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RESUMO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de extratos e 6leos vegetais
no controle de doencas causadas por Phytophthora nicotianae em tomateiro e berinjela, bem
como seus efeitos sobre os isolados do patdgeno. A esporulacdo do patégeno foi inicialmente
estudado para viabilizar as inoculacBes e 0s testes com o0s Oleos e extratos vegetais. O
primeiro estudo consistiu em avaliar a influéncia de diferentes meios de cultura liquidos e
agarisados, obtidos de Orgdo vegetais de hospedeiros e/ou indicados na literatura para o
cultivo de Phytophthora spp; além de diferentes regimes de luminosidade: auséncia de luz
(E), alternancia luminosa de 12h (LE), e luz constante (L); e potencial hidrogenionico no
crescimento e esporulagédo de P. nicotianae. Nos meios agarisados, (E) proporcionou o0s
maiores crescimentos, entretanto em todos os regimes de luz os meios se diferenciaram,
destacando-se dos demais 0s de mandioca, berinjela, tomate, e suco de vegetais (\V8), os dois
primeiros com os maiores crescimentos e 0s dois ultimos com os menores. Os regimes de luz
ndo influenciaram significativamente o crescimento nos meios liquidos com 10 dias de
incubacdo. Em alguns meios a presenca de luz foi inversamente proporcional ao crescimento
vegetativo, mas foi um fator essencial para a esporulacdo, pois se verificou a presenca de
zoosporos somente em (L) e (LE), a excecdo do meio V8, no qual se obteve a mais alta
esporulacdo na auséncia de luz (E). Em (L) e (LE), os isolados, meios e a presenca ou ndo de
agar, promoveram diferencas estatisticas quanto ao numero de zodsporos/mL. Verificou-se
gue meios mais acidos proporcionam um menor crescimento, mas uma maior esporulacao
para P. nicotianae. O segundo estudo foi dividido em bioensaios “in vitro” e “in vivo”,
analisado o efeito fungitoxico e biocontrolador de Gleos e extratos vegetais de Syzygium
aromaticum e Cymbopogon nardus em frutos e plantulas de tomateiro e berinjela inoculados
com P. nicotianae. Constatou-se que 0s produtos que mais inibiram o crescimento micelial e a
germinacao dos zodsporos, foram obtidos de S. aromaticum, a partir das concentracdes de 0,5
puL/mL e 10% do OE e EBA, respectivamente. Enquanto que o tratamento que mais retardou
a evolucdo da doenca em frutos e plantulas quando comparado com a testemunha inoculada,
foi o OE e EBA de C. nardus nas concentracfes de 1,0 uL/mL e 20%, respectivamente. Com
isso podemos inferir que os produtos obtidos de S. aromaticum e C. nardus, tém potencial
para reduzir o ataque deste patdgeno em plantas de tomate e berinjela.

Palavras-chave: oomicetos, esporogénese, fisiologia do crescimento, Solanun melogena L.,

Lycopersicon esculentum Mill., Cymbopogon nardus, Syzigium aromaticum.
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GENERAL ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effectiveness of extracts and vegetable oils in controlling
diseases of Solanaceae caused by Phytophthora nicotianae and its effects on the isolates of
the pathogen. The effect of means and methods of cultivation in the sporulation of the
pathogen was first studied to enable the inoculations and tests with oils and plant extracts. The
first study was to evaluate the influence of various liquid and solid culture media, obtained
from plant host tissues and/or indicated in the literature for the cultivation of Phytophthora
spp, as well as different light regimes: constant dark (D), 12h alternating light (LD), and
constant light (L) and the hydrogen potential in growth and sporulation of P. nicotianae. The
mycelial growth was obtained at 10 and 15 days of culture, through the quantification of
biomass. The development of the colonies in the agar media was monitored through daily
measurement of radial growth. The spore (zoospores/mL) was obtained in different ways in
the 10™ and 15™ day in a Neubauer chamber, and the data transformed to ¥ x +1. In the agar
media, (D) showed the largest growth increases, however means differed in all light regimes,
especially those of cassava, eggplant, tomato and vegetable juice (V8), the first two with the
largest increases and the last two with the lowest. The light regimes did not significantly
affect growth in liquid media with 10 days of incubation. In some ways the presence of light
is inversely proportional to the vegetative growth, but was an essential factor for sporulation,
since it showed the presence of zoospores only (L) and (LD), except for the V8 medium,
where it obtained the highest sporulation in the absence of light (D). Strains, media, and the
presence of agar, promoted statistical difference in the number of zoospores/mL in (L) and
(LD). More acids culture media induced more sporulation of P. nicotianae and less mycelial
growth. The second study was divided in "in vitro” and "in vivo” bioassays aiming to analyse
the antifungal and biocontrole effect of vegetable oils and extracts of Syzygium aromaticum
and Cymbopogon nardus on fruit and tomato and eggplant seedlings inoculated with P.
nicotianae. It was found that the products inhibited the germination of the mycelial growth
and zoospores obtained from S. aromaticum at 0,5 puL/ ml and 10% concentrations CAE and
EO, respectively. Treatments with C. nardus EO and CAE at 1,0 pL/ ml and 20%
respectively, delayed progression of disease in fruit and seedlings compared to inoculated
control. It can be inferred that the products obtained from S. aromaticum and C. nardus, have
the potential to reduce the attack of this pathogen on tomato and eggplant.

Keywords: oomycetes, sporogenesis, physiology of the growth, Solanun melogena L.,

Lycopersicon  esculentum  Mill., Cymbopogon nardus, Syzigium aromaticum.
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ESPORULACAO E CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS CAUSADAS POR
Phytophthora nicotianae EM TOMATE E BERINJELA

INTRODUCAO GERAL

Solanaceas e importancia econémica

A familia Solanaceae é uma das maiores das angiospermas, compreendendo 3000
espécies enquadradas em cerca de 106 géneros (OLMSTEAD et al.,1999) distribuidos em
todos os continentes, tendo como centro de diversidade o continente americano. Cinquenta
géneros e Vérias espécies sdo endémicas na América do Sul (HUNZIKER, 2001). No Brasil,
sdo encontrados 33 géneros e cerca de 500 espécies, com maior diversidade na Bahia, e nos
estados das regides Sudeste e Sul. Solanum é o género mais bem representado, com cerca
de 250 espécies, das quais aproximadamente 120 sdo endémicas do Brasil (AGRA, 2008).

Segundo Souza e Lorenzi (2005), caracteristicas basicas inerentes a esta familia
incluem plantas anuais, bianuais ou perenes, que vdo de arbustos a arvores de pequeno porte
(raramente lianas), com folhas isentas de espiculas e margem inteira. As inflorescéncias sao,
algumas vezes, reduzidas a uma Unica flor. As flores distinguem-se por serem na maioria
actnomorfas, vistosas e bissexuadas, diclamideas com calice pentdmero, gamossépalo,
prefloracdo valvar ou imbricada, corola gamopétala, cinco estames, disco nectarifero
geralmente presente, ovario supero e bicarpelar. Seus frutos sdo bagas ou em forma de
capsulas.

Muitas espécies desta familia apresentam importancia econdmica, como varias
espécies dos géneros Capsicum e Solanum, dentre as quais se pode destacar as pimentas e
pimentdes (Capsicum annuum L.), as pimentas malagueta e tabasco (Capsicum frutescens L.),
pimentas de-cheiro (Capsicum chinense Jacq.), a berinjela (Solanum melogena L.), a batata
(Solanum tuberosum), o jil6 (Solanum jilo L.) e o tomate (Solanum lycopersicon L. =
Lycopersicum esculentum Mill.) (SOUZA; LORENZI, 2005).

Segundo levantamentos realizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), a producdo brasileira de hortalicas entre 1996 e 2006 foi de 15,5 milhdes de
toneladas, ocupando uma area cultivada de 771,4 milhdes de hectares. O valor total da
producéo foi estimado em 11,529 bilhdes (IBGE, 2006). A area de producdo de hortalicas no
Brasil, entre 1990 e 2006, cresceu 5% e a producdo cresceu 63%, em funcdo do aumento da
produtividade de 54%. Atualmente a area ocupada com hortalicas no Brasil € de 779 mil

hectares e a producdo de 17 milhdes de toneladas. Algumas hortalicas dominam a producéo
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como o tomate (21%), a batata (18%), a melancia (10%), a cebola (7%) e a cenoura (4%)
(HORTALICAS..., 2010).

Dentre as olericolas, o tomate é a segunda espécie mais importante, tanto sob o ponto
de vista econdmico quanto social, pelo volume da producéo e geracdo de empregos (IBGE,
2009). S&o quase quatro milhdes de hortas cultivadas com a espécie, 0 que gera uma producdo
de cerca de 122 milhdes de toneladas (SILVA; VALE, 2007). E também considerada uma
espécie cosmopolita, tendo como maiores produtores a China, seguida dos Estados Unidos,
Italia, Turquia e Egito. Atualmente, o Brasil ocupa o sexto lugar no ranking da producéo
mundial de tomate, com uma producdo de trés milhGes de toneladas plantadas numa area de
57,6 mil hectares (Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, 2009).

Embora seja cultivado em todos os estados brasileiros, em maior ou menor escala, o
principal produtor em 2007, foi o0 Estado de Goias com 801.960 t, seguido por Sdo Paulo com
763.227 t, Minas Gerais com 421.455 t, Parana com 310.338 t e Bahia com 211.727 t. Na
regido Nordeste, a Bahia ocupa o 1° lugar, acompanhada por Pernambuco em 2° com 165.278
t, Ceara em 3° lugar com 97.295 t, Paraiba em 4° lugar com 16.596 t e Rio Grande do Norte
em 5° lugar com 9.287 t (IBGE, 2009). Segundo Silva e colaboradores (2003), a producéo
brasileira de tomate para industrializacdo, ou tomate rasteiro, comegou em Pernambuco, no
final do século XVIII; Porém, a cultura experimentou um grande impulso apenas na década
de 1950, no Estado de Séo Paulo, viabilizando a implantacdo de diversas agroindustrias. Na
década de 1980, ela expandiu-se na regido Nordeste, especialmente em Pernambuco e no
norte da Bahia.

A importancia desta cultura pode ser atribuida a sua maltipla forma de consumo,
podendo ser “in natura” ou como extratos industrializados. Do total da producéo brasileira,
70% sdo destinados ao consumo natural e o restante é matéria prima para industrializacéo,
com 0s quais sdo elaborados diversos produtos, tais como extratos, pastas, molhos, sucos e
outros derivados (MAKISHIMA; MELO, 2004). O fruto é fonte de acido félico, vitamina C,
potassio e carotenoides, dentre estes o principal é o licopeno (antioxidante). Outros
componentes como vitaminas E, vitamina K e flavanoides e o baixo teor de caloria também
sdo atrativos nutricionais (FONTES; SILVA, 2002).

As cultivares de tomate para mercado sdo diferentes daquelas para industrializagéo,
variando também o sistema de cultivo. Quando a producdo é destinada ao comércio para
consumo natural, ou seja, mercado para mesa, o cultivo é feito pelo sistema tutorado e pelo
ndo tutorado, para a producdo industrial. No cultivo tutorado, os tomateiros séo cultivados

com crescimento indeterminado ou semi-determinado, para evitar que eles se desenvolvam
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em contato com a terra e, assim, minimizar os problemas com doencas nas folhas e frutos. As
cultivares atualmente plantadas sdo reunidas em cinco grupos ou tipos diferenciados: Santa
Cruz, Salada, Cereja, Italiano e Agroindustrial. O grupo Santa Cruz destaca-se dentre 0s
demais devido a notavel resisténcia ao manuseio rude, & embalagem de madeira tipo “k”, e a
sua elevada produtividade (FIGUEIRA, 2005).

A berinjela (Solanum melongena L.) é uma solanacea originaria de regibes tropicais
do Oriente, sendo cultivada ha muitos séculos por chineses e arabes. Embora a area plantada
no Brasil perfaca um pouco mais de 1.500 ha, ha um crescente aumento no consumo desta
hortalica, motivado pela procura por parte dos consumidores de produtos mais saudaveis e
com propriedades medicinais, como a reducdo do nivel de colesterol (ANTONINI et al.,
2002; FILGUEIRA, 2000). A berinjela é rica em vitaminas, riboflavina, niacina e &cido
ascorbico. Além disso, é popularmente conhecida pelas suas propriedades nutracéuticas,
auxiliando na reducéo de doengas coronarianas. A coloracdo arroxeada da casca da berinjela
é atribuida a grande quantidade de flavondides, que possuem propriedades antioxidantes e
contribuem para o sabor da berinjela (GEBHARDT; THOMAS, 2002; SADILOVA et al.,
2006).

A cultura da berinjela ainda possui menor importancia econdmica em relagdo aos
principais produtos horticolas, porém encontra-se em fase de expansdo em muitos paises do
mundo (FAO, 1998). De acordo com IBGE (2006), os dados do Censo Agropecuario de 2006
indicam que 80% da producdo nacional de berinjela (78.217 t), concentram-se na regido
Sudeste, seguida pelas regides Sul, Nordeste, Centro-Oeste e Norte. No Nordeste, os Estados
de Pernambuco, Bahia e Ceara despontam como os maiores produtores.

A berinjela apresenta grande variabilidade de formas e cores, no entanto poucas
variedades sdo cultivadas comercialmente, sendo a de coloragéo vinho escuro e com formato
alongado a de maior procura no mercado. Suas principais formas de uso sdo in natura, sem
refrigeracdo e extrato seco, na forma de capsulas (ANEFALQS, 2008).

Em todo o territério nacional as hortalicas sdo produzidas predominantemente pelo
sistema de cultivo convencional, mas nos ultimos anos, tem se verificado um significativo
crescimento de cultivos diferenciados com destaque para aqueles em ambiente protegido e
sob sistemas organicos. Outro aspecto peculiar é que a maior parte da producao de hortalicas
(60%) estd concentrada em propriedades de exploracdo familiar com menos de 10 hectares
intensivamente utilizadas, tanto no espaco quanto no tempo (MELO; VILELA, 2007).

A olericultura gera grande nimero de empregos devido a elevada exigéncia de méao-

de-obra desde a semeadura até a comercializagcdo. Estima-se que cada hectare plantado com



16

hortalicas possa gerar, em media, entre 3 e 6 empregos diretos e um namero idéntico de
indiretos (VILELA; HENZ, 2000). Entretanto, caracteriza-se ainda por ser uma atividade
econémica de alto risco em funcdo da maior sensibilidade as condicdes climaticas adversas,
maior vulnerabilidade a sazonalidade da oferta gerando instabilidade de precos praticados na
comercializacdo, além de problemas fitossanitarios.

Dentre as olericolas, as solanaceas sdo as mais afetadas por problemas fitossanitarios
(FIGUEIRA, 2000), e como consequéncia de sua alta vulnerabilidade destas culturas a
doencas, sdo grandes as quantidades de agroquimicos empregados para o controle das
mesmas é grande (KUROZAWA; PAVAN, 2005; LOPES; SANTQOS, 1994).

Dentre os problemas oriundos do uso abusivo de agroquimicos estdo: selecdo de
populacdes de patdgenos resistentes ao principio ativo, reducdo ou mesmo eliminacdo da
microbiota benéfica, contaminacdo de aquiferos e o longo tempo de persisténcia e
permanéncia de alguns desses compostos no solo e/ou nos érgdos vegetais (CAMPANHOLA,;
BETTIOL, 2003; ZAMBOLIM, 2001).

O género Phytophthora

Devido aos potenciais prejuizos e dificuldade de controle, doengas incitadas por
fungos e pseudofungos habitantes de solo, a exemplo do género Phytophthora, destacam-se
entre as principais doencas de hortalicas. O poder de disseminacéo e destruicao deste grupo de
fitopatdgenos foi relatado pela primeira vez em 1876, pelo cientista alemdo Heinrich Anton
de Bary, em cultivos de batateira nos Estados Unidos e Europa. Essa solanacea era
considerada a base da alimentacdo da populacdo de muitos paises, principalmente em
pequenas comunidades, por isso a devastacdo dos batatais ocasionou a morte de,
aproximadamente, um milh&o de irlandeses e imigracdo de um milhdo e meio de individuos
para a América (LUZ; MATSUOKA, 2001). Apods este primeiro relato, varias espécies deste
género foram descritas, contando atualmente com mais de 70 espécies citadas na literatura,
sendo em sua grande maioria causadoras de enfermidades a plantas de importancia econémica
em todo o0 mundo (SCHENA et al., 2008).

Phytophthora spp. apresentam caracteristicas particulares que as diferenciam dos
fungos verdadeiros, como parede celular com maior quantidade de glucanas e celulose que de
quitina, micelio vegetativo cenocitico e diploide na maior parte do ciclo de vida, presenca de
centriolos, produgdo de esporos biflagelados, além de diferencas moleculares, e por isso séo
considerados pseudofungos, pertencendo ao reino Straminipila (Chromista), filo Oomycota,

classe Oomycetes, ordem Peronosporales, familia Peronosporaceae (KIRK et al., 2008).
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As caracteristicas morfoldgicas além de enquadrar estes fitopatdgenos em um grupo
especifico, sdo essenciais na rapida diferenciacdo das espécies. Capazes de sobreviver no solo
e em restos organicos (necrotréficos) sdo facilmente cultivados em meio de cultura. Segundo
Luz (2006), algumas caracteristicas macroscopicas da forma e tipo de crescimento das
coldnias (petaloide, estrelar, roseta, irregular, zonada, concéntrica) e do aspecto do miceélio
(aéreo: ralo, farinaceo, cotonoso, floculoso), podem ser importantes na distingdo de algumas
espécies juntamente com as estruturas microscopicas, representadas pelas medidas dos quatro
tipos de propagulos infectivos (sexuais e assexuais). Os esporos assexuais desenvolvem-se
endogenamente em corpos de frutificagdo denominados zoosporangios ou esporangios, 0s
quais sofrem variagdes quanto a dimenséo, forma, caducidade e inser¢do no esporangioforo,
podendo este ser irregularmente ramificado, ndo ramificado, em simpodio simples, composto
ou umbelado e, em algumas espécies, ha a formacdo de novos esporangios em seu interior
(ERWIN; RIBEIRO, 1996).

As espécies do género Phytophthora podem ser classificadas como homotélicas ou
auto-férteis, por produzirem esporos sexuais a partir do proprio talo, ou heterotalicas, que
necessitam de um talo diferente e compativel. A maioria das espécies de Phytophthora é auto-
estéril, possuindo normalmente dois tipos de compatibilidade sexual, Al e A2. A presencga ou
auséncia e a morfometria dos odsporos, esporos formados a partir da fusdo do protoplasma de
células sexuais (gametangios), também é um carater taxonémico bastante analisado. O
gametangio masculino, chamado de anteridio, apresenta-se sob duas formas: anfigeno ou
paragino, enquanto o oogbnio, gametangio feminino, contendo uma oosfera, abriga o o6sporo,
esporo sexual (LUZ, 2006; SCHUMANN; D’ ARCY, 2006).

Em condicBes de estresse, havendo a necessidade da perpetuacdo da espécie, varios
mecanismos sao ativados ou induzidos, como a formacdo de clamiddsporos e 00sporos que
sdo esporos de resisténcia. Os esporos sexuais recém formados quando nao encontram
condigdes ideais para germinacdo e crescimento, poderdo permanecer no solo por anos,
através do engrossamento da parede. Os clamiddsporos sdo esporos assexuais esféricos,
formados terminal ou intercaladamente no micélio, que também tem como funcdo permitir a
sobrevivéncia das espécies, que 0s apresentam quando estas se encontram em condicdes
adversas ao seu desenvolvimento, podendo permanecer no solo e em restos de cultura por até
dois anos, dependendo da espécie e das condi¢bes ambientais (LUZ; MATSUOKA, 2001).

Além de caracteres morfologicos, os fisiolégicos também sdo levados em
consideracdo na taxonomia do género Phytophthora. Temperaturas cardinais minima, 6tima e

méaxima para crescimento e esporulagdo em meio de cultura; a liberacdo de zodsporos
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(esporos assexuais) que pode ser abundante ou esparsa; a producdo de pigmento em meio de
caseina hidrolisada e tirosina; crescimento em meio com a adicdo de verde malaquita; sdo
alguns destes fatores (LUZ, 2006). As ferramentas moleculares tém mostrado utilidade na
identificacdo de algumas espécies (APPIAH et al., 2004; FALEIRO et al., 2004; SANTOS,
2010).

Phytophthora spp. além de apresentarem uma ampla gama de hospedeiros, habitam
todo o globo terrestre, com diferentes condi¢fes de temperatura e umidade. Diversas espécies
vegetais de importancia econdmica ou ecoldgica sdo consideradas hospedeiras e,
constantemente estdo surgindo outras que ainda ndo haviam sido assinaladas, como o
primeiro registro de Phytophthora nicotianae Breda de Hann causando a necrose em bulbos
de lirio da paz (Spathiphyllum wallisi Regel) no Brasil (FISCHER et al., 2004); o primeiro
relato da podridao de frutos de abacate (Persea americana Mill.) causados por Phytophthora
cactorum (Lebert e Cohn) Srhroter na Espanha (LOPEZ-HERRERA et al., 2005); o primeiro
relato mundial de Phytophthora tropicalis Aragaki e Uchida infectando folhas de fruta-pao
(Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg) no Brasil (CERQUEIRA et al., 2006) e 0 primeiro
registro de P. nicotianae causando danos em Chamaerops humilis var. argentea (FAEDDA et
al.,, 2011), e em Dendrobium candidum e Schizonepeta tenuifolia (ervas da tradicional
medicina chinesa) (ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2009). Também tem sido descritas
com certa freqliéncia, nos ultimos anos, novas espécies como Phytophthora bisheria Abad
(ABAD et al., 2008); Phytophthora siskiyouensis Reeser e Hansen, (REESER et al., 2007);
Phytophthora pinifolia (DURAN et al., 2008); Phytophthora gemini sp. nov. isolada da planta
aquética Zostera marina na Holanda (MAN et al., 2011), Phytophthora chrysanthemi sp. Nov
(NAHER et al., 2011).

Segundo Schena et al. (2008), o género Phytophthora é composto por mais de 70
espécies, dentre as quais 18 estdo presentes no Brasil (LUZ et al., 2001). Luz e Matsuoka
(2001) e Luz (2006), destacam a espécie P. nicotianae como a mais frequente no Brasil,
possuindo 31 hospedeiros. Destacam-se também entre as espécies com varios hospedeiros P.
capsici Leonian (16), P. citrophthora Leonian (14), P. palmivora Butler (12), P. cactorum
Lebert e Cohn, e P. cinnamomi Rands (9) (LUZ, 2006).

Apesar de P. nicotianae possuir uma vasta gama de hospedeiros, para os estudos com
esta espécie em laboratério e casa-de-vegetacdo, um fator tem sido limitante — a esporulacéo
do patdégeno in vitro — o que também influencia na obtencdo de métodos de inoculacdo que
melhor representem as condigOes de infecgdo nos campos de cultivo e propiciem a reproducao

dos sintomas causados por esta espécie nas plantas hospedeiras (ABDANUR et al., 2003).
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A deficiéncia de métodos padrfes eficazes para a esporulacdo desta espécie induz a
utilizacdo de metodologias de inoculacdo que inviabilizam a quantificacdo e qualificacdo dos
propagulos infectivos, como o uso de discos de meio de cultura onde podem encontra-se
varios propagulos infectivos como o miceélio (conjunto de hifas), clamiddsporos (estruturas
vegetativas de sobrevivéncia), esporangios (estruturas reprodutivas assexuais) e zoGsporos
(esporos assexuais moveis formados no interior dos esporangios) (SANTOS et al., 2005)

Esporangios e zodsporos sdo as principais estruturas responsaveis pela disseminacéo,
infeccdo e desenvolvimento das doencas causadas por Phytophthora (LUZ; MATSUOKA,
2001). A obtengdo dessas estruturas, no entanto, nem sempre é alcancada nos meios de
cultura convencionais (ABDANUR, et al.,, 2003). Algumas espécies de Phytophthora
esporulam bem em meios s6lidos quando submetidas a estimulos, ja outras ndo, esporulando
melhor quando cultivadas em meios liquidos (sem adicdo de &gar) (RIBEIRO, 1983;
RODRIGUES, 1985; URBEN, 1980; ZENTMYER; ERWIN, 1970).

A composicdo do meio de cultura influencia tanto no crescimento quanto na
esporulacdo de fungos fitopatdgenos, os quais apresentam exigéncias nutricionais especificas.
Para o cultivo em laboratério, é necessario que os meios de cultura simulem ou até mesmo
melhorem as condi¢Oes naturais (PELCZAR et al., 1996). Para isso, meios de cultura,
sintéticos, semi-sintéticos e naturais, ja continuam sendo desenvolvidos, a fim de atender as
exigéncias nutricionais das diferentes espécies de fungos encontrados em a natureza
(MENEZES; ASSIS, 2004).

Pulz e Massola Jr. (2009), estudando a influéncia de meios de cultura e fatores fisicos
no crescimento e esporulacdo de Alternaria dauci (Kuhn) Groves & Skolko e Alternaria
solani (Ell & Martin) Jones & Grout, comprovaram a necessidade de fatores injuriantes,
sejam de ordem fisica ou mecanica, para que ocorra aumento da esporulacdo destas duas
espécies e identificaram também que ha grande varia¢do da velocidade de crescimento e de
esporulacdo entre isolado de cada espécie.

Os principais fatores relacionados ao processo ideal para avaliacdo de patossistemas e
reproducdo dos sintomas sdo: planta sadia, bem nutrida e mostrando seu potencial genético,
atividade do patdgeno, potencial de indculo ajustado, método de inoculacdo adequada e
ambiente controlado visando proporcionar condicdes ideais para estabelecimento e
desenvolvimento da doenca. Para a ocorréncia da infeccdo € necessario que haja temperatura
favoravel, que varia para cada espécie do patdgeno envolvido (SIVIERO et al., 2002), a
exemplo da espécie P. nicotianae que é favorecida por temperaturas elevadas, apresentando
crescimento otimo em 27-32°C (ERWIN; RIBEIRO, 1996).
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Vaérias espécies podem causar sintomas similares no hospedeiro, incitando uma doenca
como a gomose dos citros, fitomoléstia de ocorréncia mundial, presente em todas as regides
produtoras, que é causada principalmente por P. citrophthora e P. nicotianae, sendo a Ultima
considerada o seu principal agente no Brasil. Tais patdgenos sdo capazes de incitar doencas
em diversos Orgdos vegetais sob estadios variados de maturacdo: tombamento (damping-off),
lesbes em folhas, brotos novos e hastes, podriddo do pé, gomose em tronco e ramos e
podriddo-parda dos frutos (FEICHTENBERGER, 2001).

A gomose também ¢é considerada a principal doenca da acécia-negra (Acacia mearnsii
Wild.), espécie vegetal bastante cultivada no Brasil para exploracdo do tanino presente na
casca, como também em reflorestamento, fabricacdo de papel e celulose, carvdo e lenha
(SANTOS et al., 2005). De acordo com Santos e Luz (2006), duas espécies de Phytophthora
estdo associadas a esta doenca causando severos danos na porcao basal e mediana do tronco,
tendo P. nicotianae maior incidéncia na regido basal, enquanto P. boehmeriae Sawada se
distribui de forma generalizada no tronco. No entanto, P. nicotianae é considerada o principal
agente da gomose da acacia-negra no Brasil.

No sul da Bahia, diversas espécies vegetais de grande importancia econémica como o
mamoeiro (Carica papaya L.), a seringueira (Hevea brasileiensis (Willd. ex A. Juss.) Mull.
Arg.), o cacaueiro (Theobroma cacao L.) (LUZ et al.,, 2001), bem como espécies de
importancia ecologica como Parinari alvimii Prance, Manilkara maxima T. D. Penn., e
Harleyodendron unifoliolatum R. S. Cowan, endémicas ao bioma Mata Atlantica séo
hospedeiras de Phytophthora spp. (MAGALHAES, 2009).

Recentemente, Santos (2010) incorporou a lista de espécies vegetais cultivadas no sul
da Bahia e hospedeiras de Phytophthora spp., algumas olericolas, como o0 coentro
(Coriandrum sativum L.), tomateiro (Solanum lycopersicum L. = Lycopersicon esculentum
Mill.), berinjela (Solanum melongena L.), jil6 (Solanum gilo Raddi), agrido (Nasturtium
officinalis R. Br.), espinafre (Spinacia oleracea L.) horteld (Mentha sp.), e o alecrim
(Rosmarinus officinalis L.).

Phytophthora nicotianae

Phytophthora nicotianae € a espécie dentre as demais do género que possui maior numero
de hospedeiro no Brasil (LUZ, 2006). Dentre os diferentes sintomas causados por esta espécie
pode-se citar: ‘damping-off” (morte de sementes ou plantulas), podriddes radiculares, do colo, de

frutos, lesdes foliares, murcha da parte aérea e gomoses (ERWIN; RIBEIRO, 1996). Apesar de
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causar danos em todos os 6rgdos das plantas, este fitopatdgeno é considerado o agente causal de
podridGes de frutos em tomate, berinjela e jild6 (LAUREANO; REIS, 2006).

As espécies e variedades P. nicotianae var. nicotianae, P. nicotianae var. parasitica, P.
parasitica var. nicotianae, P. parasitica e P. parasitica var. sesami foram incluidas na sinonimia
de P. nicotianae, o epiteto mais antigo (ERWIN; RIBEIRO, 1996).

Dentre as espécies patogénicas as solanaceas, P. nicotianae é a mais adaptada a altas
temperaturas, com crescimento micelial étimo variando entre 30° e 32°C, (ERWIN; RIBEIRO,
1996; FEICHTENBERGER, 2001). A producdo de esporangios é mais frequente em estacdes
quentes e chuvosas do ano, quando os solos apresentam temperaturas elevadas e grandes variagdes
nos teores de umidade. A formacao de esporangios € favorecida por teores de umidade a potenciais
matriciais variando de 5 a 70 Pka (FEICHTENBERGER, 2001).

Doencas causadas por Phytophthora spp. a solanaceas

Com o incremento na producdo de hortalicas nas Gltimas décadas no Brasil, alguns
problemas fitossanitarios tém se intensificado, em especial aqueles causados por fungos e
pseudofungos (REIS et al., 2006). Entre os principais problemas fitossanitarios do tomateiro e
das hortalicas solanaceas em geral, estdo as doencas, causadas por oomicetos do género
Phytophthora. As pimentas do género Capsicum, o pimentdo, o tomateiro, a berinjela e o jilo
sdo as principais solanaceas hospedeiras de Phytophthora spp.

Dentre as espécies de Phytophthora, trés se destacam como patdgenos de hortalicas, P.
infestans, P. capsici Leonian e P. nicotianae, ocasionando murcha, requeima e podridées em
frutos (LOPES et al., 2005; LAUREANO; REIS, 2006).

Devido a habilidade de sobrevivéncia no solo, os sintomas iniciam-se geralmente nas
raizes, sendo comum o aparecimento de raizes escurecidas e em processo de apodrecimento,
causando em seguida murcha generalizada da parte aérea da planta. Plantas individualizadas
podem apresentar estes sintomas, mas em poucos dias o ataque estende-se, ocorrendo em
reboleiras (MATSUOKA; ALENCAR, 2001). As plantas das solanaceas hospedeiras podem
ser suscetiveis ao patdégeno em todos os estadios de desenvolvimento, afetando desde tecidos
jovens a 6rgdos plenamente desenvolvidos.

Plantulas enviveiradas manifestam sintomas de murcha e tombamento “damping off”,
inicialmente com manchas encharcadas na regido do colo, evoluindo rapidamente para lesdes
escuras e deprimidas, que podem provocar fendilhamento e constrigédo do caule, levando ao

tombamento e posterior decomposi¢do destas pelo patégeno (BEDENDO, 2011). As raizes
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secundarias destacam-se facilmente da principal no arranquio devido a separacdo da epiderme
e do cortex do cilindro central da raiz.

Permanecendo as condic¢Bes de alta umidade, o quadro sintomatoldgico pode evoluir
para um rapido desenvolvimento necrético em folhas, frutos e hastes. Nos frutos em qualquer
estadio de desenvolvimento, observa-se inicialmente sintoma de anasarca que evolui para
podridGes deprimidas, sem apresentar cheiro caracteristico de podriddo por bactérias
(MATSUOKA; ALENCAR, 2001). A rapida colonizacdo do tecido proporciona o
desenvolvimento de um micélio aéreo branco, abundante, de aspecto cotonoso. Em tomates o
sintoma é mais evidente quando o fruto é atacado ainda verde, sendo observada uma podridao
dura, de cor marrom a pardo-escura, que pode cobrir parte ou toda a sua superficie sem,
entretanto, causar sua queda (REIS, 2010).

Mesmo o0s zoosporos tendo a capacidade de se locomoverem até as raizes da planta
hospedeira, a disseminacdo passiva é mais eficiente por proporcionar a distribuicdo do
indculo a longas distancias, tanto na forma de enxurrada (chuvas e irrigacdo por sulco) como
na forma de respingos (chuva ou irrigacdo por aspersdo), por tratos culturais de
movimentacdo de solo como aracdo e gradagem, pelo transporte de mudas e sementes
contaminadas.

O inicio da infeccdo ocorre quando as hifas infectivas penetram diretamente a
superficie intacta do tecido vegetal, através da formacdo de apressérios, assim como
estdmatos ou ferimentos (MATSUOKA; ALENCAR, 2001). O processo de colonizagdo
ocorre através de pressdes mecanicas exercidas pelas hifas e producdo de toxinas e enzimas
pectoliticas e proteoliticas, desenvolvendo inter e intracelularmente e formando novas
estruturas vegetativas e reprodutivas. O micélio desenvolve-se inicialmente entre as células,
formando estruturas semelhantes a haustorios e com o avan¢o da colonizagdo, o patdgeno
passa a colonizar intracelularmente, atingindo todos os tecidos, inclusive o sistema vascular
(MATSUOKA, 1988).

O aparecimento e desenvolvimento dos sintomas em campo ou em frutos p6és-colheita
e a disseminacdo, podem ser retardados ou estimulados em decorréncia dos fatores ambientais
existentes. No campo, sob condi¢des ambientais favoraveis de umidade e temperatura,
diversas geracdes ou ciclos de esporangios podem ser produzidos a fim de infectarem plantas,
caracterizando uma doenca policiclica, podendo devastar rapidamente uma plantagéo inteira
(TRIGIANO et al., 2010). Os esporangios da maioria das espécies de Phytophthora sao
formados no solo dentro de 12h a partir de quando o potencial matrico alcancar entre -0,1 e -

0,15 bars. Como a capacidade de campo é préxima de -0,3 bars de potencial da agua, os
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esporéngios formam-se sob condi¢fes de solo bastante Umido. Os zoosporos formados
necessitam de solos saturados (0 bar de potencial de &gua) por alguns horas para se
locomoverem pelos poros saturados através de um gradiente quimiotatico formado a partir de
exudatos de compostos de carbono da rizosfera (OWNLEY; BENSON, 2010).

Controle alternativo

O controle das doencas ocasionadas por Phytophthora spp. compreende o uso de
medidas profilaticas com a utilizacdo de defensivos quimicos, praticas culturais, escolha do
porta-enxerto, desinfestacdo de solos para producdo de mudas, dentre outros (MAY-DE MIO
et al., 2002). O controle de doencas de plantas por meio de agroquimicos ainda é o mais
utilizado, pois poderdo apresentar em curto prazo, efeito positivo para o produtor. Entretanto,
além do surgimento de isolados dos fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas
utilizadas (RODRIGUES et al., 2007; TIMMER et al., 1998), os resultados para a sociedade e
para 0 meio ambiente podem se tornar negativos devido a poluicdo causada pelos residuos,
exacerbados principalmente quando aplicados de forma inadequada. A conscientizacdo dos
consumidores a respeito do efeito dos alimentos na manutencdo da saude gera maior
exigéncia por produtos de qualidade, especialmente para 0 consumo in natura, em que a
relacdo produto/consumidor € bastante estreita (FORTES; OSORIO, 2003).

Nesse contexto, termos como agricultura alternativa ou agricultura sustentavel obtém
enfoque politico (ZADOCKS, 1992) e estimulam a busca de novas medidas de protecdo das
plantas contra as doencas. Um dos aspectos deste tipo de agricultura é o controle alternativo
de doencas de plantas, no qual estdo incluidos o controle bioldgico (AMORIM; MELO, 2002;
BETTIOL; MORANDI, 2009), a utilizacdo de compostos antimicrobianos (BERNARDO;
BETTIOL, 2010; BOSENBECKER et al., 2006; SCHWAN-ESTRADA et al., 2000) e a
inducdo de resisténcia em plantas (BONALDO, 2005; SILVA et al., 2007).

Uma das formas de manejo sustentavel de grande interesse no cenario mundial baseia-
se na utilizacdo de sistemas orgénicos de producdo que evitam ou excluem o uso de
agroquimicos (SAMINEZ, 1999). O Brasil ocupa a segunda posicdo na América Latina em
area manejada organicamente, com estimativa de 800.000 ha cultivados neste sistema
(WILLER; YUSSEFI, 2005), sendo a soja e as hortalicas as principais culturas produzidas
(DINIZ et al., 2006). A agricultura organica favorece maior independéncia dos agricultores
quanto aos fatores de producéo, além de Ihes propiciar maior estabilidade financeira, pois, a
diversificacdo da producéo, os deixa menos vulneraveis as variagdes de precos de mercado e
mais competitivos (CAMPANHOLA; VALARINI, 2001). Todavia, existe pouco
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conhecimento sobre sistemas organicos de producdo, incluindo os aspectos relacionados as
doencas de plantas (RODRIGUES et al., 2004; VAN BRUGGEN, 2001).

Nas Ultimas décadas, as propriedades antimicrobianas das plantas vém sendo
estudadas mais criteriosamente e a utilizacdo de 6leos essenciais ou extratos botanicos, com
compostos naturais biologicamente ativos contra pragas agricolas tem sido frequentemente
relatada (BOWERS; LOCKE, 2004; LOPES et al., 2005; SILVA; BASTOS, 2007; ). Os
compostos secundarios presentes no extrato bruto ou 6leo essencial das plantas podem ser, ao
lado da inducédo de resisténcia, mais uma forma potencial de controle alternativo de doencas
em plantas cultivadas (SILVA et al., 2005).

A identificacdo de novos compostos quimicos a partir de plantas nativas e/ou
medicinais possibilita a obtencdo de algumas substancias capazes de controlar ou inibir o
desenvolvimento dos fitopatdgenos, apresentando segundo Stadnik e Talamini (2004), trés
atividades principais: antimicrobiana, agindo direto sobre o patégeno; indutores de
resisténcia, ativando os mecanismos de defesa da planta através de moléculas bioativas; e
também como bioestimulantes do crescimento da planta. O uso de plantas no tratamento de
doencas humanas e de animais é conhecido e estudado ha anos, porém, sua utilizacdo no
tratamento das doencas de plantas e controle de pragas é mais recente (MARQUES et al.,
2002; SILVA et al., 2008).

Até 0 momento, pouco se sabe sobre a composi¢do quimica de 99,6% das plantas de
nossa flora, estimada entre 40 mil a 55 mil espécies (MING, 1996). Além disso, uma grande
quantidade de compostos secundarios das plantas medicinais ja isolados e com estrutura
quimica determinada ainda ndo foi estudada quanto as suas atividades bioldgicas. Esses
compostos pertencem a varias classes distintas de substancias quimicas, como alcaloides,
terpenos, ligninas, flavonodides, cumarinas, benzendides, quinonas, xantonas, lactonas e
esterdides, entre outras (DI STASI, 1996). Quando esses compostos sdo extraidos das plantas
por processos especificos, como a destilacdo por arraste de vapor de agua, originam liquidos
de consisténcia semelhante ao 6leo, volateis, dotados de aroma forte, quase sempre agradavel,
insoliveis em agua e soliveis em solventes organicos, denominados de Gleos essenciais
(SILVA et al., 1995).

Compostos secundarios de plantas medicinais estdo distribuidos em um grande
numero de familias botanicas, com muitos deles apresentando atividade antimicrobiana, como
é o0 caso dos alcaldides, com origem biossintética a partir da via metabdlica do acido
shiquimico (BENNETT; WALLSGROVE, 1994).
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O ¢leo essencial de Piper aduncum L., apresenta excelente rendimento (2,5 a 3,5%), é
rico em dilapiol (31,5 a 91,1%), um éter fenilico com alto teor de oxigenacdo e possui
atividades fungicida, larvicida, inseticida e moluscicida (SOUSA et al., 2008). Quando este
Oleo foi testado contra o fungo Moniliophthora perniciosa Aime & Phillips-Mora (sin.
Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer), agente causal da vassoura-de-bruxa no cacaueiro e
cupuaguzeiro, nas concentragdes de 50 a 100 ppm inibiu 100%, tanto o crescimento quanto a
germinacdo dos esporos deste fungo (BASTOS, 1997). Também como 100% de inibicdo da
germinacdo de conidios e do crescimento micelial de Colletotricum musae Berk e Curt
isolado de banana, foram obtidos com concentragdes de 100 pg/mL e 150 ug/mL (BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004).

O oleo essencial de Piper callossum Ruiz & Pav., rico em safrol (50-70%), quando
testado em M. perniciosa inibiu completamente a germinacdo e 0 crescimento nas
concentracdes de 500 e 1000 ppm, respectivamente (BASTOS, 2007). Quando testes in vitro
foram realizados com o 6leo essencial de P. callosum e P.enckea sobre o crescimento micelial
dos isolados de Phytophthora palmivora e Phytophthora capsici, constatou-se que nas
concentragdes de 1uL e 0,75 /mL, respectivamente, houve 100% de inibi¢ao do crescimento
micelial (SILVA; BASTOS, 2007).

A citronela (Cymbopogon nardus L.) possui uma composi¢do de 6leo essencial com
alto teor de geraniol e citronelal (CASTRO et al., 2007). O citronelal é utilizado como
material basico para a sintese de importantes compostos quimicos denominados iononas e
para a sintese de vitamina A. O geraniol possui atividade anti-séptica, inibindo o crescimento
de fungos e bactérias (PEREIRA, 2009). A utilizacdo deste 6leo em testes in vitro
proporcionou 100% de inibicdo da germinacdo de uredinidsporos de Phakopsora pachyrhizi
Sidow isolado da soja, na concentracdo de 0,5mL (MEDICE et al., 2007), como também
provocou 100% de inibicdo no crescimento micelial de M. perniciosa na concentracdo de 100
ppm, e, na concentracdao de 500 ppm, 100% da germinacdo dos basididsporos deste patdgeno
(BASTQOS, 2007).

Outra espécie do género Cymbopogon, conhecida popularmente como capim-santo,
capim limdo (Cymbopogon citratus Stapf), além de ser bastante utilizada para fins
fitoterapicos, possui propriedades antimicrobianas que o faz despontar com potencial
biocontrolador de doencgas de plantas. Este 6leo demonstrou efeito inibitorio a Colletotrichum
gloeosporioides (ROZAWALKA et al. 2008), além da eficiéncia no controle de
Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wilson e Phoma sorghina (Sacc.) Boerema, Dorenb.
& Kesteren em graos de sorgo (SOMDA et al., 2007).



26

O oleo essencial e extrato aquoso de cravo-da-india (Syzigium aromaticum) na
concentragdo de 10% inibiu totalmente o crescimento micelial de Glomerella cingulata
(Stonemam) Spauld & Schrenk e Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc,
apresentando efeito fungitoxico satisfatorio também na concentracdo de 1% (ROZWALKA et
al., 2008).

Varias plantas que possuem substancias comprovadamente antimicrobianas, vém
sendo bastante utilizadas no controle alternativo a doencas de plantas, tanto isoladamente
guanto em conjunto com outras espécies vegetais. Tais compostos podem ser aplicados
através da atomizacdo da parte area, ou incorporados ao solo, a fim de controlar a densidade
populacional principalmente de patégenos habitantes do solo como Phytophthora spp.
(BOWERS; LOCKE, 2004).

Wang e colaboradores (2001) avaliaram a eficiéncia de extratos de 88 espécies de
plantas e 19 deles inibiram a formacdo de zodsporos e o crescimento in vitro de P. infestans.
Oleos essenciais de Piper aduncun, Piper callosum e Cymbopogon nardus foram testados
sobre o crescimento micelial e germinacdo de zodsporos de oito espécies de Phytophthora,
P.heveae, P.idaei, P.bohemeriae, P.palmivora, P.capsici, P.nicotianea, P. drechsleri P.
citrophthora. O 6leo de C. nardus a 0,5uL/ml, inibiu 100% o crescimento das seis primeiras
espécies apresentadas, enquanto que os demais apresentaram apenas efeito fungistatico. O
6leo de C. nardus na concentragdo de 0,5 pL/ml inibiu totalmente a germinacdo dos
zoosporos de P. citrophthora, P. bohemeriae e P. nicotianaea mesmo ap0s 24 horas de
contato destes com o 6leo (LIMA, 2008; VALIENSE, 2009). Extrato de alho (Allium sativum
L.) inibiu completamente a formacdo de zoo6sporos (KE-QIANG; VAN BRUGGEN, 2001;
WANG et al.,, 2001) e a formacdo de colénias de P. infestans (KE-QIANG; VAN
BRUGGEN, 2001). O extrato de pimenta longa (Piper longum L.) reduziu em 60% a
mortalidade de tomateiros inoculados com P. infestans (LEE et al., 2001). Em experimento
semelhante, todos os tomateiros tratados com curcumina, produto derivado do rizoma de
acafrdo-da-india (Curcuma longa L.), sobreviveram depois de inoculados com P. infestans,
do mesmo modo que aquelas tratadas com o fungicida clorotalonil (KIM et al., 2003). O 6leo
de cravo-da-india nas concentragdes de 0,3 e 0,75 pL/ml foi capaz de inibir o crescimento
micelial e a germinagéo dos zoosporos de P. palmivora e P. citrophthora (SILVA, 2010).

Extrato bruto ou 6leo essencial obtidos a partir de plantas medicinais e aromaticas tém
indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatdgenos, tanto por sua agdo fungitdxica
direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de

mecanismos de defesa, indicando a presenca de composto(s) com caracteristica de elicitor(es)
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(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005).

O fracionamento dos metabdlitos secundarios dessas plantas, bem como a
determinacdo da atividade bioldgica dessas moléculas, com respeito a atividade elicitora ou
antimicrobiana podera contribuir para a aquisicdo de conhecimentos que reforcem sua
possivel utilizagdo como um método alternativo de controle de doenca de plantas.

Diante do exposto, 0s objetivos deste trabalho foram: i. - testar o efeito de meios de
culturas, regimes de luz, e pH na producdo de esporangios e liberacdo de zodsporos de
Phytophthora nicotianae; ii. - avaliar o efeito in vitro e in vivo de 6leos e extratos vegetais no

controle de P. nicotianae em tomateiro e berinjela cultivadas organicamente no sul da Bahia.
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CAPITULO 1l

INFLUENCIA DE MEIOS DE CULTURA, LUMINOSIDADE E pH NO CRESCIMENTO
E ESPORULACAOQO DE Phytophthora nicotianae
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RESUMO

O comportamento de dois isolados Phytophthora nicotianae foi avaliado em meios de
cultura liquidos e agarisados de cenoura (c), tomate (t), berinjela (b), feijao (f), soja (s),
mandioca (m) e suco de vegetais (V8), submetidos a luz (L) e escuro constante (E), e
fotoperiodo de 12h (LE), a 25+2°C. O pH inicial dos meios e apds ajuste para 4,8 foi
correlacionado com o crescimento e esporulacdo nos meios liquidos. O crescimento
vegetativo foi avaliado em meios agarisados pelo crescimento radial diario e em meios
liquidos, por biomassa produzida apés 10 e 15 dias de incubacdo. A esporulacdo
(zobsporos/mL) nos diferentes meios foi ponderada no 10° e 15° dia em camara de Neubauer,
sendo os dados transformados para Vx+1. Nos meios agarisados, (E) proporcionou 0s
maiores crescimentos, entretanto em todos os regimes de luz os meios se diferenciaram,

destacando-se dos demais os de (m), (b), (t), e (V8) os dois primeiros com 0s maiores
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crescimentos e os dois Ultimos com os menores. Os regimes de luz ndo influenciaram
significativamente o crescimento nos meios liquidos com 10 dias de incubacdo. Ja com 15
dias, o crescimento vegetativo nos meios (b) (c) (t) e (V8), foi inversamente proporcional a
presenca de luz, mas foi um fator essencial para a esporulacao, pois se verificou a presenca de
zoosporos somente em (L) e (LE), a exce¢do do (V8), no qual se obteve a mais alta
esporulacdo na auséncia de luz (E). Correlacionando o pH com o crescimento e esporulacéo,
verificou-se que meios mais acidos proporcionam um menor crescimento, mas uma maior
esporulacdo para P. nicotianae.

Palavras chave: oomicetos, zoosporogénese, comportamento fisioldgico.

ABSTRACT

Influence of culture media, lightness and pH on growth and sporulation of Phytophthora
nicotianae

The behavior of Phytophthora nicotianae isolates was evaluated in solid and liquid culture
media of carrot (c), tomato (t), eggplant (b), beans (f), soybeans (s), cassava (m) and
vegetable juice (V8) subjected to light (L) and constant darkness (E), and 12h photoperiod
(CO), at 252 ° C. The initial pH of culture media and after adjustment to 4,8, was correlated
with the growth and sporulation in liquid media. The vegetative growth was evaluated in solid
media by daily radial growth measurement and in liquid media, by biomass production 10 and
15 days after incubation. Sporulation (zoospores/mL) was calculate in all media 10 and 15
day after incubation in a Neubauer chamber, and the data transformed to VX +1. The agar
media agarisados, (E) showed the largest increases, however in all light regimes means
differed, with the advantage of (m), (b), (t) and (\V8), the first two with the largest increases
and the last two with the lowest. The light regimes did not significantly affect growth in liquid
media with 10 days of incubation. In some ways the presence of light is inversely proportional

to the vegetative growth, but it was an essential factor for sporulation, since it showed the
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presence of zoospores in (L) and (LE), (V8) presented the highest sporulation in the absence
of light (E). The number of zoospores/mL was influenced by the type of isolates, type of
culture media and the presence or not of agar in the media when the patogen was grown in (L)
and (LE). In the correlation of pH, with growth and sporulation, it was found that more acidic
media produced less growth, but more sporulation for P. nicotianae.

Keywords: oomycetes, zoosporogénese, physiological behavior.

INTRODUCAO

Dentre os fitopatdgenos habitantes do solo, um grupo em especial possui merecido
destague em razdo do seu efeito destrutivo em plantas hospedeiras, e também devido ao seu
carater polifago e cosmopolita. Espécies de Phytophthora podem estar associadas a diversos
orgdos vegetais como folhas, troncos, hastes, almofadas florais, frutos em qualquer estadio de
amadurecimento, e principalmente a raizes, ocasionando sintomas tipicos de podridGes
radiculares e tombamento (Luz et al., 2001).

No Brasil, Phytophthora nicotianae Breda de Hann é relatada como a espécie do
género que possui a maior gama de hospedeiros, sendo patogénica a mais de 31 espécies
vegetais (Luz, 2006), incluindo plantas aromaticas, ornamentais, medicinais, espécies
florestais, e cultivos agricolas perenes e anuais de grande importancia econdmica. Apesar
desta espécie estar associada a inimeras plantas incitando doencas, a dificuldade em
conseguir isolados esporulantes, ou mesmo padronizar condi¢des ideais para a esporulacéo, é
um dos principais problemas para o estudo da patogénese a estes hospedeiros.

A esporulacdo é um processo de diferenciacdo mais especifico, no qual, estdo
envolvidas as celulas reprodutivas afetadas por modificacbes morfoldgicas, fisiologicas e

bioquimicas (Griffin, 1993). A luminosidade exerce efeito direto sobre a célula fingica,
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induzindo ou inibindo a formacéo de estruturas de reproducdo, embora haja algumas espécies
que sdo indiferentes a quantidade e/ou qualidade da luz (Hawker, 1957). A maioria dos
fungos sensiveis a luz esporula quando expostos a luz continua, mas alguns, chamados de
esporuladores diurnos, requerem a alternancia de luminosidade (Dhingra & Sinclair, 1995). A
necessidade de luz para o crescimento e esporulacdo de fungos € tdo varidvel, que pode
ocorrer até mesmo entre isolados da mesma espécie (Masangkay et al., 2000). Alguns
esporulam melhor na presenca de luz continua ou em escuro continuo (Cooperman & Jenkins,
1986).

Assim como a qualidade e intensidade luminosa (Pulz & Massola Jr., 2008), a
composicdo do meio de cultura e a temperatura determinam a quantidade e qualidade do
crescimento micelial e esporulacdo dos fitopatdgenos (Dhingra & Sinclair, 1995).

Esporangios e zodsporos sdo as principais estruturas responsaveis pela disseminacao,
infeccdo e desenvolvimento das doencas causadas por Phytophthora (Luz & Matsuoka,
2001), entretanto a obtencdo dessas estruturas nem sempre € alcancada nos meios de cultura
convencionais (Abdanur et al., 2003).

Os fungos e os oomicotas requerem uma variedade de elementos quimicos para se
desenvolverem, portanto para o cultivo em laboratdrio, é necessario que os meios de cultura
simulem ou até mesmo melhorem as condi¢6es naturais (Pelczar et al.,1996). Varios meios de
cultura foram desenvolvidos para atender as exigéncias nutricionais das diferentes espécies de
fungos encontrados em a natureza, podendo ser sintéticos, semi-sintéticos ou naturais
(Menezes & Assis, 2004).

Estudos visando testar meios e méetodos de producdo de esporangios e liberacdo dos
zoosporos “in vitro”, incluindo a acéo de outros fatores fisioldgicos, contribuirdo para facilitar
0s testes de patogenicidade com P. nicotianae, tornando-os mais apropriados a realidade do

campo, bem como aqueles que visam o controle da doenca. Com estas perspectivas, 0
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objetivo do presente estudo foi fornecer informacdes sobre os efeitos de diferentes meios de
cultura, luminosidade, e pH no crescimento micelial, e padrées de esporulacdo de isolados de

P. nicotianae.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Phytophthora do Centro de Pesquisas do
Cacau (CEPEC), da Comissdo Executiva da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), Ilhéus, Bahia,

Brasil.

Obtencéo dos isolados

Foram utilizados dois isolados de P. nicotianae obtidos de material vegetal e solos
cultivados com hospedeiros, pertencentes a Colecdo Brasileira de Phytophthora “Arnaldo
Gomes Medeiros” (CEPEC-CEPLAC). Para a obtengdo de culturas novas e patogenicamente
viaveis, os isolados foram inoculados em frutos de berinjela (Solanum melongena L.) e re-

isolados segundo metodologia de Luz et al. (2008).

Influéncia de diferentes meios de cultura

Sete diferentes substratos foram escolhidos para a composicdo dos meios de cultura
com base na literatura existente e/ou suscetibilidade da espécie vegetal a P. nicotianae:
sementes de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) (f), sementes de soja (Glycine
max L.) (s), frutos de berinjela (b) e de tomate (t), raizes de mandioca (Manihot esculenta
Crantz) (m) além de suco de vegetais - V8 (Campbell Soup Company) (V8), e raizes de
cenoura (Daucus carota L.) (c). A excecdo do V8, os substratos foram submetidos a fervura

por 15min em microondas com agua destilada, triturados em liquidificador e filtrados em
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quatro camadas de gase, de modo a obter meios liquidos (200 g do substrato; 800 mL de agua
destilada) e meios agarisados (200 g do substrato; 800 mL de agua destilada; 14 g de agar).
Apbs o preparo, os meios foram autoclavados a 121°C por 20 minutos e vertidos
assepticamente em placas de Petri. Discos de 0,9 mm de diametro foram retirados dos bordos
das col6nias dos isolados, cultivados por sete dias em cenoura-agar (CA), e transferidos para

o0 centro de placas de Petri com 0s meios supracitados.

Influéncia de condic¢des de luminosidade

Os isolados cresceram sob trés condi¢des de luminosidade: luz constante (L),
fotoperiodo de 12h (LE), e auséncia de luz (E). Na iluminacdo continua, trés lampadas
fluorescentes (General Eletric, 40 Watts, luz do dia), foram posicionadas a cerca de 50 cm
acima das placas (2000 lux), expondo-as aos raios luminosos. No regime de alternancia
luminosa, as placas foram incubadas em BOD com temperaturas ajustadas para 25°C e 12h de
fotoperiodo. A auséncia de iluminacdo foi obtida pelo acondicionamento das placas em caixas
plasticas foscas. O ensaio foi conduzido em ambiente do laboratério, com temperatura

mantida em 25+2°C e monitorada com aparelhos data loger HOBO®.

Avaliacdo do crescimento e esporulacao

O crescimento radial das colbnias formadas em meios agarisados foi avaliado
diariamente com paquimetro, em dois sentidos diametralmente opostos das colbnias para a
obtencdo da média, e calculo da taxa de crescimento ao longo de seis dias. Em meios liquidos,
avaliou-se 0 peso seco da biomassa produzida apos 10 e 15 dias de incubacgdo, com cinco
repeticdes/tratamento. A esporulacdo nos diferentes meios, liquidos e agarisados, foi
ponderada com 10 e 15 dias de incubagdo, quantificando 0s zoOsporos em camara de

Neubauer em cinco repeti¢cdes por tratamento. Nos meios liquidos, apos 0 9° e o 14° dia de
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incubacéo, foi escorrido o excesso dos meios de cultura, o0 micélio lavado com agua destilada
esterilizada (ADE) e incubado novamente sob as mesmas condi¢cdes que se encontrava por
24h. A obtencdo da suspensdo de zodsporos, seja nos meios liquidos ou solidos seguiu

metodologia proposta por Luz et al. (2008).

Influencia de diferentes pH

Apols a confeccdo dos meios de cultura foi aferido o pH inicial, e os valores
correlacionados com o crescimento e esporulacdo. A influéncia do pH na esporulacdo também
foi avaliada através do numero de zodsporos produzidos apos submissdo da massa micelial
formada nos diferentes meios liquidos ao 14° dia, em solucdes salinas (NaCl e KH,PO,4) com
pH ajustado para 4,8, por 48h. Os valores de pH foram aferidos a partir de amostras de 15 mL
de cada meio de cultura, com potenciémetro previamente calibrado por solu¢des tampéo pH

4,0e7,0.

Anélises dos dados

O comportamento de dois isolados de P. nicotianae foi avaliado ap6s 10 e 15 dias de
incubacdo através de esquema fatorial 7x3 (meios de cultura x luminosidade), totalizando 21
tratamentos com 5 repeticBes cada. O crescimento micelial nos meios sélidos foi mensurado
até a maioria das colbnias atingirem os bordos das placas (seis dias de cultivo). Os ensaios
foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. O crescimento micelial, taxas
de crescimento em meios agarisados, e biomassa e esporulacdo ap6s transformacao (\/ﬁ)
foram submetidas a analise de variancia pelo teste F (p = 0,01), e comparadas pelo teste de
Tukey (p = 0,05). A biomassa e a esporulagdo produzida pelos isolados ao 15° dia de
incubagdo foram correlacionadas, através do coeficiente de Pearson. As analises foram

realizadas através da versao 9 do software SAS® (Statistical Analysis System).
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RESULTADOS

Os isolados 1365 e 1405 se comportaram de forma andloga, ndo diferindo
significativamente ao apresentar crescimento vegetativo semelhante nos diferentes meios
agarisados ou liquidos, permitindo que fosse usada a méedia de crescimento dos dois isolados
para avaliacdo do efeito dos meios e regimes de luminosidade.

Houve efeito do regime de luminosidade no crescimento dos isolados em diferentes
meios de cultura. No geral, a excecdo dos meios de cenoura e mandioca, a auséncia da luz (E)
durante todo o tempo de cultivo e alternancia luminosa de 12h (L/E) proporcionou uma rapida
evolucdo do didametro médio das col6nias comparado aos tratamentos com luz constante (E)
(Tabela 1). Destacaram-se os grupos formados pelos meios a base de mandioca (m) e
berinjela (b), e tomate (t) e suco de vegetais (V8), evidenciando sempre 0s maiores
crescimentos nos dois primeiros e, nos dois ultimos, os menores. Apesar da menor taxa de
crescimento micelial entre o terceiro e o sexto dia de incubacéo, ter sido evidenciada em (m),
este meio induziu a formacao das maiores coldnias em todas as condi¢des. Os regimes de luz
pouco influenciaram o crescimento dos isolados no meio (s), ndo havendo diferencas
significativas em relacdo as varidveis analisadas. O efeito dos regimes de luz foi mais
acentuado guando os isolados foram cultivados em (V8), manifestando-se desde os primeiros
dias de avaliagdo do crescimento. A taxa de crescimento e o tamanho da colonia ao sexto dia
de incubagdo demonstram a diferencga na evolugéo das col6nias nos regimes (LE), (E), (L),
que proporcionaram, nestes meios, em ordem decrescente, 0s maiores crescimentos.

Comparando-se a biomassa seca produzida pelos isolados com 10 e 15 dias de cultivo,
na maioria dos meios liquidos avaliados observa-se que ndo houve um aumento significativo
da biomassa no intervalo de cinco dias de cultivo, sendo, portanto apresentados somente 0s

dados referentes a 15 dias de cultivo. Assim como nos meios agarisados, 0S meios e regimes
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de luz influenciaram significativamente o comportamento dos isolados. A presenca de luz
retardou o desenvolvimento das colénias na maioria dos meios, tendo como excecdes 0 meio
(m) por ndo haver diferenca da biomassa produzida nos trés regimes de luz, e (s) por
proporcionar 0 maior desenvolvimento da col6nia em alternancia luminosa de 12h. A maior
producdo de biomassa ocorreu quando os isolados foram cultivados em (m), e as menores em
(t) e (V8).

Quanto a esporulagdo, houve diferenca significativa entre o comportamento dos dois
isolados de P. nicotianae testados (ANOVA, Teste F p > 0,05), sendo, portanto apresentados
separadamente os dados obtidos para cada um deles. A avaliacdo foi realizada aos 10 e 15
dias de crescimento nos diferentes meios levando em considera¢do apenas concentracdes
acima de 10* zooésporos/mL, sendo a concentracido minima de zodsporos utilizada nas
metodologias de inoculacdo de Phytophthora spp. (Luz et al., 2008).

Aos 10 dias, os dois isolados apresentaram esporulacéo abaixo de 10* zo6sporos/mL,
na maioria dos meios liquidos avaliados, a excecdo dos meios (V8) e (t), que proporcionaram
a esporulagdo méxima para o isolado 1365 de 1,4 x 10* zo6sporos/mL, e para o isolado 1405
de 5,5 (V8) e 15,8 (t). Os regimes de luz influenciaram a esporulacdo apenas do isolado 1365,
no meio (V8). Nos meios agarisados, também foram identificadas esporulacdes significativas
somente nos meios (V8) e (t), havendo em (t), um decréscimo no numero de zoGsporos
observados em relacdo a auséncia de luz.

As maiores concentracdes de zoosporos dos dois isolados foram observadas em
culturas com 15 dias de incubacdo, sendo, portanto apresentados somente os dados referentes
a 15 dias de cultivo. Os meios (b), (c), (t), e (V8) foram o0s Unicos meios que proporcionaram
esporulacdo nos trés regimes de luminosidade para o isolado 1405 (Tabela 4). O meio (m),
que proporcionou o0 maior crescimento, induziu esporulagéo do isolado 1365 apenas em (L/E)

e do isolado 1405 em (L/E) e (L). Nos meios (f) e (s) ndo houve esporulacdo em nenhum
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regime de luz. As maiores concentracdes de zodsporos foram proporcionadas pelo meio V8
em (E), 1,7 x 10° (isolado 1365) e 1,1 x 10° (isolado 1405).

Como a maioria dos meios apresentou baixa liberacdo de zodsporos em 10 dias de
incubacdo, ndo foi possivel correlacionad-las com a biomassa. As exce¢des foram 0s meios
(V8) e (1), que proporcionaram a esporulacdo dos dois isolados em todas as condigdes
avaliadas (Tabela 5). O isolado 1365 apresentou uma correlacdo negativa alta, quando
cultivado no meio (V8), e incubado na auséncia de luz por 10 dias, indicando que guanto
menor a biomassa, maior a esporulacdo, no entanto, como houve um maior desenvolvimento
da coldnia do isolado 1405 nestas condices, a correlacdo foi positiva e fraca. No regime de
luz (LE), a correlacdo existente entre o crescimento e a esporulacdo produzida pelo isolado
1365 foi ainda mais alta e significativa, mas esse resultado foi proporcionado pelo efeito
inverso ao da situacdo anterior, devido a uma maior producdo de biomassa e menor
concentracdo de zodsporos. A correlacdo do isolado 1405 nestas condi¢es também foi fraca.
A presenca de luz durante todo o tempo de cultivo proporcionou ao isolado 1365 uma baixa
esporulacdo e crescimento, havendo assim correlacdo nula. O isolado 1405 esporulou mais
nessas condi¢bes, mas teve um crescimento equivalente ao isolado 1365, gerando uma
correlacdo negativa alta e significativa. No meio (t), mesmo sendo observada a presenca de
quantidades significativas de zo6sporos, ndo houve alta correlacdo entre as variaveis biomassa
e esporulacéo.

Poucas correlacOes altas foram identificadas aos 15 dias de incubacdo. Na auséncia de
luz, a biomassa e 0 numero de zo6sporos produzidos pelo isolado 1405 evoluiram de forma
inversamente proporcional nos meios (b) e (t), apresentando coeficientes de correlacdo de -
0,845 e -0,936, respectivamente.

Os meios que induziram a formacgdo das menores colonias possuiam pH inicial mais

acidos, entretanto os maiores crescimentos foram verificados em meios mais proximos da
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neutralidade. A concentracdo de H* nos meios testados também influenciou a esporulagéo,
sendo observado que a acidez induziu a maior producao de zodsporos. Este fator de inducgéo
foi corroborado quando os isolados apos cultivo nos meios anteriormente testados foram
imersos em solucdes salinas com pH 4,8 e mantidos nestas condi¢Ges por 24h, verificando-se
producdo de zodsporos em todos 0s meios. A quantidade de zodsporos obtidas através da

imersdo da massa micelial nos diferentes sais ndo diferiu significativamente.

DISCUSSAO

O meio de (m) influenciou positivamente o crescimento dos isolados testados, ao
proporcionar 0s maiores crescimentos em todos os tratamentos, nos meios liquidos ou
agarisados. Dentre os meios testados, (m) € o mais rico em carbono por ser composto
majoritariamente de amido. Varias fontes de carbono sdo utilizadas na suplementacdo de
meios de cultivo para fungos, como frutose, maltose, sacarose, além da glucose ou dextrose,
presente na composicdo do meio BDA (batata-dextrose-agar), considerado um meio de rotina
na maioria dos laboratérios de micologia.

A composicdo dos meios, bem como os regimes de luz, induz variagbes no micélio
aéreo e nas colbnias (Luz, 2006). Neste estudo, 0s meios mais ricos em carbono, em auséncia
de luz induziram a formacdo de um micélio aéreo denso e cotonoso.

Segundo Hohl (1983), as fontes de alimento tém uma profunda influencia no
crescimento, tanto na extensdo linear ou no aumento da massa celular. Elas também
determinam as chances de sobrevivéncia nas varias condi¢cdes ambientais e formam a base
para a reproducdo e germinacao dos esporos.

A relacdo entre carbono e nitrogénio € muito importante para o crescimento e

esporulacdo dos fungos; alta concentracdo de nitrogénio reprime a esporulacdo e estad
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diretamente ligada a concentracdo de carbono (Elliot, 1949; Griffin, 1993). Desse modo, a
adequacdo de composicdes de meios de cultivo é fundamental para que se obtenham
quantidades satisfatérias de inoculo. A glicose geralmente é estimuladora da formacao de
esporangios nas concentracdes até 0,5g/L . Acima desta concentracdo, a formacdo de
esporangios € normalmente inibida (Tarig, 1990)

A concentracdo minima de nutrientes que permite o crescimento micelial é, muitas
vezes, insuficiente para induzir a producdo de esporos, ou seja, geralmente a condicdo
nutricional 6tima para o crescimento micelial ndo é necessariamente para a melhor producéo
de esporos e freqlientemente inibe a reproducdo (Véras, et al., 1997). Isto foi observado em
relacdo aos meios (m) e (b), e ao meio (V8) neste trabalho.

A interferéncia negativa de certos componentes, incluindo a glicose e varios
aminoacidos como a leucina, valina e asparagina foram relatadas por Leal et al. (1966) e Leal
e Gomez-Miranda (1967). A inibicdo do crescimento e da reproducdo sexual foram atribuidas
a acumulacéo de acidos organicos no meio e a producao de niveis toéxicos de amonia.

Segundo Nozaki et al. (2004), nem sempre as condi¢des que favorecem o crescimento
do fungo sdo as mesmas para esporulacdo. Sabe-se ainda que, alguns meios de cultura sdo
mais favoraveis para a esporulacdo de fungos que outros. Os meios a base de tomate (V8 e
suco de tomate) proporcionaram o menor desenvolvimento das col6nias, entretanto induziram
a formacdo de esporéngios, obtendo conseqiientemente as maiores concentracbes de
zoo6sporos dos isolados testados quando cultivados nestes substratos. Os vegetais que
compdem tais meios possuem alto valor nutricional, por isso sdo citados por diversos autores
como capazes de induzir a reprodu¢do de muitos fungos “mitosporicos” (Miller, 1955;
Queiroz et al., 2004; Brunelli, et al., 2006; Dias Neto, et al., 2010) e oomicetos (Guo & Ko,

1993; Luz et al., 2008). Existem variacGes na composicdo de meios formados a partir do (V8),
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com diferentes porcentagens destes componentes, bem como adi¢cdo de CaCQOg, esterois e
vitaminas (Menezes & Assis, 2004).

Para Ribeiro (1983), a esporulacdo € um processo complexo que envolve o potencial
hidrico; nutrientes; esterdis; aeracdo; luz; temperatura; cations como Ca*, Fe**, Mg®* e K*; a
idade da cultura; exudatos radiculares; e extratos de solo, com importancia destes fatores
variando entre espécies e isolados da mesma espécie.

Segundo Caldwell (1998), algumas moléculas bioldgicas essenciais podem ser
degradadas por radiacGes, que sdo fortemente absorvidas pelas células e ocasionam uma
variedade de fotoprodutos incompativeis com a funcdo celular. Na maioria dos meios
avaliados, a presenca de luz foi inversamente proporcional ao crescimento vegetativo, sendo,
no entanto, fator importante para a esporulacdo em meios a base de cenoura e mandioca. A
excecdo foi o meio (V8), que mesmo tendo o crescimento inibido pela presenca de luz,
proporcionou as maiores concentracfes de zoosporos quando cultivados em (E).

A literatura tem revelado que existe uma grande variacdo em relacdo ao efeito da luz
sobre o crescimento e esporulacdo de Phytophthora spp., bem como entre isolados da mesma
espécie. Alguns autores utilizam metodologias para esporulacdo de P. nicotianae, onde 0s
isolados sdo cultivados na auséncia de luz (Santos et al., 2004; Taylor & Pasche, 2008),
outros sob luz constante (Widmer et al., 1998; Lamour et al., 2003). A auséncia de luz para
inducdo da esporulacéo ja foi relatada para diversos fungos fitopatogénicos como Alternaria
brassicae (Rotem et al., 1989), Alternaria solani (Lukens, 1963) e Mycosphaerella
fijensis (Hanada et al., 2002).

Algumas espécies de Phytophthora possuem uma boa esporulacdo em meios sélidos
quando submetidas a estimulos, ja outras apresentam baixa producdo de esporangios quando
cultivadas nestes meios, demonstrando a influéncia de liquidos na producdo de esporangios de

varias espécies (Zentmyer & Erwin, 1970; Ribeiro, 1983). As maiores esporulagdes foram
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identificadas quando os isolados foram cultivados em meios liquidos, apesar de haver
concentracdes acima de 10* zodsporos/mL do isolado 1405 nos meios sélidos de (c), (b), (t) e
(V8).

As baixas concentragdes de zoosporos obtidas através do cultivo em meios sélidos sao
decorrentes da aeracdo, um fator que influencia significativamente a formacéo de esporangios.
A espécie P. nicotianae raramente produz esporangios em micélio submerso, provavelmente
devida a falta de oxigénio. Mesmo quando ha a producdo de esporangios nestas condices, a
liberacdo e obtencdo de suspensdes de zodsporos tambem séo dificultadas pela caducidade
dos esporangios (Ribeiro, 1983).

Outro fator que influenciou a esporulacdo foi a idade da cultura. Em todos 0s meios
analisados, as maiores concentragcdes de zoosporos foram obtidas ap6s 15 dias de incubacéo.
O micélio jovem quando consome todos 0s nutrientes, produz mais esporangios que culturas
mais velhas (Ribeiro, 1983). A formacdo de esporangios decresce com o tempo de cultivo em
condicdes axénicas (Ayers & Zentmyer, 1971), entretanto ha variacdes nos tempos de cultivo
ideais para a esporulacdo até mesmo dentre isolados da mesma espécie. P. nicotianae
possuem esporulacdo tardia em comparagdo com espécie como P. palmivora que produz
esporangios em abundancia ao 5° dia de incubacéo.

O pH dos meios de cultivo testados correlacionou-se de forma positiva em relacéo a
esporulacdo e negativamente em relagdo ao crescimento, corroborando a necessidade de
fatores injuriantes ou estimulantes para a esporulacdo em grande parte dos fungos
fitopatogénicos (Pulz & Massola Jr., 2008). Assim como a luz, o pH 6timo para a formacao
de esporangios é muito variavel até mesmo entre isolados da mesma espécie (Ribeiro, 1983).

Devido o requerimento nutricional de Phytophthora spp., alguns trabalhos aliam a
adicéo de sais como KNOg (Santos, et al., 2004), com a ajuste do pH dos meios. Os meios (f)

e (s), que possuem pH inicial de 6,10 e 6,27 respectivamente, apesar de induzirem os maiores
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crescimentos, ndo proporcionaram a formacdo de esporéangios. Entretanto quando a massa
micelial formada nestes meios foram transferidas para solu¢cbes com pH acido, a presenca
nestas condicbes por 24h foi suficiente para produzir as maiores concentracfes de zodsporos.
Estes resultados indicam que dentre os fatores que induzem a alta esporulacdo de P.
nicotianae, o pH pode ter grande influencia.

Os resultados deste estudo permitem corroborar a influéncia estimuladora de liquidos,
dos requerimentos nutricionais, da luminosidade, do pH e idade da cultura na producdo de
esporangios, e conseqlientemente na obtencdo de altas concentracdes de suspensdes de
zoosporos de P. nicotianae. A combinagdo do meio liquido a base do suco de vegetais (V8), 0
qual possui pH &cido em torno de 4,7; auséncia de luz e culturas com idade a partir de 15 dias,
apesar de ndo induzirem os maiores crescimentos, induzem a esporulacdo em isolados desta
espécie. Apesar de proporcionarem uma menor producdo de zo6sporos em relacdo ao (V8), os
meios obtidos de berinjela e tomate aparecem como alternativa, podendo futuramente ser
testadas formulacdes através da unido dos mesmos.

A deficiéncia de métodos padrdes eficazes para a esporulacdo desta espécie, induz a
utilizacdo de metodologias de inoculacdo que ndo permitem a quantificacdo e qualificacdo dos
propagulos infectivos, reunindo em discos de meio de cultura varios propagulos infectivos
como o micelio (conjunto de hifas), clamidosporos (estrutura vegetativa de sobrevivéncia),
esporangios (estruturas reprodutivas assexuais) e zoOsporos (esporos assexuais moveis
formados no interior dos esporangios). A partir destes resultados, novos estudos poderdo ser
norteados, na tentativa de se obter as concentracGes de zodsporos de varias espécies de
Phytophthora necessarias para testes de patogenicidade com P. nicotianae, tornando-os mais
apropriados a realidade cultivo no campo de, bem como aqueles que visam o controle da

doenca.
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526 Tabela 1 - Crescimento micelial em meios agarisados (cm) e liquidos (g) produzida por dois isolados (1365 e

1405) de Phytophthora nicotianae em diferentes meios de cultura e regimes de luz, & 25+2°C

DIAMETRO MEDIO DA COLONIA

BIOMASSA® (g)

MEIOS" TCM? (cm.dia™) CM6 (cm)
E° LE® L’ E LE L E LE L
B 142aA 132aA 1,14bB 9,49aA 9,550aA 9,07aB 0,076 cdA 0,041 dB 0,022 eC
C 1,15¢B 131aA 134aA 939aA 947aA 8,87aB 0,134cA 0,100 cdB 0,104 cB
F 126 bA 124aA 1,15bB 9,00bA 841bB 8,52bB 0,161 bA 0,155 cbAB 0,096 cdB
M 0,87dC 1,29aA 1,16bB 950aA 9,48aA 9,18aA 0,397 aA 0,386 aA 0,362 aA
S 1,09cA 1,13bA 1,03bcA 795cA 8,00cA 8,15cA 0,173bB 0,210 bA 0,165 bB
T 1,27bA 130aA 1,14bB 7,84cA 758dA 6,71dB 0,090 dA 0,074 daB 0,042 deB
V8 1,11cB 1,29aA 0,96cC 7,20dB 8,06cA 6,00eC 0,091 cA 0,055dB 0,047 deB
CV (%) 7,44 6,02 7,16
527 - . ., ., . o s .
Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si de acordo
528
com o teste Tukey (P=0,05)
529 ., . . ) . . :
Meios - B. berinjela; C. cenoura; F. feijdo caupi; M. mandioca; S. soja; T. tomate; V8. suco de vegetais;
530 , _ . . o A 3 . o
TCM. taxa de crescimento micelial entre o terceiro e sexto dia de incubacgdo; *CM6. crescimento micelial ao
531 . . . . . A .
sexto dia de cultivo; “BIOMASSA. Biomassa seca com 15 dias de cultivo; °E. auséncia de luz; °LE.
532 ,
fotoperiodo de 12h; L. luz constante.
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544

545



546  Tabela 2 - Producio média de zo6sporos (_x 10%) dos isolados 1365 e 1405 de Phytophthora

547  nicotianae cultivados por 15 dias em diferentes meios de cultura liquidos, e trés regimes de

luz, a 25+2°C
g Isolado/Fotoperiodo 549
Meios
1365 1405
E? LE® L CV(%) E LE L CVS(%%)
2,0
B 04bA  bcA  30bA 17,36 208bA 226aA 10,6bA 3253
C 0,0bC 24bB 4,4 abA 9,59 1,0cB 2,0bAB 3,6 bcA 2%}&
F 0,0bA 0,0cA 0,0cA - 0,0cA 0,0 bA 0,0cA -
M 0,0bB 16bcA 0,0cA 17,05 0,0cB 4,2 bA 3,8bcA 2483
S 0,0bA 0,0cA 0,0cA - 0,0cA 0,0 bA 0,0cA -
T 52bA 23bA  40abA 34,32 182bA 124bA 246aA 3334
V8 172,6 aA 10,6 aB 5,8aB 18.78 114,2aA 19,2aB 7,6 bB 14,40
joJole)
CV (%) 28,87 21,17 11,41 32,62 26,08 25,62
556 Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem
37 entre si de acordo com o teste Tukey (P=0,05)
38 Ipeios - B. berinjela; C. cenoura; F. feijdo; M. mandioca; S. soja; T. tomate; V8. suco de
559 vegetais; 2E. auséncia de luz; °LE. fotoperiodo de 12h; *L. luz constante.
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572

573
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574 Tabela 3 - Coeficientes de correlacéo linear de Pearson (ry) e p-valor entre as variaveis esporulacéo e
575 biomassa produzida por dois isolados de Phytophthora nicotianae (1365 e 1405) em diferentes meios de
576  cultura e fotoperiodo (E - auséncia de luz; LE - fotoperiodo de 12h; L - luz continua), avaliados aos 10 e 15

dias, a 25+2°C

Fotoperiodo/dias de incubac&o?

Meios! Eio LEio Lio Eis LEss Lis
1365 1405 1365 1405 1365 1405 1365 1405 1365 1405 1365 1405
B My - - - - 0250 -008 -0408 -0,655 0,953 -0,757 0,745 0,463
p-valor - - - - 0685 0898 0495 0,229 0,012 01138 0,148 0431
c My - - - - 0562 0377 - -0845 0612 -0,102 0,230 -0,007
p-valor - - : - 0323 0530 - 0071 0272 0869 0,708 0,906
F r‘XV - - - - - - - - - - - -
p-valor - - - - - - - - - - - -
M My - - -0098 - -0379 -0893 - - 0268 0597 - 0121
p-valor - - 0874 0,528 0,04 - - 0662 0287 - 0845
s My - - - - 0698 -0678 - - - - - -
p-valor - - - - 0,189 0,208 - - - - - -
T Iyy 0,408 0,395 0,166 -0,534 0,060 -05575 0,021 -0,936 -0,133 0,562 -0,243 -0,055
p-valor 0495 0,510 0,788 0,353 0,923 0,310 0,973 0,019 0,830 0,323 0,692 -0,929
V8 Fyy -0,838 0,272 -0,971 0,021 0,00 -0,932 -0,310 0,406 0,266 -0,215 -0,343 0,404
p-valor 0,076 0,657 0,005 0973 100 0,021 -0,610 0,497 0,664 0,727 0,572 0,499
577
p-valor - Prob > |r| under HO: Rho=0
578 . . . . . . .
Meios - B. berinjela; C. cenoura; F. feijdo; M. mandioca; S. soja; T. tomate; V8. suco de vegetais
579 . . . . . . . - . .
“Fotoperiodo/dias de incubacéo - Ej. auséncia de luz em 10 dias de incubagdo; LE;,. alternéncia luminosa de
580 . . - . . . "
12h em 10 dias de incubagdo; Ljo. luz constante; E;s. auséncia de luz em 15 dias de incubagdo; LE;s.
581 . . . . - . . o
alternéncia luminosa de 12h em 15 dias de incubacéo; L;s. luz constante em 15 dias de incubacéo.
582
583
584
585
586
587
588

589
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EFEITO DE OLEOS E EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE DE DOENCAS
CAUSADAS POR Phyophthora nicotianae em tomateiro e berinjela
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho, avaliar o efeito de dleos essenciais (OE) e extratos
bruto aquoso (EBA) obtidos de Syzygium aromaticum e Cymbopogon nardus no controle de
doencas causadas por Phytophthora nicotianae a tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.),
e berinjela (Solanum melongena L.), O experimento foi conduzido em duas etapas. Na
primeira, foram realizados bioensaios “in vitro” através do método de diluicdo em agar de
diferentes concentracdes dos Oleos essenciais (OE’s) (0,1; 0,5; 1,0 uL/mL) e extratos bruto
aquoso (EBA’s) (1,0; 10,0; 20,0%), a fim de avaliar o potencial inibitério no crescimento
micelial e germinagdo de zoosporos. A partir das inibi¢des “in vitro”, foram realizados testes
em frutos e plantulas sob ambiente controlado de laboratorio e casa-de-vegetacdo
respectivamente. As varidveis dependentes avaliadas foram o diametro médio das lesdes

formadas na superficie dos frutos ao longo de seis dias; e a incidéncia e morte ao longo de 15
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dias de avaliacdo. Constatou-se que os produtos que mais inibiram o crescimento micelial e a
germinacdo dos zoosporos, foram obtidos de S. aromaticum, a partir das concentracdes de 0,5
puL/mL e 10% do OE e EBA, respectivamente. Enquanto que o tratamento que mais retardou
a evolucédo da doenca em frutos e plantulas quando comparado com a testemunha inoculada,
foi o OE e EBA de C. nardus nas concentracfes de 1,0 pL/mL e 20%, respectivamente. Com
isso podemos inferir que os produtos obtidos de S. aromaticum e C. nardus, tém potencial
para reduzir o ataque deste patégeno em plantas de tomate e berinjela.

Palavras chave: controle alternativo de doencas de plantas, pos-colheita, Phytophthora

nicotianae, Syzygium aromaticum, Cymbopogon nardus.

ABSTRACT

Effect of oils and plant extracts in controlling diseases caused by Phytophthora
nicotianae Breda Hann of tomato and eggplant

The objective of this study was to evaluate the effect of essential oils (EO) and crude aqueous
extracts (EBA) obtained from Syzygium aromaticum and Cymbopogon nardus in controlling
diseases caused by Phytophthora nicotianae on tomato (Lycopersicon esculentum) and
eggplant (Solanum melongena). The experiment was conducted in two stages. In the first,
experiments were conducted "in vitro" using the agar dilution method with different
concentrations of essential oils (EO's) (0,1; 0,5; 1,0 pL/mL) and aqueous crude extracts
(ACE's) (1,0; 10,0; 20,0%) to evaluate the inhibitory potency mycelial growth of germination
of zoospores. From the percentages of inhibition and minimum inhibitory concentrations
found, tests were performed on fruits and seedlings under controlled laboratory environment
and greenhouse respectively. The dependent variables evaluated were the mean diameter of
lesions formed on the surface of the fruit over six days, and the incidence and death over 15

days of evaluation. It was found that the products that inhibit the germination of the mycelial



51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

67

growth and zoospores were obtained from S. aromaticum, concentrations from 0,5 pL/mL and
10% ACE and EO, respectively. While the treatment more delay progression of disease in
fruit and seedlings compared to inoculated control was OE and ACE of C. nardus at 1,0
puL/mL and 20% respectively. We can infer that the products obtained from S. aromaticum
and C. nardus, have the potential to reduce the attack of this pathogen on tomato and
eggplant.

Keywords: alternative control of plant diseases, post-harvest, Phytophthora nicotinae,

Syzygium aromaticum, Cymbopogon nardus.

INTRODUCAO

Existem trés espécies de Phytophthora que se destacam como patdgenos de hortalicas,
P. infestans (Mont.) de Bary, P. capsici Leonian e P. nicotianae Breda de Hann, ocasionando
murcha, requeima e podriddes em frutos (Laureano & Reis, 2006). No Brasil, Phytophthora
nicotianae € relatada como a espécie que possui a maior gama de hospedeiros, sendo
patogénica a mais de 31 espécies vegetais (Luz 2006), desde cultivos agricolas perenes e
anuais de grande importancia econdmica, a plantas aromaticas, ornamentais, medicinais e
especies florestais.

Dentre as olericolas, Solanaceae é a familia botanica mais afetada por problemas
fitossanitarios (Filgueira, 2000), e devido & alta vulnerabilidade destas culturas a doengas, é
grande a quantidade de agrotdxicos empregada para o controle delas (Lopes & Santos, 1994;
Kurozawa & Pavan, 1997).

O controle de doencas de plantas ainda €& largamente realizado por meio de
agroquimicos, os quais atraves do uso racional poderdo apresentar em curto prazo, um efeito

positivo para o produtor. Entretanto, além do surgimento de isolados dos fitopatogenos
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resistentes as substancias quimicas utilizadas, a exemplo de isolados de Guignardia citricarpa
Kiely resistentes a carbendazim (Rodrigues et al., 2007) e isolados de Phytophthora
nicotianae Breda de Hann resistentes a metalaxyl (Timmer et al., 1998), os resultados para a
sociedade como um todo e para 0 meio ambiente podem se tornar negativos devido a poluicao
causada pelos residuos. Nesse contexto, termos como agricultura alternativa ou sustentavel
estimulam a busca de novas medidas de protecdo das plantas contra as doencas (Zadocks,
1992), Um dos enfoques deste tipo de agricultura € o controle alternativo de doencas de
plantas através o uso de 6leos e extratos vegetais ou de metabdlitos secundarios (Schwan-
Estrada et al., 2000; Bosenbecker et al., 2006; Bernardo & Bettiol, 2010).

A medida que o consumidor se conscientiza sobre o efeito dos alimentos que consome,
na manutencdo da saude, tornam-se mais exigentes por produtos de qualidade, especialmente
para 0 consumo in natura, em que a relagcdo produto/consumidor é bastante estreita (Fortes &
Osorio, 2003). Em razéo de varios fatores, vem se verificando uma crescente procura por
defensivos alternativos para o efetivo controle de doencas e pragas, oferecendo maior
seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica, aplicabilidade em
programas de manejo integrado de pragas e baixo impacto ambiental.

Vaérias plantas por possuirem substancias comprovadamente antimicrobianas, vém
sendo bastante utilizadas no controle alternativo de doencas de plantas, tanto isoladamente
guanto em conjunto com outras espécies vegetais. Tais compostos podem ser aplicados
através da atomizacdo na parte area, ou incorporados ao solo, a fim de controlar a densidade
populacional principalmente de patégenos habitantes do solo como Phytophthora spp.
(Bowers & Locke, 2004).

Wang e colaboradores (2001) avaliaram a eficiéncia de extratos de 88 espécies de
plantas e 19 deles inibiram a formacgéo de zodsporos e o0 crescimento in vitro de P. infestans.

Oleos essenciais de Piper aduncun L., Piper callosum Ruiz & Pav, e Cymbopogon nardus L.
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inibiram o crescimento micelial e germinacdo de zodsporos de oito espécies de Phytophthora,
P. heveae Thomps, P. idaei Kenn, P. boehmeriae Sawada, P. palmivora Butler, P. capsici, P.
nicotianea, P. drechsleri P. citrophthora R.E. Sm. & E.H.Sm. (Lima, 2008; Valiense, 2009).
O extrato de alho (Allium sativum L,) inibiu completamente a formacéo de zoo6sporos (Ke-
Qiang & Van Bruggen, 2001; Wang et al., 2001) e a formacdo de colonias de P. infestans
(Ke-Qiang & Van Bruggen, 2001). O extrato de pimenta longa (Piper longum L.) reduziu em
60% a mortalidade de tomateiros inoculados com P. infestans (Lee et al., 2001), Em outro
experimento semelhante, todos os tomateiros tratados com curcumina, produto derivado do
rizoma de acafrdo-da-india (Curcuma longa L.), sobreviveram depois de inoculados com P.
infestans, apresentando resultado similar ao obtido com o fungicida clorotalonil (Kim et al.,
2003), O o6leo de cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr & L.M. Perry) foi capaz de
inibir o crescimento micelial e a germinacgédo dos zodsporos de P. palmivora e P. citrophthora
(Silva, 2010).

A adocdo de técnicas alternativas de manejo tem sido mais acentuada em pequenas
propriedades destinadas a agricultura familiar e em areas de assentamentos rurais que estao
em expansdo em funcdo dos programas governamentais. Estes agricultores muitas vezes nao
tém acesso ao diagndstico de doencas e necessitam também de métodos de controle das
mesmas, que sejam acessiveis ao tipo de agricultura a que se dedicam, ndo podendo usar
produtos quimicos em funcdo do custo e também para ndo inviabilizar a producdo organica
que normalmente praticam.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de 0Oleos e extratos
vegetais de S. aromaticum e C. nardus no controle das doencas causadas por P. nicotianae em

tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) e berinjela (Solanum melongena L.).
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Phytophthora e de
Heveicultura da Sec¢do de Fitopatologia do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), situada
na Superintendéncia Estadual da Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(CEPLAC) e no Laboratério de Microscopia Eletronica da Universidade Estadual de Santa

Cruz (UESC), em llhéus, Bahia, Brasil.

Selecdo dos isolados

Dezesseis isolados de P. nicotianae obtidos de material vegetal e solos cultivados com
hospedeiros, pertencentes a Colecédo Brasileira de Phytophthora “Arnaldo Gomes Medeiros”,
foram revitalizados e diferenciados quanto a patogenicidade e agressividade a frutos de
berinjela (Solanum melongena L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) e pimentdo
(Capsicum annum L.), através da inoculacdo com discos de meio de cultura contendo
estruturas fungicas na superficie intacta. Foram realizadas avaliacdes aos trés, cinco e seis
dias apds a inoculacdo (DAI) através da mensuracdo longitudinal e transversal das lesdes para
calculo do diametro médio da lesdo (DML). O crescimento micelial foi avaliado para a
diferenciacdo dos isolados de acordo com as médias obtidas a partir de medidas
diametralmente opostas das coldnias aos 3, 5, e 6 (DAI).

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em dois
ensaios, com cinco repeti¢des/isolado. No 1° ensaio foram testados 16 isolados em frutos de
berinjela e tomate, e no segundo, oito, 0s que mais se destacaram no primeiro, foram
inoculados em frutos de berinjela, tomate e pimentéo, e feita afericdo das lesdes apenas aos 6

DAL
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Obtencédo de 0leos e extratos vegetais

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana e/ou potencial de inibi¢cdo sobre o
desenvolvimento de P. nicotianae em tomate e berinjela foram obtidos o extrato bruto aquoso
(EBA) e oleo essencial (OE) a partir de folhas de Cymbopogon nardus (L.) Rendle (citronela)
e capitulos florais de Syzigium aromaticum (L.) Merr & L.M. Perry (cravo-da-india).

A coleta das folhas de C. nardus foi feita no Horto Medicinal da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC), IIhéus-BA, no periodo da manha, cortadando-as a uma altura
de 20 a 30 cm a partir do solo (Costa et al., 2005). Os capitulos florais de S. aromaticum
foram obtidos em casas comerciais do Centro de Abastecimento do municipio de Itabuna-BA.

Os EBA’s foram obtidos através da tritura¢dao de folhas frescas e de capitulos florais
com ADE em liquidificador, na proporcao de 100:200, 24h antes da sua utilizacdo. As folhas
foram sanitizadas antes do preparo do extrato, sendo imersas em hipoclorito de sédio a 2%
por 30s e lavadas em ADE e os capitulos florais foram previamente fragmentados em fragdes
menores com mixer. Posteriormente, os EBA’s foram filtrados em camada dupla de gaze,
acondicionados em frascos de vidro &mbar e mantidos a temperatura de aproximadamente 25
°C, A solucdo estoque do extrato de S. aromaticum foi posteriormente autoclavada (\VVenturoso
et al., 2010), enquanto que a de C. nardus por possuir compostos antimicrobianos
termolabeis, foi suplementada pela adicdo dos componentes utilizados no meio seletivo
PARPH (Kanwischer; Mitchel, 1979).

O processo de obtengdo do OE foi realizado no Centro de Microscopia Eletronica —
UESC, entre os dias 12 e 18 de maio de 2011, seguindo o método direto por hidrodestilagdo
com arraste de vapor em sistema tipo Clevenger (Rozwalka et al., 2008). Para a extracdo do
OE de S. aromaticum foram utilizadas 100g dos capitulos florais para 1500 ml de agua
destilada, em duas baterias com quatro baldes de 3,000 mL por 36h, Enquanto que para C.

nardus, um total de 7,5Kg de folhas frescas e picadas, foram distribuidos em baterias com
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quatro baldes contendo 200g de folhas para 1500 mL de agua, e submetidas ao processo de
extracao por 1h. O ¢6leo foi separado dos hidrolatos por particdo gravimétrica utilizando funil
de separacdo, transferido para frascos de vidro ambar e acondicionados em geladeira (5°C). O
rendimento dos OE’s foi calculado dividindo a massa obtida apds a extragao pela massa

inicial dos orgaos vegetais e multiplicando por 100.

Efeito dos Gleos e extratos vegetais no crescimento micelial e germinacéo de zo0sporos
“in vitro”

O método utilizado foi o bioanalitico “in vitro” observando o desenvolvimento ou
inibi¢do dos isolados em diferentes concentragdes de OE’s e EBA’s (Pereira et al., 2006). Em
camara de fluxo laminar, foram obtidas as concentracdes 0,1; 0,5; 1,0 uL/mL, e 1; 10 e 20%
através da incorporagdo das solucdes estoque dos OE’s, e EBA’s em meio CA fundente (45-
50 °C), previamente esterilizados usando método de diluicdo em &gar, sendo posteriormente
vertido em placas de Petri. Além dos OE’s e EBA’s, metalaxyl+mancozeb foi adicionado
como tratamento nas mesmas concentracoes dos OE’s. A cada concentragdao dos OE’s foi
adicionado surfactante Tween 80 em igual proporcdo. Discos de coldnias dos dois isolados
testados com sete dias de incubacdo foram invertidos e depositados no centro das placas com
o0s tratamentos, e somente com 0 meio CA e o surfactante. As placas foram criteriosamente
lacradas, identificadas e incubadas a 25-27°C por sete dias na auséncia de luz. O experimento
foi conduzido em DIC com arranjo fatorial 5x5+1, representados por produtos e
concentracgdes, totalizando 26 tratamentos, incluindo a testemunha, com cinco repeti¢des por
tratamento.

A avaliacdo do experimento teve inicio 24h apo6s sua instalacdo, realizando-se
medi¢cdes ortogonais do didmetro das col6nias diariamente, sendo que cada medicéo

correspondera a média de duas medidas diametralmente opostas da colbnia fungica, tendo
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como referéncia as placas das testemunhas, visto que cada isolado apresenta diferencas quanto
a velocidade de crescimento. A partir das médias dos diametros das colonias dos isolados,
foram calculadas as porcentagens de inibicdo do crescimento micelial.

A inibicdo do crescimento micelial foi avaliada através da porcentagem de inibicdo do
crescimento (PIC) dos isolados para cada tratamento em relacdo a testemunha, através da
formula: PIC = [(diametro da testemunha — diametro do tratamento) / diametro da
testemunha] x 100. Nos tratamentos que houve 100% de inibicdo, o disco das colonias foram
transferidos para placas contendo meio CA e incubados sob luz constante, a 25-27°C, por
cinco dias, para avaliar o seu potencial fungistatico e/ou fungicida.

Para avaliar o efeito dos produtos alternativos sobre a germinacdo dos zodsporos de
P, nicotianae, utilizou-se as solucdes estoque dos Oleos e extratos vegetais, para obter as
mesmas concentracfes testadas para inibicdo do crescimento micelial, incorporando-as em
meio agar-agua (AA) fundente, e vertendo em placas de Petri de 5 cm de diametro. As
testemunhas consistiram em placas contendo apenas AA com surfactante. Logo em seguida,
foi adicionado as placas contendo meios + tratamentos, 300 puL da suspensdo de esporos na
concentracdo de 3x10° zodsporos/mL, e incubadas a 25-27°C na auséncia de luz, por 4, 8, e
12h. As suspensdes foram obtidas através do cultivo dos isolados testados em meio V8
liquido por 15 dias. Apds o 14° dia de incubacdo, foi retirado o excesso do meio de cultura, o
micélio lavado com ADE e incubado novamente sob as mesmas condi¢des que se encontrava.
A suspensdo de zoobsporos foi obtida segundo Luz e colaboradores (2008), induzindo a
liberacdo através de choque térmico.

O experimento foi montado em DIC, com fatorial 4x3, correspondendo a quatro
produtos e trés concentracbes, além da testemunha. Duas placas foram divididas em
quadrantes e, cada quadrante constituiu uma repeticao, totalizando oito repeti¢des/tratamento,

A avaliacdo do ensaio foi realizada 12 h apds o inicio da incubacéo, atraves da contagem do
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numero de esporos totais e germinados, no campo de visdo da objetiva de 40X do
microscopio Optico, em trés pontos distintos de cada quadrante. Avaliou-se 0 ndimero de
esporos em cada repeticdo que apresentavam tubo germinativo independente do tamanho dos

mesmos, e calculado a porcentagem de inibicéo.

Efeito de dleo e extratos vegetais no controle da podridéo algoddo em frutos de tomate e
berinjela

Frutos verdoengos de tomate, berinjela e pimentdo obtidos em casas comerciais do
Centro de Abastecimento de Itabuna-BA, foram lavados, desinfestados com hipoclorito de
sodio (NaClO) 2%, secos a temperatura do ambiente laboratorial (25-27°C) e submetidos a
imersdo em solug¢ao dos OE’s de S. aromaticum e C. nardus, nas concentracfes de 0,5 e 1,0
pL/mL, e EBA’s de 10 e 20% respectivamente, além do oxicloreto de cobre (fungicida
protetor) na concentracao de 100 pL/mL por um periodo de trés minutos. Foi adicionado aos
tratamentos o espalhante adesivo Wil fix 2%. Testemunhas inoculadas e absolutas foram
avaliadas.
Os frutos foram acondicionados em caixas plasticas, contendo espuma umedecida para
simular um ambiente de cdmara Umida, e sobre placas de Petri, para ndo haver o contato com
a espuma. Apds 24 horas foram realizadas inoculacdes na superficie intacta, na regido
equatorial, com a deposicao de discos de meio de cultura com estruturas do isolado 1405 de
P. nicotianae, e montadas camaras Umidas localizadas sobrepondo-os com chumacos de
algoddo umedecidos. Apos a inoculacdo, os frutos foram mantidos a 25-27°C em cédmara
umida até o altimo dia de avaliagdo. As testemunhas consistiram de frutas imersas em ADE
com surfactante. O desenho experimental foi em 4 blocos casualizados, com cinco repeti¢es

cada. As avaliacdes foram realizadas do 3° ao 6° DAI, pela analise da severidade da doenga
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em cada ponto inoculado, determinando-se a area lesionada externa pela mensuracdo do
comprimento da lesdo em dois sentidos diametralmente opostos.

Curvas de progresso da doenca foram plotadas, utilizando-se os valores de severidade
da doenca (tamanho de lesdo) no tempo. Os dados de severidade em proporcdo (y),
linearizados pela transformacao logistica [y = In[y/(1-y)]] (Campbell & Madden, 1990), foram
ajustados a modelo de regressao linear simples, tendo tempo dias apo6s a inoculacdo (DAI)
como variavel independente. A transformacdo logistica foi executada porque propiciou o
melhor ajuste dos dados de progresso na maioria das situacdes. A taxa de progresso da doenca
(TPD) foi estimada pelo parametro b da equacéo de regressdo. Adicionalmente, com os dados
de tamanho de lesdo foi calculada a area abaixo da curva de progresso da doenca padronizada
(AACPD) (Campbell & Madden, 1990). Considerando as curvas de progresso, as epidemias
foram comparadas em relacdo a severidade méaxima da doenca (Ymax), taxa estimada de
progresso da doenca (TPD) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo a separacao de médias efetuada

pelo teste de Tukey, ao nivel de probabilidade de 5%.

Experimentos utilizando plantulas

Para estes ensaios, plantulas de tomateiro e berinjela foram obtidas a partir da
semeadura em sacos para mudas (1° experimento), e copos plasticos de polietileno (2°
experimento) contendo a mistura de 50 % substrato comercial (Plantimax) + 50 % solo
esterilizado. Foram plantadas trés sementes/saco e copo a aproximadamente 1 cm de
profundidade, realizando o desbaste apds a germinacdo. As plantulas foram mantidas em
casa-de-vegetacao sob sistema de irrigagdo por aspersdo, com turno de rega de 6h na primeira

semana e 12h a partir da segunda semana ap0s a semeadura.
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Transcorrido quatorze dias ap0s a semeadura, as plantulas apresentando 2 a 3 folhas
definitivas, foram transportadas para cadmaras de inoculagdo e mantidas sob condicGes
controladas de umidade relativa, temperatura e alternancia luminosa de 12h. Os dados de
variagdes climaticas foram monitorados com aparelhos data loger HOBO®. Momentos antes
da inoculacdo, o substrato em que as plantulas se desenvolviam foi saturado com agua, de

modo a proporcionar as condic¢des 6timas para a infecgcdo através dos zoOsporos.

1° experimento - Selecdo da melhor concentracéo de indculo para infeccdo em plantulas
de tomateiro e berinjela em casa-de-vegetacdo

Visando selecionar a melhor concentracdo de zodsporos de P. nicotianae para a
expressao dos sintomas em plantulas de tomateiro e berinjela, estas foram inoculadas através
da deposicdo de 1 mL de uma das seguintes concentracdes: C1 — 1x10% C2 — 5x10% C3 —
1x10°, ao redor do coleto de plantulas aos 15 dias ap6s a semeadura. A suspensio de
zoosporos foi obtida através da metodologia proposta por Luz e colaboradores (2008), a partir
de colbnias do isolado de P. nicotianae com 15 dias, cultivadas em meio V8 liquido na
auséncia de luz. O desenho experimental foi delineado através da casualizacdo de cinco

blocos com 10 plantulas por repeticao.

2° experimento - Efeito de 6leo e extratos vegetais no controle de “damping off” em
plantulas de tomateiro e berinjela em casa-de-vegetacéo

Para este experimento as plantulas foram cultivadas em copos plasticos, sob as
mesmas condigdes do 1° experimento. Os OE’s e EBA’s de S. aromaticum e C. nardus, nas
concentragoes de 0,5 e 1,0 uL/mL, e EBA’s de 10 e 20% respectivamente, foram pulverizadas
no limbo foliar até o ponto de escorrimento, e aplicados ao redor do coleto 48h antes da

inoculacdo. Além dos OE’s e EBA’s foi adicionado como tratamento o fungicida metalaxyl +
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mancozeb, conforme recomendacdo do fabricante (3g/L) para as culturas testadas, uma
testemunha inoculada e um controle absoluto. As plantulas de tomateiro e berinjela foram
inoculadas com a melhor concentracdo e metodologia utilizada no experimento 1.

Os experimentos 1 e 2 foram conduzidos em blocos casualizados, sendo o primeiro
com quatro, e o segundo com sete tratamentos, ambos com cinco repeticbes e 10 plantulas
incluindo as testemunhas.

Avaliacbes diarias foram realizadas através da andlise dos componentes
epidemioldgicos, identificando o periodo de incubacao (Pi) em plantas tratadas e ndo tratadas,
determinado pelo nimero de dias entre a inoculacdo e o surgimento dos sintomas da doenca; e
a incidéncia (INC) namero de plantas doentes e mortas em relacdo ao total de plantas
inoculadas.

Assim como no experimento em frutos, curvas de progresso da doenca foram plotadas,
no entanto foram utilizando os valores de incidéncia (aparecimento de sintomas) e morte no
tempo. Os dados de incidéncia e morte em proporc¢do (y), linearizados pela transformacéo
logistica [y = In[y/(1-y)]] (Campbell & Madden, 1990), foram ajustados a modelo de
regressdo linear simples, tendo tempo dias ap6s a inoculacdo (DAI) como variavel
independente. Os dados de progresso também foram transformados para 0 modelo logistico
por propicionar o melhor ajuste dos na maioria das situacdes. A taxa de progresso da doenca
(TPD) foi estimada pelo parametro b da equacdo de regressao, e a area abaixo da curva de
progresso da doenga padronizada (AACPD) (Campbell & Madden, 1990) calculada a partir
dos dados de incidéncia e morte. Considerando as curvas de progresso, as epidemias foram
comparadas em relagdo a incidéncia final, numero de plantas mortas, taxa estimada de

progresso da doenca (TPD) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).
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Anélises dos dados

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade e submetidos a anéalise de
variancia pelo teste F a 1% de probabilidade, sendo a separacdo de médias efetuada pelo teste
de Tukey, ao nivel de probabilidade de 5%. Todas as analises estatisticas foram realizadas

utilizando-se a versdo 9 do software SAS® (Statistical Analysis System).

RESULTADOS

Selecdo dos isolados

Os isolados testados no ensaio 1 promoveram lesdes no terceiro DAI apenas nos frutos
de berinjela, com destaque para o 1405 e 1177 por apresentarem 100% de infeccdo. A partir
do quinto DAI formaram-se leses nos frutos de tomate, e todos os 16 isolados infectaram os
frutos de berinjela (Tabela 1).

As lesdes nos frutos de berinjela variaram de 9,10 (isolado 1375) a 15,48 cm (1399) e
a porcentagem de infeccdo de 60 (1187, 1359) a 100% (maioria dos isolados). Todos 0s
isolados foram patogénicos aos frutos de tomate com seis DAI, provocando lesGes que
variaram de 2,15 (1360) a 7,97 cm (1406), com 20 (1360 e 1176) a 100% (1399) de infeccéo.
A partir destes resultados, foram selecionados 50% dos isolados inicialmente testados (1178,
1358, 1365, 1405, 1406, 1399, 1381, 1177), pela agressividade aos dois hospedeiros.

O didametro médio das lesdes (DML) provocadas pelos oito isolados testados no ensaio
2 em frutos de berinjela variou de 6,75 (1177) a 16,81 cm (1405) com 20 (1177) a 100%
(1381) de infeccdo; em frutos de tomate de 6,40 (1358) a 8,49 cm (1406) com apenas 0S
isolados 1178 (60%) e 1177 (90%) nédo apresentando 100% de infec¢do(Tabela 2). Somente o

isolado 1365 causou lesdo nos frutos de pimentéo com seis DAI. Neste segundo ensaio, foram
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selecionados os isolados 1365 e 1405 para oS experimentos seguintes, com base na

patogenicidade e agressividade a frutos de berinjela, tomate e pimentéo.

Obtencédo de 0leos e extratos vegetais

Ap0s a extracao de 800g de capitulos florais de S. aromaticum por 36h, foram obtidos
99,279 de o6leo, apresentando rendimento de 12,41% (m/m). Enquanto que para C. nardus, foi
obtido um rendimento de 0,56% (m/m). O Gleo de S. aromaticum apresentou coloragédo
levemente amarelada, e densidade maior do que o hidrolato, j& o de C. nardus foi menos

denso e transldcido.

Efeito dos dleos e extratos vegetais no crescimento micelial e germinacéo de zo6sporos
“in vitro”

Os resultados referentes a inibicdo do crescimento micelial e germinacdo dos
zoosporos pouco diferiram para os dois isolados de P. nicotianae analisados.

Os produtos que mais inibiram o crescimento micelial foram obtidos de capitulos
florais de S. aromaticum. O EBA e OE deste material vegetal, a partir da concentracdo de 10
% e 0,5 uL/mL respectivamente, inibiram 100% o crescimento micelial dos dois isolados de
P. nicotianae (Tabela 3), ndo havendo crescimento dos dois isolados quando os discos das
col6bnias colocados nas placas de CA contendo os tratamentos por sete dias foram removidos e
transferidos para meio CA. A menor concentragdo do EBA de S. aromaticum testada (10%)
inibiu 100% o crescimento do isolado 1365 durante os trés primeiros dias de incubacdo, mas
as coldnias comecgaram a desenvolver a partir do quarto dia.

A maior concentracdo do OE obtido de folhas frescas de C. nardus, apesar de impedir
o0 crescimento do isolado 1405 até 3 dias de incubacdo, ndo apresentou potencial fungicida,

porém inibiu acima de 90% o crescimento dos dois isolados. Ao contrario do EBA obtido de
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S. aromaticum, o de C. nardus apresentou menor efeito do que o OE, com a sua maior
concentracgdo inibindo cerca de 65% do crescimento micelial dos dois isolados.

O percentual maximo de inibicdo proporcionado pela maior concentracdo (1,0 pL/mL)
do fungicida (metalaxyl+mancozeb) foi de 48,1 para o isolado 1405, e 40,2% para o 1365,
havendo um decréscimo da inibicdo na medida em que decresciam as concentragoes.

Com relacéo a inibicdo da germinacdo dos zodsporos de P. nicotianae, 0os produtos
obtidos de S. aromaticum também se mostraram mais efetivos que os de C. nardus (Tabela 4),
O EBA e OE de S. aromaticum tiveram efeito semelhante, causando inibicdo total da
germinacdo a partir de 10% e 0,5 pL/mL para os dois isolados. A concentracdo de 1% e 0,1
pL/mL destes produtos, mesmo ndo impedindo a germinacdo de todos os zodsporos
visualizados, apresentaram um percentual de inibicdo médio superior a 90%. O OE de C.
nardus inibiu 100% a germinacdo dos zodsporos dos isolados apenas na maior concentracao,
enguanto que o EBA na sua maior concentracdo inibiu apenas em torno de 55% a germinacao.

Apesar de todas as concentragdes dos OE’s e EBA’s das espécies vegetais analisadas
exercerem diferentes percentuais de inibicdo do crescimento micelial e germinacdo dos
isolados de P. nicotianae em relacdo as testemunhas, foram selecionadas as concentracfes de
0,5 uL/mL do OE e 10% do EBA de S. aromaticum; e de 1,0 uL/mL do OE e 20% do EBA
de C. nardus, para os testes “in vivo” por serem as concentra¢gdes minimas que apresentaram

0 maior potencial inibitorio de cada produto.

Efeito de 6leo e extratos vegetais no controle da podriddo algodao em frutos de berinjela
e tomateiro

Nenhum dos frutos de berinjela e tomate da testemunha absoluta apresentou leséo até
0 setimo dia de avaliacdo, enquanto que para todos os demais tratamentos ocorreram lesdes

nos frutos a partir do terceiro dia.
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N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os seis tratamentos até o quinto
DAI, embora as lesbes do tratamento com fungicida, visualmente, parecessem menores tanto
em tomate quanto em berinjela. Seis DAI, embora o efeito dos tratamentos em frutos de
tomate continuasse igual estatisticamente, para a berinjela, as menores lesbes foram
observadas no EBA de S. aromaticum, seguido do fungicida (Tabela 4). Os DML’s em frutos
de berinjela com seis DAI variaram de 14,66 (EBA de S. aromaticum) a 22,0 (testemunha
inoculada). As TPD’s ndo diferiram quanto aos tratamentos nos dois hospedeiros, assim como
a AACPD para os frutos de tomateiro. Mesmo havendo diferenca entre a AACPD do controle
e dos tratamentos nos frutos de berinjela, as lesbes evoluiram progressivamente com o tempo,
ndo havendo controle efetivo.

O fungicida (oxicloreto de cobre) na dosagem de 100 pg/mL, ndo diferenciou dos
demais tratamentos aplicados em frutos de tomate, mostrando-se ineficiente no controle desta
enfermidade quando utilizado nestas concentracdes; em frutos de berinjela, apenas no 6° DAL,
este tratamento teve efeito similar ao EBA de S. aromaticum, sendo estes os tratamentos que

reduziram as les6es em relacdo a testemunha.

Efeito de o6leo e extratos vegetais no controle de “damping off” em plantulas de
tomateiro e berinjela em casa-de-vegetacéo

Foi realizado um total de 13 avaliagdes diarias, devido a estabilizacdo do aparecimento
de plantulas de tomateiro e berinjela com sintomas ou morte nos dois experimentos. Nenhuma
plantula das testemunhas de tomateiro ou berinjela, que receberam 1 mL de 4gua em vez do
indculo de P. nicotianae apresentou sintomas.

N&o houve diferenca estatistica entre as porcentagens de plantas mortas e com
sintomas, inoculadas com as trés concentracdes de zodsporos testadas, no entanto, houve

maior porcentagem de plantulas de berinjela mortas para a concentracdo de 5x10*
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zo6sporos/mL; enquanto que as de tomate foram mais sensiveis & concentracdo de 1x10°,
Estas concentracdes foram responsaveis pela morte de 98 e 84% das plantulas de berinjela e
tomateiro, respectivamente, no ultimo dia de avaliacdo (15 DAI).

As plantulas de berinjela permaneceram sem apresentarem sintomas de podriddo do
coleto ¢ tombamento (“damping off”’) somente até o 3-4° dia de avaliacdo, 0 que corresponde
a 6-7 DAI com as concentracdes de 1x10* e 1x10° A concentracdo de 5x10* zodsporos/mL
proporcionou um aparecimento dos sintomas nas plantulas de berinjela mais precoce, sendo
identificados entre quatro e cinco DAI (Figura 1-A), correspondendo de um a dois dias de
avaliacdo sem sintomas. A evolucdo do quadro sintomatologico, levando a maioria das
plantulas sintomaticas a Obito, ocorreu de 1-2 dias para todas as concentracGes testadas,
porém em relacdo a morte houve variagdo de uma concentracdo para outra. As plantulas
inoculadas com a concentragdo de 1x10* zodsporos/mL morreram em média entre 0 5° e 0 6°
de avaliacio, ou seja, entre o oito e nove DAI, com 1x10°> zodsporos/mL entre de sete e oito
DAI; e com a suspensdo de 5x10 zoésporos/mL, a partir do quinto DAI (Figura 1-B).

O numero de plantulas de tomateiro com sintomas e mortas, cresceu com 0 aumento
da concentrago de zodsporos utilizada na inoculacdo. A maior concentraco utilizada (5x10°)
ocasionou a morte das plantulas de tomateiro entre 5° e o 6° dia de avaliagdo,
aproximadamente (Figura 1-D).

Como nenhuma das concentracdes dos produtos alternativos utilizados, provocou
100% de plantulas com sintomas durante o periodo avaliado (15 dias), possivelmente uma
concentracdo mais elevada fosse necessaria para causar 100% de infeccao.

A eficiéncia de produtos alternativos no controle do tombamento de plantulas de
berinjela e tomate foi avaliada no segundo ensaio usando para a inoculagdo a concentragéo de

5x10* zodsporos/mL, por ndo haver diferencas estatisticas entre os tratamentos do ensaio 1.
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O fungicida impediu o aparecimento dos sintomas nos dois hospedeiros, observando
cerca 100% de plantulas assintomaticas durante 15 DAI (Tabela 5). O EBA de S. aromaticum
mostrou-se como 0 mais efetivo dentre os tratamentos alternativos testados em plantulas de
tomateiro, por proporcionar a menor AACPD, e ndo haver diferenca entre o PI, IF e NPM das
plantulas tratadas com este produto e com o fungicida. Os efeitos dos tratamentos com
produtos obtidos de S. aromaticum e o OE de C. nardus em plantulas de berinjela, ndo
diferiram em relacdo a testemunha inoculada, estando a maioria das plantulas, mortas a partir
de 9 DAI. O EBA de C. nardus foi o Unico tratamento entre os produtos alternativos testados,
que apresentou potencial controlador, apresentando ap6s o fungicida, a menor AACPD,

permitindo que 64 % das plantulas de berinjelas inoculadas permanecessem assintomaticas.

DISCUSSAO

A suscetibilidade dos frutos de pimentdo a apenas um isolado de P. nicotianae apés
sete dias de incubacdo, indica que possivelmente os frutos foram tratados com dosagens
excessivas de fungicidas, tendo em vista que estes ndo foram cultivados organicamente e
apresentavam quantidade significativa de p6 esbranquicado na superficie.

A necessidade de promoc¢do do aumento do consumo de hortalicas, frutas e verduras,
gera um preocupante quadro de contaminacgéo de hortalicas no Brasil (Almeida et al,, 2009).
O pimentdo encontra-se no topo das culturas que mais absorvem e utilizam agrotédxicos,
conforme apresenta o relatério de atividades de 2010 do Programa de Avaliacdo de Residuos
de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA (ANVISA, 2011).

Como na utilizagdo de qualquer medida de controle é importante considerar a

variabilidade do patogeno e a estabilidade da medida em fungéo da variabilidade existente
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(Brown, 1998), apesar da selecdo de dois isolados quanto a agressividade e patogenicidade a
trés hospedeiros, os baixos niveis de variacdo apresentados pelos OE’s ¢ EBA’s em relagao
aos diferentes isolados de P. nicotianae sdo relevantes, pois indicam um maior potencial de
estabilidade do controle sob diferentes populagdes do patdgeno.

O potencial fungitoxico de 6leo e extratos obtidos de S. aromaticum corroboraram
com os varios relatos da literatura atual. Rozwalka e colaboradores (2008) obtiveram
resultados semelhantes aos apresentados neste trabalho, onde extrato aquoso na concentracao
de 10% apresentou efeito fungitdxico inibindo 100% do crescimento micelial de Glomerella
cingulata (Stonemam) Spauld & Schrenk e Colletotrichum gloeosporioides (Penzig)
Saccardo. A capacidade do OE de S. aromaticum em inibir o crescimento “in vitro” de
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium corylophilum, Eurotium amstelodami
(Guynot et al., 2003), como de Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum (Santos et al., 2007)
“in vitro” também foi observada. Apesar dos produtos a base de folhas de C. nardus
apresentarem inibicdo total do crescimento somente para um dos isolados e na maior
concentracdo testada (1,0 pL/mL), varios trabalhos tem revelado que tais produtos tém
potencial para utilizacdo no controle de doencas de plantas. A utilizacdo deste 6leo em testes
in vitro proporcionou 100% de inibicdo da germinacdo de urediniésporos de Phakopsora
pachyrhizi Sidow isolado da soja, na concentracdo de 0,5 mL (Medice et al., 2007), como
também provocou 100% de inibicdo no crescimento micelial de M. perniciosa na
concentracdo de 100 ppm, e na concentracdo de 500 ppm, 100% da germinacdo dos
basidiosporos deste patdgeno (Bastos, 2007).

Os resultados podem ter sido influenciados pela presenca de varios compostos com
acao antimicrobiana. O componente majoritario do 6leo essencial de S. aromaticum € o
eugenol (Brown & Morra, 1995; Raina et al., 2001), que provavelmente, € o responsavel por

sua acdo fungitoxica. Outros pesquisadores comprovaram que o eugenol apresenta uma acao
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toxica sobre Saccharomyces cerevisiae Gasperini, indicando por meio de microscopia que 0
eugenol causou alteragdes na membrana e na parede celular do fungo determinando liberacao
do conteddo celular (Bennis et al., 2004). O Cymbopogon nardus possui uma composicéo de
0leo essencial com alto teor de geraniol e citronelal (Castro et al., 2007). O citronelal é
utilizado como material basico para a sintese de importantes compostos quimicos
denominados iononas e para a sintese de vitamina A. O geraniol possui atividade anti-séptica,
inibindo o crescimento de fungos e bactérias (Pereira, 2009).

Os produtos obtidos de S. aromaticum apesar de proporcionarem a inibicéo total do
crescimento micelial e germinacdo de zodsporos “in vitro”, apresentaram variagdes em
relacdo & sua aplicacdo em frutos e plantulas. Quando testados no controle da podriddo em
frutos de berinjela e tomate, ndo apresentaram efeito controlador satisfatorio, sendo observado
apenas uma pequena reducdo no tamanho das lesGes em frutos de berinjela através da
aplicacdo do EBA. Assim como o OE e EBA de S. aromaticum, apesar do baixo potencial
inibitério demonstrado pelos produtos obtidos de C. nardus na inibicdo do crescimento
micelial e germinacdo de zo6sporos de P. nicotianae “in vitro”, quando testados em frutos e
plantulas, atuaram de forma diferente. Moura (2007), quando estudou a utilizacdo de produtos
bioldgicos e alternativos no controle de doencas p6s- colheita em meldo Cantaloupe, concluiu
que a utilizacdo de 2 mL/L de OE de C. nardus ndo se mostrou efetivo no controle de doencas
pos- colheita. J& Medici e colaboradores (2007), relataram que o OE de C. nardus teve efeito
direto na germinacdo de urediniésporos de P. pachyrhizi, e foram capazes de reduzir a
severidade da ferrugem da soja em plantas em casa-de-vegetacao.

Varios testes tém sido realizados para determinar o efeito de produtos alternativos “in
vitro”, porém, ensaios “in vivo” precisam ser feitos para validar tais resultados, que nem

sempre sdo analogos. A reducdo do potencial de inibicdo pode ser atribuida a volatilizacao
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dos constituintes dos 6leos e/ou a instabilidade na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais
(Simdes & Spitzer, 2000).

No presente estudo foi avaliado o efeito do OE’s ¢ EBA’s em bioensaios “in vitro” e
“in vivo”, no entanto, os metabdlitos responsaveis por esta supressao nao foram ainda
investigados. A utilizacdo de compostos bioativos no controle de pestes e doencas apresenta
inegaveis vantagens em relacdo aos pesticidas sintéticos, ja que sao facilmente decompostos,
ndo poluem o meio ambiente e ndo possuem propriedades residuais ou fitotoxicas. E
importante ressaltar, contudo, que os OE’s ¢ EBA’s apresentam algumas limitagdes, como a
baixa estabilidade dos compostos organicos presentes nas solucdes e 0 ndo monitoramento de
possiveis substancias toxicas presentes nas plantas ou resultantes da decomposi¢do dos
produtos durante sua manipulacédo (Silva et al., 2005). Limitagdes como essas fazem com que
seja necessaria a investigacgdo mais aprofundada dos oOleos de plantas, bem como o
desenvolvimento de produtos com maior nivel tecnoldgico, para que tanto produtores quanto
consumidores possam ter seguranca na utilizacéo de 6leos brutos.

A determinacdo da época de colheita de plantas medicinais e aromaticas é essencial
para obter maior teor de 6leo essencial e melhor qualidade (Carvalho Filho et al., 2006), A
colheita de plantas medicinais e aromaticas tem certas particularidades que a torna diferente
das outras culturas, uma vez que objetiva conciliar a maxima producdo de biomassa com
maior (es) teor (es) de principio(s) ativo(s) (Bezerra et al., 2008).

A composicdo quantitativa e qualitativa dos metabdlitos secundérios das plantas é
alterada acentuadamente durante as fases de crescimento. Sua producéo varia de acordo com a
idade das plantas, o estado reprodutivo, as opgdes metabdlicas determinadas pelo efeito de
horménios com ciclos de sintese de substancias influenciada pelas estacfes ou horas do dia e
com as condigdes de cultivo (Brown Juanior, 1988; Leal et al., 2001; Castro et al., 2004),

sendo fundamental a observacdo de fatores como procedéncia, identificacdo boténica, colheita
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(estagio de desenvolvimento da planta, época e horario de coleta), tratamentos fitossanitarios
e qualidade (Ming, 1994). Assim, além dos fatores acima citados, a forma de aproveitamento
do material vegetal (seco ou fresco), os métodos de extracdo, bem como as concentracfes
utilizadas, resultardo em maior eficiéncia e credibilidade dos resultados.

Os OE’s ¢ EBA’s de cada um dos vegetais utilizados (C. nardus e S. aromaticum)
apresentaram variagdes na inibigdo do crescimento micelial e germinacao de zodsporos “in
vitro” e no controle de doengas causadas por P. nicotianae a frutos e plantulas de tomateiro e
berinjela, assim como os resultados encontrados por Wilson et al. (1997), que ao utilizarem o
extrato bruto de C. nardus, ndo obtiveram efeito antimicrobiano sobre Botrytis cinerea Pers.,
no entanto, em concentracdo de 6,25% do 6leo essencial, observaram o efeito fungitoxico
sobre a germinacao de esporos de B. cinerea, demonstrando que os compostos antifungicos
sintetizados por C. nardus podem concentrar-se no Oleo essencial e estar presentes em
concentragcdes muito baixas no hidrolato.

Apesar do fungicida (oxicloreto de cobre) ter retardado o desenvolvimento das lesdes
em frutos de tomate e berinjela, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com 0s
produtos alternativos. O fungicida deveria apresentar melhor desempenho, ja que é
recomendado para o controle de Phytophthora spp. Porém, pode ter sido utilizado em
subdosagem, ja que foi assim como os tratamentos alternativos, foi usada a dose inibitoria
com base em experimento “in vitro”, para inibi¢ao de P. capsici (dados ndo apresentados). A
aplicacdo de fungicida nos frutos deveria ser baseada nas doses de recomendacéo para frutos
no campo.

Houve variacfes em relacdo aos tratamentos mais eficazes para o controle de doencas
causadas por P. nicotianae em tomateiro e berinjela, entretanto estes poderdo ser testados
posteriormente em outro experimento em plantas no campo, para que possam ser

incorporados no manejo integrado de doencas causadas por este patdgeno, atraves da
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combinacdo de varios compostos e microorganismos com diversos modos de acdo, como
organismos endofiticos consorciadas com a inducdo de resisténcia mediadas por
rhizobactérias promotoras de crescimento, a fim de aumentar as chances de sucesso do

controle.
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Tabela 1 - Porcentagem de “berinjela” e “tomate” infectados ¢ didmetro médio das lesdes, trés, cinco e

seis dias ap0s a inoculagdo com dezesseis isolados de Phytophthora nicotianae

Isol, Berinjela Tomate
(n°) 3 DAI' 5 DAI 6 DAI 3 DAI 5 DAI 6 DAI
DML? %INF® DML %INF DML %INF DML 9%INF DML %INF DML %INF

1366 0,00 0 7,79 80 11,05 80 0,00 0 3,35 40 4,75 40
1187 0,00 0 7,15 60 10,70 60 0,00 0 5,40 20 4,65 40
1375 2,76 80 6,93 80 9,10 80 0,00 0 4,00 60 5,12 60
1405 5,17 100 9,69 100 14550 100 0,00 0 3,45 40 4,75 60
1406 3,55 20 7,51 80 11,53 80 0,00 0 4,55 60 7,97 80
1399 4,93 80 9,34 100 1548 100 0,00 0 4,85 60 5,47 100
1359 3,93 40 7,42 60 10,47 60 0,00 0 3,45 40 4,33 40
1365 3,40 80 769 100 11,28 100 0,00 0 5,60 60 6,38 80
1362 2,13 40 6,66 80 9,56 80 0,00 0 4,90 20 4,48 40
1358 4,15 60 8,87 100 11,43 100 0,00 0 5,38 60 6,87 60
1176 3,44 80 8,34 80 10,25 100 0,00 0 0,00 0 3,80 20
1177 3,90 100 9,47 100 11,75 100 0,00 0 0,00 0 2,38 40
1178 4,33 80 9,91 80 13,45 80 0,00 0 4,93 60 7,43 60
1360 3,80 40 7,16 80 11,08 80 0,00 0 0,00 0 2,15 20
1364 3,70 80 7,42 100 10,36 100 0,00 0 3,23 40 4,73 40
1381 5,35 80 839 100 10,62 100 0,00 0 5,08 60 7,02 60

'Dias ap0s a inoculago; “Didmetro médio da lesdo; *percentual de infeccéo.



760  Tabela 2 - Porcentagem de “berinjela”, “tomate”, e “pimentio” infectados e didmetro médio

das les6es, seis dias ap0s a inocula¢do com oito isolados de Phytophthora nicotianae

Isolados Berinjela Tomate Pimentag
no Origem DML! % INF? DML % INF DML % INF

1178  raiz/berinjela 8,27 40 7,70 60 0,00 %3
1358 solo/agrido 11,16 60 6,40 100 0,00 0
1365  haste/horteld 11,51 80 7,50 100 5,00 98 4
1405 solo/jilo 16,81 80 7,92 100 0,00
1406 solo/jilé 16,05 80 8,49 100 0,00 %5
1399  solo/alecrim 14,05 80 8,07 100 0,00 0
1381  solo/alecrim 14,03 100 7,19 100 0,00 #6
1177  raiz/berinjela 6,75 20 7,15 90 0,00 0

767 'Diametro médio da lesdo; ?percentual de infeccao.
768
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Tabela 3 - Percentual da inibicdo do crescimento micelial
(ICM) e germinacdo de zodsporos (IGZ) de dois isolados
de Phytophthora nicotianae, em relacdo a testemunhas
guando cultivados em meio cenoura-agar com adicdo de
diferentes concentragcbes de Oleos, extratos vegetais e

fungicida (metalaxyl + mancozeb), por sete dias, na

auséncia de luz, a 25+2°C

IcM*

Concentracdes® (uL/mL)
Tratamentos C1 C2 C3

Extrato citronela 2,42 cC 36,9 cB 63,52 cA
Extrato cravo 50,96 aB 100,00 aA 100,00 aA
Oleo citronela 27,89 bC 76,92bB 93,57 bA

Oleo cravo 47,78aB 100,00 aA 100,00 aA
Fungicida 6,91 cC 29,85dB 41,96 dA
CVv 6,64

1GZ? (1365)

Extrato citronela 5,38 cC 2450cB 54,12 bA
Extrato cravo 91,37 bB 100,00 aA 100,00 aA
Oleo citronela 2,50 cC 69,88 bB 100,00 aA

Oleo cravo 99,25aA 100,00 aA 100,00 aA
(4 2,83

1IGZ (1405)

Extrato citronela 10,75 cC 29,75cB 58,00 bA
Extrato cravo 54,88 bB 100,00 aA 100,00 aA
Oleo citronela 1488cC 64,63bB 100,00 aA

Oleo cravo 86,63aB  99,62aA 100,00 aA
(04 4,67

Meédias seguidas da mesma letra, mindsculas nas colunas e

mailsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste Tukey

(P=0,05).
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Tabela 4 - Severidade inicial (yo), severidade méaxima (Yma), taxa de
progresso da doenca (TPD), e area abaixo da curva de progresso de lesGes
(cm?) causadas por Phytopththora nicotianae a frutos de tomateiro e berinjela
tratados com EBA’s e OE’s de Syzygium araomaticum e Cymbopogon

nardus, durante 3, 4, 5, 6 dias ap6s a inoculacdo (DAI) 803

Yo Ymax TPD*

2
Tratamentos (sz) (sz) (logit/dia) AAC&Q1

Extrato citronela 2,21a 7,20 a 0,275 a 22,217 a

Extrato cravo 2,96 a 7,70 a 0,328 a 21,0@@5
Oleocitronela  3,47a 7,70a 0,420a 19,5%%3

Tomate Oleo cravo 3,16a 7,09 a 0,288 a 20,620 a

Fungicida 2,37 a 568a 0,303a 15,9307
Controle 2,97 a 7,65 a 0,330 a 21,110 a
C.V. (%) 29,12 38,25 15,60 15,808

Extrato citronela 5,75a 19,32a 0,448a 46,285 ab

Extrato cravo 455a 1466ab 0,425a 38,97%0z?b
Oleocitronela  6,04a 21,94a 0448a 44,2883

Berinjela  Oleo cravo 548a 21,12a 0500a 43,825ab

Fungicida 500a 17,03ab 0,493a 41,39
Controle 6,03 a 2200a 0,485a 46,710 a
C.V. (%) 3570 35838 807 7,802

'Estimada em todos os frutos, pela média de duas medidas diametralmente
opostas. “Estimada pelo pardmetro b da equacéo de regresséo linear simples,
tendo tempo em dias apds a inoculagdo como variavel independente e os
dados de severidade em proporcdo (y), linearizados pela transformacéo
logistica [y = In[y/(1-y)]], como variavel dependente. Médias seguidas da
mesma letra nas colunas ndo apresentaram diferencas significativas entre si

pelo teste Tukey (P=0,05).
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Tabela 5 - Periodo de incubacéo (PI), incidéncia final (IF), nimero de plantas mortas
(NPM), taxa de progresso da doenca (TPD), e &rea abaixo da curva de progresso de
“damping off” causados por Phytopththora nicotianae a plantulas de tomateiro e
berinjela tratados com EBA’s ¢ OE’s de Syzygium araomaticum e Cymbopogon

nardus, durante 3, 4, 5, 6 dias ap6s a inoculacdo (DAI) .

Tratamentos Pl IF(%) NPM  TPD' AACPD?

Extrato citronela 4,2a 26 ab 24ab 0,052 ab 24,8519
Extrato cravo 30a 14 bc 1,2bc 0,026ab 12,3b
Oleocitronela  4.2a 44 a 44a 0,112a 41,6330

Oleo cravo 30a 28 ab 28ab 0,032ab 32,3a
Fungicida 0,0b Oc 0,0c 0,000b 0,0 0831
Controle 3,2a 24 ab 2,4ab 0,086 ab 24,243p,
Tomate C.V. (%) 2013 1876 1899 214 27,38

Extrato citronela 2,6 a 36¢C 34c 0,062 ab 39,6833
Extrato cravo 24a 70a 6,8a 0,060ab 78,4a
Oleo citronela 22a 46 bc 46bc 0,058ab 47,285

Oleo cravo 22a 66 ab 6,4ab 0,092a 66,7ab

Fungicida 08b 2d  020d 0,000b 2,383

Controle 2,6a 62 ab 6,2ab  0,020b 74,2 ab

Berinjela  C.V. (%) 1481 9,33 9,22 166 1332

'Estimada em todos os frutos, pela média de duas medidas diametralmente opostas.
?Estimada pelo parametro b da equaco de regresséo linear simples, tendo tempo em
dias ap6s a inoculacdo como variavel independente e os dados de incidéncia em
proporcdo (y), linearizados pela transformagdo logistica [y = In[y/(1-y)]], como
variavel dependente. Para efeito de andlise estatistica, os valores de foram
transformados para VX + 1, respectivamente. Médias seguidas da mesma letra na

coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).
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Figura 1 - Numero de plantulas de berinjela e tomateiro, sintométicas e mortas, apds a inoculagdo com
850
diferentes concentragcbes de zodsporos/mL de Phytophthora nicotinae, ao longo de 13 dias de
851
avaliacdo. A. Plantulas de berinjela sintomaticas; B. Plantulas de berinjela mortas; C. Plantulas de
852 .. - A .
tomateiro sintomaticas; D. Plantulas de tomateiro mortas.
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CONCLUSOES GERAIS

Os meios que proporcionam 0s maiores crescimentos nem sempre induzem as maiores
esporulacoes;

Os meios a base de tomate (suco de tomate e suco de vegetais-VV8) apesar de néo
proporcionarem o maior desenvolvimento das colonias, estimulam a producdo de
Z00sporos;

A influéncia da luminosidade na esporulacdo varia para diferentes meios;

A idade ideal da cultura para a maior esporulagéo varia inter e intra-especificamente;
O potencial hidrogeniénico tem papel essencial na esporulagdo de P.nicotianae,
devendo este ser avaliado e corroborado mais aprofundadamente em experimentos
posteriores;

Os produtos obtidos de Syzygium aromaticum e Cymbopogon nardus apresentam
potencial controlador para doencas causadas por P. nicotianae, devendo ser testados
futuramente através do consorcio com outros agentes biocontroladores, além de

técnicas de aplicagdo.



