica Maire. contendo
viridiflorol sobre fungos pdés-colheita da macieira, observaram a completa inibicdo de
Alternaria sp. na concentragdo de 2 puL.mL™. Ntana et al. (2021) estudando a atividade
antifungica de viridriflorol sobre C. truncatum, verificaram a inibi¢do no crescimento micelial
e germinacdo de conidios do fitopatdgeno. Ouattara et al. (2018) avaliando o 6leo essencial da
raiz de Cochlospermum planchonii, obteve maior inibicdo do crescimento micelial em
Colletotrichum graminicola a 0,50% de 6leo essencial. Nesta concentragdo, houve uma reducao
significativa no crescimento micelial de Colletotrichum graminicola com 81,70% seguido por
Curvularia lunata com 54,58% e Macrophomina phaseolina com 53,89%. Esta atividade
antifingica deve-se provavelmente aos compostos quimicos presentes no 6leo essencial.
Carvalho et al. (2018) estudando a atividade antifingica e antibacteriana de C. regium,
observaram que o mecanismo de acdo antiflngica é sobre o ergosterol levando a ruptura da
membrana fangica e perda de contetdo intracelular.

O oleo essencial de cagaita inibiu 61,30% o crescimento micelial na concentracao de
2,5%. A atividade antiflngica in vitro do 6leo essencial de Eugenia dysenterica pode ser
justificada considerando os principais constituintes identificados nos 6leos essenciais, como
limoneno, citral e alfa-terpineol (COSTA et al., 2000). O potencial antifungico desses
compostos foi relatado por varios autores (LORENZETTI et al., 2011; SEIXAS et al., 2011).
Wang et al. (2019) avaliando o efeito do dleo essencial de citral sobre A. alternata, observaram
100% de inibig&o no crescimento micelial com a concentragdo de 0,25 pl/mL. Tomazoni et al.
(2016) verificaram que o Oleo essencial de Lippia alba contendo citral como composto
majoritario inibiu o crescimento micelial de Alternaria solani na concentragdo de 0,5 uL/mL.
Quintana-Obregdn et al. (2017) avaliando a mistura de limoneno e outros terpenos extraidos da
casca de laranja no crescimento micelial de A. tenuissima verificaram atividade antifingica na
concentracdo de 10000 ppm. Kong et al. (2019) estudando a atividade antifungica de alfa-
terpineol isolado de Melaleuca alternifolia sobre Aspergillus ochraceus, observaram que a
utilizacdo desse composto levou a inibicdo do fungo por deformacbes morfologicas e
extravasamento celular do fungo. Sarmento-Brum et al. (2014), observaram inibi¢cdo do
crescimento micelial de Pyricularia grisea, R. solani e Sclerotium rolfsii submetidos a
tratamento com 6leo essencial de cagaita na concentracdo de 1,5 pL.mL™. Muitos 6leos
essenciais de plantas pertencentes a espécies da familia Myrtaceae tém sido relatados como
tendo atividade inseticida, antifingica e nematicida (FALEIRO et al., 2015; LEE et al., 2004;
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SAMAY et al., 2011). O dleo essencial de Syzygium aromaticum (L.) exibiu inibicdo completa
do crescimento micelial de Botrytis cinerea (PHILIPPE et al., 2012; SIRIPORNVISAL;
RUNGPROM; SAWATDIKARN, 2009).

Diferentes modos de acdo estdo envolvidos na atividade antifingica dos oéleos
essenciais. A atividade pode, em parte, ser devida a sua hidrofobicidade, levando a alteragdo da
permeabilidade da membrana celular e consequente extravasamento do conteudo celular. Como
lipofilicos tipicos, os 6leos essenciais podem permear através da parede celular e da membrana
citoplasmatica, rompendo a estrutura das diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos
e fosfolipidios (LAMBERT et al., 2001).

Os decoctos de algoddozinho do cerrado, breu do cerrado e cagaita inibiram o
crescimento micelial de A. linariae em mais de 80% na concentracdo de 5%. A atividade
antifangica de plantas do cerrado foi relatada por Naruzawa e Papa (2011) que utilizaram o
extrato aquoso de Aristolochia esperanzae Kuntze, Byrsonima verbascifolia (L.) DC.,
Caryocar brasiliense Cambess, Casearia sylvestris Sw. Copaifera langsdorffii Desf. Lafoensia
pacari A. St.-Hil., Myracrodruon urundeuva Allemao, Solanum lycocarpum A. St.-Hil.,
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e Styrax ferrugineus Nees e Mart no controle de
Corynespora cassiicola e Colletotrichum gloeosporioides. Kumar, Chandra e Behera, (2021)
avaliando os extratos aquosos de Datura stramonium, Allium sativum, Azadirachta indica,
Eucalyptus globulus e Lantana camara obtidos através da decoccao das plantas contra A. solani
encontraram 80% de inibicdo no crescimento micelial do patégeno in vitro na concentracdo
20% dos extratos. Masika e Afolayan (2002) avaliando decoctos de Combretum caffrum, Salix
capensis e Schotia latifolia no controle de cinco fungos, entre eles A. alternata observaram
inibicdo no crescimento micelial de 59,3% para o decocto de Salix capensis na concentracao de
10%. Ozcan et al. (2000) avaliando a atividade antifiingica dos decoctos de Salvia fruticosa L.,
Thymbra spicata L., Origanum vulgare L. e Satureja hortensis L. observaram 100% da inibicéo
do crescimento micelial de A. solani nas concentracdes de 5 e 10%. Borges et al. (2013)
estudando a atividade antifungica do decocto da casca de Mimosa tenuiflora no controle de A.
cucumerina encontraram inibicdo do crescimento micelial de 53% na concentracdo de 5% do
decocto. Sasikala et al. (2015) utilizando nanoparticulas de prata associadas ao extrato aquoso
da casca do caule de C. religiosum mostrou atividade antifungica contra Aspergillus flavus,
Rhizopus, Fusarium e Curvularia. A composi¢cdo de decoctos e seus efeitos antifingicos
dependem das espécies vegetais e das condigdes regionais (OZCAN et al., 2000). E bem
conhecido que os componentes fendlicos dos 6leos essenciais apresentam a atividade

antimicrobiana mais forte, seguidos pelos aldeidos, cetonas e alcoois. A utilizagcdo de decoctos



55

para extrair os compostos com agdo antifungica de plantas. estd mais proxima do uso universal
porque sdo mais faceis de preparar e menos tdxicos para a manipulagéo.

Os hidrolatos exerceram niveis variados de efeitos antifangicos sobre o crescimento de
A. linariae. A fracdo ativa é provavelmente responsavel pela atividade antifingica dos
hidrolatos. Os hidrolatos de algoddozinho do cerrado, jatob4, sucupira, breu do cerrado e cagaita
apresentaram inibig&o no crescimento micelial maior que 60%. O controle observado pelo uso
dos hidrolatos esta diretamente ligado a presenca de compostos dos 6leos essenciais que ajudam
no controle dos fungos (TABET ZATLA et al., 2017). A utilizacdo de hidrolatos no controle
de doengas foi relatada por Belabbes et al. (2017) trabalhando com hidrolato de Calendula
arvensis L. onde os autores encontraram inibicdo no crescimento micelial de Penicillium
expansum. Boyraz e Ozcan (2005) relataram que o hidrolato de Satureja hortensis apresentou
consideravel atividade fungistatica contra os patégenos Rhizoctonia solani, F. oxysporum f. sp.
tulipa, Botrytis . cinerea e Alternaria citri seguidos em eficécia por hidrolatos de Echinophora
tenuifolia e Cuminum cyminum. Boyraz, Ozcan (2006b) relataram a atividade inibidora in vitro
contra dois fungos fitopatogénicos Alternaria mali e Botrytis cinerea de Satureja hortensis L.
Doses crescentes (5%, 10% e 15%) de hidrolato mostraram um efeito fungicida. Em particular,
15% do hidrolato Satureja hortensis L. mostrou uma inibicdo completa do crescimento micelial
de ambos os fungos no 7° dia de avaliacdo. Bellahsene et al. (2015) avaliaram a atividade
antifungica do hidrolato de Algerian nepeta nepetella subsp. amethystina (Poir.) Brig., 0s
autores observaram reducdo no crescimento de Cladosporium herbarum e Aspergillus flavus,
embora em menor grau em relacdo ao respectivo 6leo essencial.

InvestigacOes sobre os mecanismos de supressdo de doencgas por produtos vegetais
sugerem que 0s principios ativos presentes neles podem atuar diretamente sobre o patdégeno
(ABDEL-MONAIM; ABO-ELYOUSR; MORSY, 2011; LIU et al.,, 2013), ou induzir
resisténcia sistémica em plantas hospedeiras resultando na reducdo do desenvolvimento da
doencga (CHEN et al., 2014; KAGALE et al., 2004; NARWAL et al., 2001).

No teste in vivo, a avaliagdo da atividade antifingica dos dleos essenciais e hidrolatos e
decoctos de pimenta de macaco, algodaozinho do cerrado e cagaita exibiram controle sobre
Alternaria linariae. Os 0leos essenciais, decoctos e hidrolato foram eficazes no controle da
infeccdo da pinta preta, em casa de vegetacdo, para todas as cultivares estudadas. A AACPD
menor € resultado de um avango lento na destrui¢do de folhas de tomateiro infectadas com A.
linariae. Esse atraso causado pela agdo dos 0Oleos essenciais, decoctos e hidrolatos utilizados
neste experimento, permite que as plantas tenham uma area foliar saudavel por mais tempo,

evitando prejuizos no desenvolvimento vegetativo da cultura do tomate. E importante destacar
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que ndo existem dados disponiveis utilizando os 6leos essenciais, decoctos e hidrolatos no
controle de A. linariae em condices in vivo utilizados neste trabalho. Portanto este estudo é o
primeiro a demonstrar o potencial destes produtos vegetais no controle da pinta preta.

Rezabala (2022) trabalhando com aplicagdes foliares de dleo essencial de tomilho em
plantas de tomate cultivar Santa Clara, no controle de A. linariae, verificou a redugdo na
severidade e consequentemente menor AACPD. Zorzi Tomazoni et al. (2019) avaliando a
atividade antifingica de espécies de Baccharis no controle de A. solani em plantas de tomate,
verificaram valores de AACPD de 230,10 e 241,42, diferindo da condicdo controle, que
mostrou um valor de AACPD de 268,92. Liu, Qiao e Zhang (2019) trabalhando com carvacrol
nas concentracdes de 0,5 e 1,0 mM, presente em Oleos essenciais de cravo e tomilho,
verificaram a reducdo de A. tomatophila e Xanthomonas perforans em plantas de tomate. Além
da reducdo da doenca os autores relatam melhora significativa no vigor da planta e aumento da
producdo de frutos em comparag@o com o controle. Feng e Zheng (2007) trabalhando com cinco
6leos essenciais (tomilho, sélvia, noz-moscada, eucalipto e céssia) em frutos de tomate cereja
inoculados com A. alternata verificaram que o 6leo de cassia a 500 ppm reduziu a porcentagem
de tomates apodrecidos. Stenger et al. (2021) utilizando o 6leo essencial de Eugenia uniflora
com intuito de induzir a resisténcia em plantas de Eucalyptus benthamii contra patdgenos,
observaram maiores valores de peroxidase quando comparado com o controle. Segundo os
autores a peroxidase € uma enzima presente em microrganismos, plantas e animais, onde
catalisa a oxidacdo do hidrogénio e seus redutores. Algumas peroxidases sdo induzidas durante
0 estresse causado por patdgenos (BOAVA et al., 2010), e desempenham um papel importante
no crescimento e desenvolvimento das plantas, desintoxicagdo celular e mecanismos de defesa,
como cicatrizacdo de feridas e oxidacdo de compostos fendlicos (SOUSA et al., 2007).

O hidrolato de Thymus capitatus L. na concentracdo de 0,2 pug.mL foi utilizado para
verificacdo da atividade antifungica sobre Penicillium italicum em frutos de Citrus sinensis, 0s
autores verificaram que a utilizacdo do hidrolato reduziu totalmente o aparecimento da doenca
(TABTI etal., 2014). Belabbes et al. (2017) avaliaram a atividade fungicida in vivo do hidrolato
de Calendula arvensis no desenvolvimento da doenca de peras infectadas por P. expansum. A
severidade da doenca foi significativamente reduzida usando a concentragdo de hidrolato de
0,02 mg.L, que mostrou um efeito protetor de 100% em peras até 7 dias, contra a podriddo
causada por P. expansum. Tabet Zatla et al. (2017) avaliaram a atividade antifingica de Daucus
subsp. sativus no controle da podridao cinzenta do morango causada por Aspergillus niger,
Penicillium expansum e Botrytis cinerea, durante o periodo de armazenamento. Os autores

verificaram efeitos preventivos e protetores do hidrolato das raizes na infeccdo por fungos. A
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concentracdo de hidrolato de 0,1 mL.L mostrou efeito preventivo de 100% até o quinto dia e
70% até o sétimo dia, enquanto o efeito protetor foi de 100% até o quarto dia e 60% até o setimo
dia.

Nohemi Lopez-Anchondo et al. (2021) avaliando o efeito antifungico in vivo em frutos
de morango, tomate e cenoura do extrato de Prosopis glandulos obtido através de decocgéo,
observaram redugdo do desenvolvimento de sintomas de C. gloeosporioides e F. oxysporum.
Meinerz (2010) avaliando a inducao de resisténcia de plantas de sorgo com fracdes obtidas do
decocto de aveia, observou aumento na ativacdo de mecanismo de defesa das plantas em relacédo
a testemunha. Costa et al. (2013) avaliando os decoctos de Hyptis marrubioides, Aloysia
gratissima e Cordia verbenacea no controle do oidio em eucalipto em casa de vegetacdo,
observaram a reducédo da severidade da doenca em minicepas de eucalipto.

Neste estudo foi possivel observar alteracbes morfoldgicas, efluxo de constituintes
citoplasmatico e inibicdo na germinacdo através da andlise ultraestrutural dos conidios de A.
linariae quando tratados com o 6leo essencial, decocto e hidrolato utilizando microscopio
eletronico de varredura. A integridade celular é essencial para a sobrevivéncia do fungo quando
exposto a condicdes de estresse (WANG et al., 2019) Miron et al. (2014) observaram que 0
efeito antifingico dos componentes dos 6leos essenciais (monoterpenos, por exemplo, timol e
mentol) pode ser devido a alteragcbes da permeabilidade da membrana e no vazamento de
materiais intracelulares. Pode-se levantar a hip6tese de que as atividades antimicrobianas dos
hidrolatos e decoctos podem ser originadas dos componentes do 6leo essencial e compostos
fendlicos.

Perina et al. (2015) verificaram atividade antifungica do 6leo essencial de tomilho, por
meio de andlise ultraestrutural, os autores verificaram que a exposi¢do dos conidios de A.
alternata ao Gleo essencial retardou a germinacdo de conidios e a penetra¢do nos estdmatos.
Kumar, Chandra e Behera (2021) também verificaram por meio da microscopia eletrénica de
varredura a deformacdo dos conidios de A. solani quando expostos aos extratos vegetais de
Datura stramonium, Allium sativum, Azadirachta indica, Eucalyptus globulus e Lantana
camera na concentracdo de 20%. Os autores relatam que as hifas estavam colapsadas, enroladas
e curtas. Baka e Rashad (2016) também verificaram que as hifas de A. solani quando expostas
ao extrato vegetal de Allium sativum estavam colapsadas e enroladas, e curtas. Os terpernos
presentes nos produtos vegetais invadem as membranas plasmaticas e causam distdrbios na
integridade da membrana (KNOBLOCH et al., 1989). A ruptura das membranas plasmaticas

torna as células fangicas muito mais vulneraveis (WANG et al., 2019).
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O modo de acéo dos 6leos essenciais e seus componentes esta ligado a hidrofobicidade
dos Gleos essenciais, que pode particionar os lipidios das membranas celulares dos fungos e
danificar a integridade das paredes celulares e membranas celulares, causando um desequilibrio
na pressdo osmotica intracelular e o vazamento de ingredientes intracelulares vitais, como ATP,
ions, acidos nucléicos e aminoacidos (SOYLU; KURT; SOYLU, 2010). Segundo Burt (2004),
produtos vegetais podem causar alteragdes estruturais e metabdlicas em fungos, como ruptura
da membrana do citoplasma, granulacdo do citoplasma, desacoplamento da fosforilacédo
oxidativa, hiperacidez do citoplasma, ruptura da cadeia de transporte de elétrons, perda de
metabdlitos do pool e inibicdo de H*-ATPase e canais de transporte, quebra de RNA, DNA,
sintese de proteinas, lipidios e polissacarideos e, eventualmente, inicio de processos autoliticos.

A avaliacdo combinada dos resultados demonstra que compostos a base das plantas
utilizadas neste estudo, possuem potencial para controle de fitopatdgenos, na forma de déleos
essenciais, decoctos e hidrolatos, possibilitando o desenvolvimento de produtos que ndo sao

prejudiciais ao meio ambiente e ao homem.

6. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que os 6leos essenciais, hidrolatos e decoctos das
plantas do cerrado, pimenta de macaco, cagaita e algoddozinho possuem atividades antifungicas
contra A. linariae in vitro.

In vivo foi possivel verificar a reducdo da area abaixo da curva de progresso da doenca
em cultivares de tomateiro tratadas com éleos essenciais, hidrolatos e decoctos de algoddozinho
do cerrado, cagaita e pimenta de macaco.

A observacdo em microscépio eletrdnico de varredura demonstrou fungitoxicidade do
o0leo essencial de pimenta de macaco, hidrolato de algoddozinho do cerrado e decocto de cagaita
na morfologia do fungo, tendo como resultado causado danos as hifas e esporos.

O Oleo essencial de pimenta de macaco, o decocto de cagaita e o hidrolato de
algodaozinho se mostraram como produto natural promissores como agente de controle de A.
linariae e redugdo da doenca em tomateiro. No entanto, mais estudos Sd0 necessarios para
verificar a eficacia destes produtos vegetais em campo e aprofundar no conhecimento do modo

de acdo.
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