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RESUMO

O fungo Lasiodiplodia theobromae ocasiona a podriddo negra em sementes de milho, sendo
responsavel por prejuizos na cadeia produtiva desse cereal. Devido a escassez de produtos
naturais pouco prejudiciais que possam atuar no controle de agentes fitopatogé€nicos, pesquisas
visando a utilizacdo de técnicas alternativas de controle e manejo de doencas de plantas tém se
intensificado. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial de melaleuca
in vitro e em in vivo. O experimento in vitro foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com seis tratamentos: o 6leo melaleuca nas doses 0,25, 0,50, 075 e 1,0%,
uma testemunha negativa e uma testemunha positiva (250 uL L~! do fungicida Thiram). O
experimento in vivo testou o 6leo essencial no controle de L. theobromae em sementes de milho.
Nesse teste, as concentragdes do 6leo essencial foram selecionadas conforme a sua efici€éncia
no teste in vitro e foram utilizadas as concentra¢does superior € inferior a dose encontrada no
experimento in vitro, além do uso do fungicida sintético para o fungo L. theobromae. No teste
in vitro, os resultados demonstraram que a partir da concentracio de 0,75% o 6leo essencial de
melaleuca apresentou 100% de inibi¢@o sobre o crescimento micelial de L. theobromae. O 6leo
de melaleuca demonstrou inibi¢ao crescente sobre os micélios dos fungos avaliados com o
aumento das concentracdes desse Oleo essencial. Observou-se que o 6leo de melaleuca
apresentou efeito inibitorio significativo sobre o desenvolvimento micelial in vivo do fungo L.
theobromae e na dose de 1,0% obteve um percentual de inibi¢do superior ao fungicida padrao
do mercado. De forma geral, o 6leo proporcionou alta inibi¢do no desenvolvimento do fungo

estudado, sendo, portanto, um promissor agente de controle contra esse patégeno.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, crescimento micelial, podridao negra, Zea mays.



ABSTRACT

The fungus Lasiodiplodia theobromae causes black rot in maize seeds, leading to significant losses
in the production of this cereal. Due to the scarcity of non-harmful natural products that can act in
the control of phytopathogens, surveys aiming to find alternative techniques of control and
management of plant diseases have increased. This work evaluates the effect of melaleuca essential
oil on the mycelial growth of the fungus L. theobromae. We performed in vitro and in vivo
experiments. The in vitro experiment was a completely randomized design with six treatments:
Melaleuca oil at doses of 0.25, 0.50, 0.75, and 1.0%, one negative control, and one positive control
(250 puL L' of Thiram fungicide). The in vivo experiment tested the effect of essential oil on L.
theobromae incidence in corn seeds. The chose of oil concentrations for in vivo tests followed the
results of the previous in vitro test and the immediate superior and inferior concentrations. We also
compared the efficacy of oil and synthetic fungicide. The concentrations of oil above 0.75%
inhibited 100% of L. theobromae growth. The inhibition of mycelia growth increased with
concentrations. The oil reduced the fungal incidence on maize seeds but was unable to inhibit 100%
the fungal colonies. In general, the oil showed high inhibition on the growth of the studied fungus.

Therefore, it is a promising control agent against L. theobromae.

Keywords: Antimicrobial activity, mycelial growth, black rot, Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor de milho (Zea mays L.) no mundo, perdendo apenas
para os Estados Unidos e a China. A safra2016/2017 atingiu uma érea cultivada de 17,6 milhdes
de hectares (USDA, 2017). O somatério da produtividade da primeira e da segunda safra
nacional atingiu 97,8 milhdes de toneladas e obteve uma média de produgdo de 5,6 toneladas
por hectares para ambas as safras (CONAB, 2018).

O cultivo do milho compreende um dos mais relevantes segmentos econdmicos do
agronegdcio nacional. As regides Sul, Centro-Oeste e Sudeste apresentaram maiores areas de
producdo e os estados de Parand, Mato Grosso, Minas Gerais, Bahia e Para se destacaram por
serem os maiores produtores desse grao (CONAB, 2017).

Apesar do sucesso da cultura nos udltimos anos, o milho tem manifestado certa
susceptibilidade a incidéncia de patdgenos, sendo os fungos os microrganismos que promovem
as perdas mais severas na produ¢do (BARBOZA, 2015; FANCELLI; DOURADO NETO,
2008). As perdas de graos no Brasil correspondem a aproximadamente 10% da colheita, sendo
resultantes de fatores incontroldveis, como clima e doengas. Ja as perdas durante a colheita tém
ocorrido em funcdo de erros sistematicos de regulagem de maquinas ou de limitacdes proprias
da colheita manual. Na fase de pds-colheita, as perdas ocorrem devido ao armazenamento
incorreto, ocasionando danos na quantidade e na qualidade dos produtos estocados. Também a
escolha do tipo de transporte tem favorecido para aumentar esses desperdicios. (IBGE, 2005).

As sementes de milho sdo vulnerdveis a inimeras espécies de fungos as quais ocasionam
prejuizos para o estabelecimento da planta, diminuicdo do estande e enfraquecimento das
plantulas. Portanto, a ocorréncia de patologias nessa cultura interfere em producio, qualidade,
palatabilidade e valor nutricional dos graos (PINTO, 1998; WORDELL FILHO; CASA, 2010).

As doencas presentes em sementes sdo responsaveis por diversos prejuizos na cadeia
produtiva do milho. Pesquisas feitas em amostras provenientes de areas de cultivo no estado da
Bahia mostraram que o fungo Lasiodiplodia theobromae tem ocasionado danos em diversos
hospedeiros. Dentre as espécies infectadas por este patégeno, destacou-se o milho (OLIVEIRA

et al., 2012).
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O fungo Lasiodiplodia theobromae causa a podridao negra dos grdos de milho. A
sintomatologia tipica dessa enfermidade é caracterizada pela descoloragdo puntiforme em todos
os grdos no topo das espigas, em seguida estes apresentam uma colora¢do marrom e, nos
estdgios mais avancados, tornam-se pretos, acompanhados de uma podriddo seca (EMBRAPA,
1980; MA et al, 2016).

Tradicionalmente, o controle dessa enfermidade € feito com fungicidas comerciais a base
de Carboxanilida (Carboxina), Dimetilditiocarbamato (Tiram) e Etilenoglicol, mas a utilizacdo
desses agrotdxicos a longo prazo gera impactos negativos para a saide humana e ao meio
ambiente devido a toxicidade e poluicdo causadas pelos residuos quimicos, desequilibrio
ecoldgico ocasionado pela falta de especificidade desses produtos, bem como da contaminagdo
de reservatorios hidricos, alimentos e producgdes organicas. Além disso, a necessidade de novos
agentes de controle se acentua ao longo do tempo, em decorréncia da selecao e da multiplicagdo
dos microrganismos resistentes a esses compostos (MAPA, 2009; SILVA et al.,, 2013;
ARAUJO et al., 2017; MIRANDA et al., 2017).

O desenvolvimento de uma consciéncia ecoldgica por parte dos consumidores e o cuidado
com a conservagao ambiental por parte dos 6rgaos governamentais de controle t€m motivado a
busca por produtos naturais menos prejudiciais que possam atuar no controle de agentes
fitopatogénicos. Pesquisas visando a utiliza¢do de técnicas alternativas de controle e manejo de
doencas de plantas tém se intensificado, como por exemplo, o uso de fungicidas de origem
vegetal, entre os quais destacam-se os 0leos essenciais, que sao produzidos a partir metabdlitos
secunddrios de plantas (VENTUROSO et al., 2011a; VENTUROSO et al., 2011b; ARAUJO;
COSTA, 2013).

O emprego dos 6leos essenciais tem se mostrado uma opg¢ao acessivel para a substituicao
ou suplementacdo dos tratamentos quimicos tradicionais, pois além de varios deles
apresentarem baixa toxicidade aos seres humanos (NARDELLI et al., 2009; VIGAN, 2010),
também vém demonstrando eficiente controle in vitro e in vivo de fitopatégenos e no tratamento
de sementes (MEDICE et al., 2007; PEREIRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2006; SILVA;
BASTOS, 2007).

O dleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), devido a presenca do composto
terpinen-4-ol em sua composi¢ao, apresenta propriedades antifiingicas, bactericidas, antiviral,
anti-inflamatdrias, anestésicas, analgésicas, anti-neopldsicas, inseticidas e antiparasitarias. A

atividade antimicrobiana dessa substancia foi relatada em varios estudos referentes a medicina
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tradicional e no controle de fitopatégenos (LIS-BALCHIN et al., 2000; HAMMER et al., 2003;
CALDEFIE-CHEZET et al., 2006; BALDISSERA et al., 2014; SOUZA et al., 2015).

A classificacdo toxicoldgica para as substincias ativas no 6leo de melaleuca ainda nao foi
determinada pela Anvisa (ANVISA, 2016), porém algumas pesquisas observaram que este 6leo
apresenta baixa toxicidade em seres humanos e em outros mamiferos (MIKUS et al., 2000;
SOUZA, FERNANDES, 2006; NARDELLI et al., 2009; VIGAN, 2010 ). No entanto, estudos
feitos pelo Comité Australiano de Padroniza¢ao de Componentes Quimicos estabeleceu que o
6leo deve conter quantidades de cienol abaixo de 15%, pois esta substancia € irritante para a
pele, e de terpenen-4-ol acima de 30%, para que o mesmo tenha eficicia minima como
antimicrobiano (SIMOES, 2002).

Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito do 6leo de melaleuca
em vdrias concentracdes sobre o desenvolvimento do fungo L. theobromae in vitro e in vivo.
Os resultados deste estudo servirdo de suporte a novas pesquisas relacionadas a aplicabilidade
desse 6leo para o desenvolvimento de tecnologias, no sentido de controlar as diversas patologias
fuingicas nessa cultura, o que poderd reduzir os riscos toxicolégicos e melhorar a
sustentabilidade da produ¢do, minimizando as perdas de sementes durante manejo,

armazenamento e comercializagao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O MILHO

O milho (Zea mays L.) é uma graminea pertencente a familia Poaceae presente em grande
parte das atividades relacionadas a agricultura e a pecudria. Devido a sua versatilidade de
utilizacdo, o milho tem uma grande importincia 2 atividade agricola brasileira (MAGALHAES;
SOUZA, 2013).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (2017), o Brasil apresentou uma
producdo de aproximadamente 87.408, 5 mil toneladas de milho, conforme levantamento feito
em janeiro de 2017. Os Estados Unidos sdo o principal produtor mundial, com uma producao
anual estimada de 384 milhdes de toneladas, e a China, o segundo maior produtor, com
produtividade de 103,6 milhdes de toneladas desse grao.

No Nordeste brasileiro, a crescente demanda do setor da industria e do comércio por graos
de milho tornou essa cultivar uma boa op¢ao para a economia de diversos sistemas de cultivos
locais, presentes em diversas areas do cerrado, sertdo e agreste. A grande maioria do milho
cultivado nessa regido é variedade hibrida, porém, ainda existe a presenca de produtores que
plantam as variedades crioulas, de valor sociocultural imensurdvel (CARVALHO et al., 2009).

A planta¢do do milho na Paraiba ocorre no inicio do ano, mas o estado € importador desse
grdo, pois o cultivo ndo € suficiente para atender ao consumo local. Nesse estado, a drea
plantada do grdao vem diminuindo em decorréncia das severas condi¢des climdticas nas cinco
ultimas safras, com intimeros danos na produtividade. Na safra 2016/2017 foram plantados 86,5
mil hectares que, devido a restri¢do hidrica, apresentou produtividade de apenas 446 kg/ha. Na
safra 2017/2018, a melhoria dos regimes chuvosos elevou a expectativa de plantio para 109 mil
hectares e a produtividade para 875 kg/ha (CONAB, 2018).

As principais sementes de milho cultivadas no estado Paraiba sdo as variedades crioulas
e hibridas. As variedades crioulas podem ser reaproveitadas por diversas geragdes e em safras
consecutivas, sendo relevantes para a agricultura ecoldgica e organica, além de favorecer a
criagdo das préoprias sementes pelo agricultor e com menor utilizagdo de fontes externas. Essas
variedades sdo tolerantes as condicdes edafoclimaticas locais, permitindo a autonomia dos

produtores (TRINDADE, 2006; CRUZ et al., 2012).
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Dentre os hibridos mais cultivados na Paraiba, observa-se que os hibridos AG 1051 e BR
2010 e a variedade BRS Sertanejo podem ser recomendados para aumentar a producdo familiar
de milho. A maioria desses hibridos apresenta elevado vigor e produgdo na primeira geragao,
porém, diminuem o vigor na segunda geracdo, tendo como caracteristicas, ciclo reduzido, porte
baixo e menor quantidade de folhas, com resposta positiva ao aumento da densidade de plantas
em virtude do aumento da interceptacdo da radiacdo solar (SANTOS et al., 2009; KVITSCHAL
et al., 2010; CRUZ et al., 2012).

O hibrido de milho AG 1051 apresenta vérias caracteristicas agrondmicas, dentre as quais
destacamos: ciclo semiprecoce, alta qualidade de colmo, porte elevado, grandes potenciais de
producdo e de geragcdo de matéria seca e proteina. Esse hibrido € indicado para silagem devido
a elevada produgdo de massa verde com alta digestibilidade. Portanto, lidera o mercado de
milho verde e pamonha, por causa da uniformidade de maturagdo e 6tima aceitabilidade pelos
consumidores, sendo plantado e comercializado em praticamente todas as regides do Pais
(CARVALHO et al., 2000).

A composi¢ido quimica dessas variedades de milho varia conforme o tipo de semente,
solo, adubacgdo e condi¢des climaticas. Os principais constituintes quimicos do milho sdo os
carboidratos (amido) e lipideos (6leo), o que o faz ser considerado um alimento energético tanto
para alimenta¢do humana quanto para dieta animal. A proteina presente nesse grao, embora em
quantidade significante, possui qualidade inferior a de outras fontes vegetais e animais

(MCKEVITH, 2004).

2.2 O FUNGO Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl

O fungo Lasiodiplodia theobromae pertence a familia Botryosphaeriaceae, ordem dos
Botryosphaeriales e classe dos Dothideomycetes. Existem 19 sindnimos para Botryodiplodia
theobromae (Pat.), incluindo Diplodia gossypina Cooke e na fase sexuada o referido fungo foi
nomeado como Physalospora rhodina Berk e Curt. Apud. Cooke. Esse fitopatégeno
desenvolve-se nas regides tropicais e subtropicais, onde causa diversos danos a inimeras
espécies vegetais cultivadas, estando presente em solos argilosos ou subsolo impermeavel com
umidade alta e em temperaturas entre 12 e 25 °C (PUNITHALINGAM, 1976; GALET, 1977).

As colonias de L. theobromae apresentam coloracio acinzentada a negra em meio de
cultura Agar Batata Dextrose (BDA), com numerosos micélios aéreos, e ao reverso da cultura

em placa de Petri sdo foscas ou negras. Desenvolvem picnidios simples ou compostos
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submergidos em um estroma com até 5 mm de largura, agregados, ostiolados, subovoéides para
elipsoides oblongos, com parede espessa e base truncada. As paréfises, quando presentes, sao
hialinas, esféricas, septadas, tendo um comprimento superior a 50 um. Os conidios sdo hialinos,
simples, cilindricos a subperiformes, sendo inicialmente asseptados, subovdides e elipsoides e
ao amadurecer tornam-se uniseptados e de coloracdo castanho-amarelados, e longitudinalmente
estriados com dimensdes que variam entre 18-30 x 10-15 um. (ENCINAS, 1996).

Em folhas, caules e frutos de plantas infectadas por esse fungo, os picnidios sdo imersos,
tornando-se erumpentes, mostrando-se de forma isolada ou agrupada, apresentando 2 a 4 mm
de largura, sendo ostiolados e frequentemente pilosos, € podem ter protrusdes de conidios com
aparéncia de uma massa enegrecida (NUNES et al., 2008).

Esse fitopatdgeno € polifago e se manifesta em mais de 500 espécies de plantas, sendo
considerado um sério problema para a agricultura brasileira, j& que ocasiona doengas em
inimeras plantas cultivadas e, dessa forma, causa perdas significativas na producdo,
notadamente no Nordeste brasileiro (FREIRE et al., 2004; PEREIRA; SILVA; RIBEIRO,
2006).

Na Bahia, o fungo L. theobromae vem causando a morte de mangueiras, cajaraneiras e
cajueiros, tendo sido identificado no periodo de 2009 a 2012, por meio de exames realizados
no Laboratério de Fitopatologia da Central de Laboratérios da Agropecuaria da EBDA
(FITO/CLA/EBDA), em outras frutiferas, como abacateiro, coqueiro, citros, frutos de graviola,
jambeiro, pinha, jenipapo, € nas ornamentais: flamboyant, barba-de-barata, faveiro, céssia-
amarela, ficus benjamina, palmeira imperial e sombreiro. Esse fitopatégeno foi também
encontrado na palma forrageira e em sementes de mamona e de milho (OLIVEIRA et al., 2012;
OLIVEIRA et al, 2013).

Dentre as principais doencas ocasionadas por esse fungo podemos destacar: morte
descendente, murcha, podridao basal de frutos, seca-descendente (dieback), cancro em ramos,
caules, raizes, lesoes em estacas, folhas, frutos e sementes, além da morte de mudas e enxertos.
Sua capacidade de contaminar frutos o coloca entre os mais eficientes patégenos propagados
por sementes e causadores de problemas apds a colheita (FREIRE et al., 2004; PEREIRA;
SILVA; RIBEIRO, 2006).

A ocorréncia de L. theobromae de forma endofitica, sem gerar danos, foi descrita em
inimeros hospedeiros: Eucalyptus, Acacia, Pinus € Theobroma cacao L. Pesquisas relataram
também algumas atividades bioldgicas importantes para tal fungo. No ano de 2012, foi descrito

que o extrato de L. theobromae, isolado de Piper hispidum Sw., apresentou significativa acao
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antibacteriana contra Enterococcus hirae, Escherichia coli, Micrococcus luteus e
Staphylococcus aureus (CARDOSO, 2009; BAIRD; CARLING, 1998; CILLIERS, 1993;
MOHALI; BURGESS; WINGFIELD, 2005; MULLEN; AL, 1991; RUBINI; AL, 2005;
ORLANDELLI et al., 2012).

2.3 PODRIDAO NEGRA CAUSADA POR Lasiodiplodia theobromae NA CULTURA DO
MILHO

A produtividade do milho € influenciada, entre outros fatores, pela ocorréncia de doencgas
que causam manchas foliares e podriddes do colmo e da espiga. As podriddes de espigas sdo
causadas por vdrias espécies de fungos que geram danos considerdveis na producdo e na
qualidade dos graos colhidos, reduzindo do valor nutricional do cereal (MARCONDES, 2013).

No milho, os fungos adentram as sementes e atingem o embrido e o endosperma e, dessa
forma, provocam a podriddo de sementes, raizes, colmo e espigas, comprometendo a
palatabilidade, a germinagdo e uma maior producio de graos ardidos (SACHS, et al 2012).

O fungo Lasiodiplodia theobromae causa a podridao negra dos graos. A sintomatologia
tipica dessa enfermidade é caracterizada pela descoloragdo puntiforme em todos os graos de
milho no topo das espigas e em seguida as sementes tornam-se enegrecidas, mofadas e fissuram,
exibindo o endosperma. Elas passam a apresentar uma coloracdo cinza-preta a medida que a
infeccdo se agrava, devido a elevacdo da umidade relativa do ar. A superficie da infec¢do torna-
se coberta por uma camada de micélios de coloragdo cinza, na qual sdo formados estromas e
picnidios. O patégeno também pode infectar diretamente a bractea (MA et al., 2016).

Estudos realizados nas dreas de producgao revelaram que L. theobromae causa cancros em
uma ampla gama de hospedeiros, como frutas e hortalicas, e também foi descrito atacando o
milho no Brasil, na fndia, em Cuba e na China (ALVES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2012).

Esse fitopatégeno € identificado, na maioria das vezes, propagando-se nos tecidos
internos das sementes e a sua dispersdo ocorre em todo o continente americano. No Brasil, o
Lasiodiplodia sp. esta relacionado a agravos em frutiferas, como Mangifera indica, Malpighiae
marginata, Cocus nucifera, Persea americana, Annona muricata, Spondias tuberosa, Carica
papaya e Carya illinoensis (SHAHBAZ et al., 2009; LIMA et al., 2012; LIMA et al., 2013;
POLETTO et al., 2016).

A transmissdo desse patégeno pode ser realizada pelo proprio homem, por vento, chuva

e insetos que penetram nas flores e nas frutas. O fungo sobrevive em restos de culturas

16



contaminadas, ramos e frutas secas, sendo importantes fontes de inoculacao de uma estacao de
cultivo para a outra. Pesquisas mostraram que o agente causal da podriddao negra e seca é

eficientemente transmitido pela semente e pode atingir até 19% da infeccao (SANTOS et al.,

2000; EMBRAPA, 2006).

2.4 A UTILIZACAO DE OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE FITOPATOGENOS

O termo 6leo essencial refere-se a 6leos volateis compostos por misturas complexas de
metabolitos com diversas propriedades quimicas, caracterizam-se por um forte odor e podem
ser extraidos de vdrias partes das plantas, tais como flores, folhas, ramos, frutos, sementes,
raizes, caules, madeira e cascas. Sao denominados 6leos por apresentarem-se na forma liquida
na maioria das vezes, e essenciais em decorréncia do aroma tipico (VITTI; BRITO 2003;
BAKKALI et al., 2008).

Na natureza, os compostos que formam os Oleos essenciais realizam atividade
fundamental na defesa das plantas, como antibacterianos, antivirais, antifungicos e inseticidas.
Esses Oleos podem ser constituidos por cem ou mais compostos organicos, sendo 0s
monoterpenos € sesquiterpenos sdao os compostos identificados com maior frequéncia
(CASTRO et al., 2004; CASTRO et al., 2010). As caracteristicas antimicrobianas deles devem-
se a sua interacdo com lipideos presentes na membrana da célula dos microrganismos,
intervindo na sua permeabilidade e ocasionando mudancas estruturais dos mesmos (BAKKALI
et al., 2008; COSTA et al., 2011). Rasooli et al. (2006) relatam que esses 6leos também causam
danos na parede celular e nas organelas dos fungos.

Dependendo da dosagem empregada, os 6leos essenciais e seus componentes podem agir
como agentes fungistaticos ou fungicidas (ANTUNES; CAVACO, 2010). O mesmo 6leo pode
ser eficiente contra uma ampla variedade de espécies de microrganismos, mas as concentragoes
minimas inibitérias (CMI) podem variar (ZACARONI et al., 2009).

Segundo Bettiol e Morandi (2009), a utiliza¢do desses produtos de espécies arométicas e
medicinais, isolados ou em combinagdo com outros métodos, pode ter um importante papel no
controle de fitopatégenos devido a sua potencial acdo fungitdxica direta, com a inibi¢do da
germinacdo de esporos e do crescimento micelial, ou indireta, pela indu¢do de produgao de
fitoalexinas ou outros compostos de defesa da planta.

Virios autores t€ém demonstrado a eficiéncia do uso de 6leos essenciais no tratamento de

sementes contra fitopatégenos como, por exemplo, Hillen et al. (2012) verificaram o efeito dos
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Oleos essenciais extraidos de Eremanthus erythropappus (candeia), Cymbopogon martinii
(palmarosa) e de Rosmarinus officinalis (alecrim) no crescimento micelial de Alternaria
carthami, Alternaria sp. e Rhizoctonia solani in vitro e sementes de milho, soja e feijdo.
Salustiano et al. (2006) verificaram o efeito do 6leo essencial de candeia na inibicao in vitro de
quatro espécies de ferrugem e sob o crescimento micelial de Cilindrocladium scoparium. Em
outro estudo realizado por Zanandrea et al. (2004) observaram que o 6leo de Origanum vulgare
L. reduziu significativamente o crescimento micelial de Alternaria sp., Bipolaris oryzae,
Curvularia sp. e Rhizoctonia solani. sp. Trabalhos realizados por Daferera et al. (2003)
indicaram que in vitro o 6leo essencial de alecrim reduziu 50% do crescimento micelial de B.
cinerea e Fusarium, respectivamente,somente a partir de 606 e 668 mg mL-1.

Gongalves et al. (2009) observaram que o 6leo essencial de gengibre na concentracio de
20% apresenta atividade positiva no controle de Cladosporium sp, Rhizopus sp e Fusarium spp
em graos de soja. Morais et al. (2008) realizaram o tratamento de sementes de soja utilizando
os 6leos essenciais de C. citratus, C. flexuosus e Melaleuca sp., e reduziram a ocorréncia de
Phomopsis sp. nas sementes e o 6leo essencial de C. flexuosus apresentou atividade inibitoria
sobre Colletotrichum sp. Viegas et al. (2005) avaliaram a toxidade de 6leos essenciais de alho
e casca de canela contra os fungos do grupo Aspergillus flavus para o tratamento de sementes,
obtendo a inibi¢ao do desenvolvimento micelial de A. flavus principalmente pelo 6leo essencial
de casca de canela. Rossi et al. (2012), estudando alguns 6leos essenciais extraidos de plantas
da regido do Mediterraneo, Laurus nobilis, Citrus bergamia, Foeniculum vulgare e Lavandula
hybrida, demonstraram um efeito inibitério da germinacao de sementes de trigo e milho.

Morais et al. (2008) avaliaram a inibi¢do do fungo Cladosporium sp. pelo 6leo de
Cymbopogon flexuosus em sementes de feijao; Indcio et al. (2009) obtiveram redugdo do
crescimento micelial de Phomopsis phaseoli var. sojae, Fusarium sp. € Macrophomina
phaseolina em sementes de soja tratada com 6leo essencial de Melissa officinalis, Cymbopogon
citratus, Cymbopogon winterianus e Cinnamomum zeylanicum; Jardinetti et al. (2011)
avaliaram o efeito de 6leos essenciais na germinagdo de sementes de milho verificaram que as
sementes submetidas aos tratamentos com horteld e tomilho diferiram estatisticamente da
Testemunha, inibindo a germinacdo. Por outro lado, os dleos essenciais de eucalipto, capim
limdo e tomilho apresentaram redugdo da incidéncia de Fusarium sp. e Aspergillus spp. na

semente e plantula de milho.
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Mondego et al. (2014), em trabalho com sementes de Pseudobombax marginatum,
relatam que a concentracdo de 1,5% do 6leo controlou eficientemente os fungos Aspergillus

sp., Chaetomium sp. e Curvularia sp., sem afetar a qualidade fisiolégica das sementes tratadas.

2.5 O OLEO Melaleuca alternifolia NO CONTROLE DE FITOPATOGENOS

O género de plantas Melaleuca, pertencente a familia Myrtaceae, inclui cerca de 200
espécies origindrias da Austrilia e Ilhas do Oceano Indico. A drvore melaleuca [Melaleuca
alternifolia (Maiden & Betche) Cheel] € popularmente conhecida como “arvore-do-chd”,
florescendo principalmente em regides pantanosas localizadas perto de rios (RUSSEL;
SOUTHWELL, 2002).

O ¢leo essencial dessa planta apresenta uma composi¢do quimica bem conhecida. Seus
elementos quimicos tém sido citados em vdérios estudos, sendo rico em terpinen-4-ol,
componente de importante aplicabilidade medicinal com propriedades antifiingicas e
antibacterianas, o que mantém a sua comercializacdo ha mais de 60 anos (LIS-BALCHIN et
al., 2000; RUSSEL; SOUTHWELL, 2002; CABOI et al., 2002; VIEIRA et al., 2004). Além
desse composto, esse Oleo apresenta outros constituintes quimicos importantes com
propriedades antimicrobianas, tais como: a—terpineno, y—terpineno e 1,8-cineol. O 6leo pode
ser coletado das folhas, ramos e caule, tendo a sua composicdo documentada pela ISO 4730
(INTERNATIONAL STANDARDS ORGANISATION, 1996; MARTINS et al., 2010).

Apesar dos estudos em sua maioria serem para o controle de doencas em humanos,
existem diversos estudos que demonstram as propriedades antifiingicas, antibacterianas e
antivirais do dleo essencial de melaleuca sobre os seguintes patégenos, Gobatto et al. (2005)
demonstraram que quanto maior a dose do 6leo essencial melaleuca maior o controle in vitro
dos patégenos Fusarium moniliforme e Fusarium subglutinans. Martins et al. (2010)
observaram que esse Oleo reduziu o crescimento micelial dos fungos Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria alternata a partir da concentracio de 0,2%
incorporada ao meio de cultura.

Conforme Pereira et al. (2011), as doses a partir de 2000 uL L-1 do dleo essencial de
melaleuca inibiram completamente a germinag¢do de conidios de Cercospora coffeicola em
graos de café. De acordo com Nascimento et al. (2014), esse 6leo inibiu em 87,44% o
crescimento das colOnias do fungo Fusarium solani em sementes de soja, quando comparada

ao tratamento testemunha. O tratamento utilizando o 6leo de melaleuca apresentou potencial de
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controle do fungo Rhizoctonia sp., inibindo o desenvolvimento micelial dele em 15% em
comparagdo a testemunha (BATISTA et al., 2017).

O 6leo de melaleuca apresentou controle eficiente de Alternaria solani, agente etiolégico
da pinta-preta do tomateiro, tanto em condi¢des in vitro como em condi¢des de campo
(ABREU, 2006). Fialho et al. (2015) obtiveram a percentagem de inibi¢do da germinacdo de
esporos de Phakopsora euvitis em 100%, nas folhas destacadas de videira, na concentracdo de
4% do 6leo de melaleuca.

As propriedades antifingica, antibacteriana e antiviral contra microrganismos
fitopatogénicos também ja foram citadas contra Rhizopus stolonifer (SHAO et al., 2013),
Xanthomonas vesicatoria (LUCAS et al., 2012) e o virus do mosaico do tabaco (BISHOP,
1995).

2.6 A TOXICIDADE DO OLEO Melaleuca alternifolia

Os oOleos essenciais sdo considerados seguros para o consumo humano em baixas
concentracdes (SINHA et al., 2014). No entanto, os 6leos essenciais devem ser utilizados com
cuidado, levando-se em considerac¢do a dose correta, a aplicacdo do produto, o consumidor alvo
e os principais constituintes da sua férmula e a toxicidade (NAKATSU et al., 2000).

A classificacdo toxicoldgica para as substancias ativas do 6leo de melaleuca ainda nao
foi avaliada pela Anvisa (ANVISA, 2016). Experimentos realizados em ratos demonstraram
que o terpenen-4-ol induziu apenas uma leve nefrotoxidade quando administrados via dérmica,
através da preparacao de um gel neutro contendo 75% Carbopol, 5% Polivinilpirrolidona-iodo
(PVP) e 20% de 6leo de melaleuca (KREUGER et al., 2007). Outra pesquisa realizada com
c€lulas sanguineas infectadas com parasitas, demonstrou que o terpenen-4-ol € 1000 vezes mais
téxico para os parasitas do que para células humanas HL-60 (MIKUS et al., 2000; SOUZA;
FERNANDES, 2006).

Conforme Vigan (2010), os componentes do 6leo de melaleuca tém sido adicionados a
lista de alérgenos de fragrincia, pois podem ocasionar a dermatite de contato alérgica em seres
humanos. Em relacio a toxicidade do 6leo em mamiferos, estudos indicaram que gatos e caes
domésticos tratados com esse produto, para combater dermatoses, desenvolveram depressao,
fraqueza e tremores musculares, tais sintomas desapareceram trés dias apds a interrup¢ao do

tratamento (VILLAR, et al., 1994).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO E AQUISICAO DO ISOLADO FUNGICO

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de
Campina Grande — UFCG, no Campus de Pombal, Paraiba. A cepa de referéncia utilizada no
estudo foi fornecida pela Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos Prof* Maria Menezes
da Universidade Federal Rural de Pernambuco. O isolado utilizado foi o fungo L. theobromae
(CMM 4534). Esse fitopatdgeno foi obtido de lesdes tipicas em frutos. O isolado foi replicado
no meio de cultivo BDA (4gar batata dextrose) e incubada na estufa a temperatura de 27+2°C.
Para avaliacdo antiftingica in vitro foi utilizado o 6leo essencial de melaleuca obtido da empresa
Cia das Folhas (Ind. e Com. Ltda). As composicdes dos produtos foram informadas pela
empresa por meio de laudos técnicos, tendo como principais componentes o Terpinen-4-ol

(42%) e o Gammaterpinene (22%).

3.2 TESTE in vitro

O experimento in vitro compreendeu seis tratamentos em cinco repeti¢cdes para o fungo
testado (L. theobromae). Os tratamentos incluiram duas testemunhas, uma positiva (meio de
cultura BDA suplementado com fungicida) e outra negativa (apenas o meio de cultura,) além
de mais quatro tratamentos contendo doses crescentes do 6leo essencial de melaleuca. Assim,
os tratamentos foram arranjados desta forma: T1 = Testemunha negativa, T2 = Testemunha
positiva (250 uL L~! do fungicida Thiram), T3 = 0,25% do 6leo de melaleuca, T4 = 0,50%, T5
=0,75% e T6 = 1,00%. As concentracOes estabelecidas para a aplicacdo do 6leo em estudo
foram adaptadas de Concha et al. (1998) e Martins et al. (2010), com o objetivo de testar doses
semelhantes aquelas encontradas nestas pesquisas.

Os ¢dleos e o fungicida foram adicionados ao meio de cultura apds a autoclavagem (121°C
por 15 minutos) em condigdes assépticas. Os meios foram vertidos em placas de Petri de

dimensdes 75x15mm. Apds a solidificacdo do meio, discos de 1 mm de meio de cultura
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contendo o isolado fungico cultivado por sete dias foram depositados no centro das placas. As
placas foram incubadas a 27+2°C para proporcionar o desenvolvimento do fungo. As medi¢des
didrias dos dois didmetros perpendiculares foram iniciadas 24 horas apds as incubacdes do
fungo e perduraram até que uma das coldnias atingisse as margens da placa. Com os dados de
variac@o no tamanho das coldnias, foram calculadas as porcentagens de inibi¢do de crescimento
micelial (PIC, BASTOS, 1997), representada pela seguinte férmula: PIC = (Crescimento do
controle negativo — Crescimento do tratamento/Crescimento do controle negativo) * 100.

O valor do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), expresso em cm dia ™,
foi calculado de acordo com Oliveira (1991), pela seguinte formula: IVCM= X [(D — Da)/N],
onde, D: Didmetro médio atual, Da: Didmetro médio anterior, N: numero de dias apds a

inoculagdo.

3.3 TESTE in vivo

Quinhentas sementes de milho hibrido AG 1051 foram desinfestadas por imersdo em
solucdo de hipoclorito de sédio a 2%, durante 5 minutos. Posteriormente, as sementes foram
lavadas com 4dgua autoclavada por trés vezes e secas a temperatura ambiente. O experimento in
vivo constituiu-se de cinco tratamentos em dez repeticoes cada. Os tratamentos foram
formulados em solucdes de 100 ml de dgua destilada autoclavada contendo os seguintes
tratamentos: T1 = Testemunha negativa (100uL de Tween 80), T2 = Testemunha positiva (100
uL do fungicida Thiram e 100uL. de Tween 80), T3, T4 e T5 = 0,5%; 0,75% e 1,00% do 6leo
de melaleuca e 100uL. de Tween 80, respectivamente. Cem sementes de milho foram imersas
em cada solucdo de tratamentos por 5 minutos, em seguida, foram secas em papel germitest a
temperatura ambiente por 1 hora. As metodologias de infestacdo e de inoculagdo foram
adaptadas de Ramos et al. (2014).

O fungo L. theobromae foi cultivado em placas contendo o meio de cultura BDA e
incubado na estufa B.O.D numa temperatura de 27+2°C, durante 8 dias. As sementes tratadas
foram contaminadas com L. theobromae, por meio da deposi¢do destas sobre os micélios do
fungo, de modo que todas as sementes permaneceram em contato com as estruturas fungicas.
O periodo de incubacdo das sementes sobre as colonias flingicas foi de 32 horas. Apds esse
periodo, as sementes foram submetidas ao teste de sanidade (LIMONARD, 1966).

O teste de sanidade foi realizado pelo método de papel filtro com congelamento

(LIMONARD, 1966). As 100 sementes de cada tratamento foram distribuidas em 10 placas de
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Petri de 14,0 cm de diametro. Dez sementes foram colocadas equidistantes em cada placa, sobre
duas folhas de papel filtro previamente umedecidas com dgua destilada esterilizada, e incubadas
durante 24 horas a 27+£2°C. Posteriormente, as placas foram transferidas para ambiente a -20°C,
durante 24 horas, e posteriormente para estufa B.O.D por mais 5 dias. As avaliacdes foram
realizadas individualmente, examinando-se e contando-se as colOnias presentes em cada

semente.

3.4 ANALISE DOS DADOS

O efeito da concentracdo do 6leo sobre o crescimento do fungo foi analisado com uso de
regressdes em modelo de platé quadrético para o experimento in vitro e em modelo quadrético
para o experimento in vivo. As regressoes foram realizadas no programa R CoreTeam 3.5.1.

Tanto para o teste in vitro quanto para o in vivo os efeitos das concentragdes do 6leo de
melaleuca sobre as colonias de Lasiodiplodia theobromae foram comparados com o efeito do
fungicida pelo teste de Kruskal-Wallis (ANOV A ndo-paramétrica) seguido do teste de Mann-
Whitney (comparagdo multipla ndo-paramétrica), admitindo-se um nivel de significancia de

5%. As analises foram realizadas no software Past 3.12 (HAMMER et al., 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE MELALEUCA NO CRESCIMENTO MICELIAL
DE Lasiodiplodia theobromae IN VITRO

Todas as concentracgdes testadas de 6leo essencial de melaleuca inibiram o crescimento
micelial de Lasiodiplodia theobromae. As porcentagens de inibicdo aumentaram
significativamente com as concentracoes testadas até atingir o valor maximo (PIC= 100%) nas
concentracoes de 0,75 e 1,0% (Figura 1A). A taxa de crescimento micelial diminuiu com o
aumento da concentrag¢do de 6leo de melaleuca O valor minimo ocorreu (IVCM = 0 cm dia-1)
também nas concentracdes de 0,75 e 1,0%. As doses 0,0, 0,25 e 0,50 % apresentaram IVCM de
2.17,0,52 ¢ 0,20 cm dia’!, respectivamente (Figura 1B).

Para entender o potencial do 6leo essencial de melaleuca como fungicida em L.
theoromae,  comparamos seu efeito  fungitéxico com o efeito de um
fungicida sintético. Encontramos um efeito de inibicdo semelhante do 6leo essencial em relacao
ao fungicida na maior concentracio testada (Figura 1), sugerindo que sob condi¢des in vitro o
fungicida sintético comercial pode ser substituido pelo 6leo essencial.

Figura 1. A. Efeito de diferentes concentracdes do 6leo essencial de melaleuca e do
fungicida Vitavax-Thiram sobre a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de
Lasiodiplodia theobromae. B. Efeito das concentragdes do 6leo melaleuca e do fungicida
Vitavax-Thiram sobre o Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (cm dia™) do fungo L.

theobromae.
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Letras mintsculas iguais na horizontal ndo diferem significativamente no teste de Mann-Whitney (p>0,05).

Segundo a literatura, o Terpinen-4-ol € o principal constituinte do 6leo de melaleuca, além
de outros componentes quimicos, como a—terpineno, y—terpineno e 1,8-cineol, que contribuem
para sua potente atividade antifungica. Os mecanismos de acdo do 6leo essencial incluem
lipidoperoxidacido, inibicdo da biossintese de ergosterol e aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que causam uma lesdo primdria e inducao da perda da membrana, interferindo
na integridade e fisiologia do microrganismo, com morte celular inerente por apoptose (COX
et al., 2000; CARSON et al., 2006; (KALAGATUR et al., 2018).

Observou-se que quanto maior a dose avaliada, maior o controle do patégeno, porém,
atingido o valor maximo (inibicdo de 100%), acréscimos na concentracdo do 6leo ndo
aumentavam nem diminuiam o valor de inibi¢do. Por esse motivo, as inibi¢des do crescimento
micelial em func¢do das concentracdes do 6leo de melaleuca foram melhores ajustadas ao
modelo platdé quadritico (Figura 2). Levando em considera¢do as concentracdes do dleo
utilizadas no experimento, a concentragdo minima para inibicdo de 100% do crescimento
micelial de L. theobromae foi de 0,75%, contudo, a andlise de regressdo estimou que a dose

0,47% também poderia gerar inibi¢cdo de 100%.

Figura 2. Efeito de diferentes concentracdes do 6leo essencial de melaleuca sobre a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae. A linha
vermelha mostra a direcdo do efeito estimado pela analise de regressao. * P < 0.05; ** P <0.01;

P <0.001.
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Esses resultados corroboram com os encontrados por Matos et al. (2018), que verificaram
o potencial de inibicdo do crescimento micelial in vitro de L. theobromae pelo 6leo de
melaleuca nas concentracdes de 0,4 e 0,6%, as quais proporcionaram uma inibi¢ao de 93,70 e
93,75%, respectivamente. A metodologia utilizada nesse estudo usou as concentragdes menores
do 6leo avaliado (doses menores que 0,75%), o que provavelmente nao permitiu inibir 100% o
crescimento micelial do fungo em questao.

Dessa forma, as inibi¢cdes causadas pelo 6leo melaleuca contra L. theobromae diferiram
das ocasionadas em outros fungos fitopatogénicos. Concha et al. (1998), testaram o dleo de
melaleuca contra Aspergillus niger e Penicillium sp. e obtiveram uma atividade antimicrobiana
significante. Martins et al. (2010) observaram que o 6leo reduziu o crescimento micelial dos
fungos Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria alternata, no qual tais
fungos apresentaram uma sensibilidade ao 6leo a partir da concentracdo 0,2%. Marinelli et al.
(2012) verificaram que o 6leo melaleuca apresentou atividade fungicida na concentracdo de
0,46% contra o fungo Colletothichum gloeosporioides, enquanto que Ramos et al. (2016)
observaram a inibi¢do total do crescimento deste fungo na concentracdo de 0,80%.

O o6leo de melaleuca apresenta diferentes concentragdes inibitorias minimas quando
utilizados contra fungos de outras espécies, e isso pode ser resultado da diversidade de
mecanismos de defesa que cada espécie fingica apresenta e da selecdo e da multiplicacdo de
fungos resistentes a esses compostos (WARDLE; PARKINSON, 1990; TAKAHASHI;
MELHEM, 2014).

As doses minimas do 6leo melaleuca encontradas nessas pesquisas diferiram da
concentracao inibitéria minima do referido 6leo para L. theobromae nesse estudo, sugerindo
que o dleo essencial de melaleuca pode exercer diferentes atividades fungitoxicas, dependendo

do microrganismo estudado, o que justifica a investigacdo de sua concentracio inibitdria
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minima em outras espécies fitopatogénicas.

O dleo essencial de outras espécies de plantas também inibiu significativamente L.
theobromae. Por exemplo: o 6leo de menta (Mentha arvensis) em todas as concentragdes
testadas (0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0%) foi capaz de inibir o crescimento micelial de L. theobromae
em 100% in vitro (PEIXINHO et al., 2017a). Utilizando o dleo de citronela em todas as
concentracdes (1,0 e 1,5%), Peixinho et al.(2017b) encontraram uma inibicdo mdaxima de
100%, mas o 6leo de cravo, testado nas mesmas concentragdes, proporcionou uma inibi¢ao de
7,8 e 35,6%, respectivamente.

O controle fungitéxico promovido pelos 6leos essenciais ocorre por meio do sinergismo
ou antagonismo entre varios de seus componentes, que atuam por diversos mecanismos de acdo
em varios alvos ao mesmo tempo (HAMMER et al., 2004; D"AURIA et al., 2001; YU et al.,
2015). Essas caracteristicas conferem vantagens sobre o fungicida sintético, uma vez que

diminuem a resisténcia do fitopatégeno (FENG; ZHENG, 2007).

4.2 EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE MELALEUCA NO CRESCIMENTO MICELIAL
DE Lasiodiplodia theobromae EM SEMENTES DE MILHO

As doses 0,75 e 1% do O6leo essencial de melaleuca proporcionaram a redug¢do na
incidéncia de L. theobromae, diferindo daquela observada nas sementes ndo tratadas com 6leo
essencial (testemunha negativa) e do tratamento com fungicida Thiram (testemunha positiva)
(Figura 3). Nenhuma das concentragdes testadas erradicou completamente o patégeno. No
entanto, o aumento da concentragdo do 6leo proporcionou a diminui¢do da quantidade das
colonias fungicas (Figura 3). Utilizando-se a equagdo gerada pelo modelo polinomial
quadratico, estimou-se que a dose minima para reduzir a incidéncia do fungo L. theobromae a

zero, seria de 1,26%.

Figura 3. Incidéncia de Lasiodiplodia theobromae em sementes de milho, submetidas aos

tratamentos com Oleo essencial de melaleuca.
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Os resultados do presente estudo mostraram que os compostos biologicamente ativos
constantes do 6leo de melaleuca promoveram o efeito antiftingico significativo sobre o
crescimento micelial de L. theobromae em condic¢des in vitro e no tratamento de sementes. Ao
usar o 6leo na concentra¢do de 0,75%, obtivemos inibi¢do total do crescimento micelial em
condig¢des in vitro. Contudo, no tratamento de sementes, € necessaria uma concentra¢ao maior
para obter uma inibicao significativa do fungo (<45% das sementes infectadas).

A acdo do 6leo de melaleuca sobre L. theobromae observada nos ensaios in vivo do
presente trabalho divergiu com alguns resultados anteriormente obtidos em estudos com outros
fungos fitopatogénicos. No estudo feito por Morais et al. (2008), verificou-se uma incidéncia
de 0% dos fungos Aspergillus spp. € Phomopsis sp., em sementes de soja tratadas com 6leo
melaleuca. A atividade fungicida desse Oleo foi testada em sementes de pimentdo, quando
observou-se que nas concentracdes de 0,50% e 0,75% houve 100% da inibi¢do do crescimento
do fungo Colletotrichum gloesporioides NASCIMENTO, 2017). A divergéncia dos resultados
encontrados comprova que a eficicia do 6leo varia conforme as espécies dos patdgenos e,
dentre os fatores que interferem na eficicia de controle, o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) dos fungos pode afetar de forma significativa nos resultados (AMPONSAH
et al., 2012; BESTER et al., 2007; ROLSHAUSEN et al., 2010).

Bressan et al. (2018) estudaram o potencial fungitoxico desse Oleo sobre o fungo
fitopatogénico Rhizoctonia sp. em sementes de angico-vermelho, nas quais o 6leo inibiu o
desenvolvimento micelial em 15% em relagcdo ao tratamento testemunha. A pesquisa realizada

por Morais et al. (2008) mostrou a eficiéncia do uso desse 6leo essencial no controle de
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Aspergillus spp., Penicillium spp. e Cladosporium sp. em sementes de feijao carioquinha,

obtendo uma incidéncia de 9,2, 11,0 e 8,5 %, respectivamente, para os fungos avaliados.
4.3 COMPARACAO COM FUNGICIDA COMERCIAL EM SEMENTES DE MILHO

O efeito fungitoxico do 6leo essencial de melaleuca na concentragdo de 1,0% sobre o
fungo L. theobromae foi superior ao obtido pelo fungicida comercial Thiram nas sementes de
milho, obtendo uma incidéncia média de 45% em contraste com a incidéncia de 87% no teste
com o fungicida (Figura 4). Apesar de necessitar de uma maior concentracdo do 6leo para ter
uma redugdo significativa nas sementes infectadas em relacdo ao Thiram, o uso de um produto
natural e sauddvel pode ser uma alternativa melhor para o controle do fungo. Entretanto,
concentracdes minimas recomendadas devem ser consideradas para evitar toxicidade em

humanos e minimizar os impactos ambientais.

Figura 4. Porcentagem da incidéncia de colonias de L. theobromae em diferentes concentragdes

do 6leo essencial de melaleuca e nos tratamentos testemunha (positiva e negativa) em sementes

de milho hibrido AG1051.
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As concentragdes sobrescritas com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste

de Mann-Whitney (p>0,05).

O uso sucessivo e intensivo de fungicidas sintéticos detém o controle bioldgico natural,
uma vez que os microrganismos ndo alvos podem ser afetados, gerando o aparecimento de
fitopatdgenos resistentes (STANGARLIN et al., 2003; LEE et al., 2008; SOYLU et al., 2010).

Assim, a utilizacdo do 6leo essencial tornou-se uma alternativa vidvel, visto que este apresenta
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substancias com propriedades fungicidas e fungitéxicas e ocasiona menos danos a sauide
humana e ao meio ambiente, quando usado em baixas concentracdes. O 6leo de melaleuca
também € seguro para a saude humana (ISMAN, 2000).

Sugere-se avaliar os componentes do dleo essencial de forma isolada, ja que a ag¢do dos
diferentes componentes quimicos presentes no 6leo em alta dosagem pode ser responsavel por
sua atividade toxica.

Existe uma busca crescente por produtos alternativos aos fungicidas sintéticos, em
decorréncia a sua alta toxicidade aos seres humanos e ao meio ambiente. Portanto, essa
demanda visa alcangar diversas prioridades, como beneficiar a saide humana, o consumo
seguro dos alimentos e a sustentabilidade do meio ambiente (ABDEL-KADER et al., 2012).

Nosso estudo pode ser utilizado para a criacdo de defensivos agricolas a base do dleo
essencial de melaleuca e a utilizagdo em cultivos agroecolégicos, minimizando os impactos
gerados pelos defensivos sintéticos. Todavia, é de suma importancia o estabelecimento de

dosagens seguras, respeitando o limite de toxicidade do 6leo.

5 CONCLUSAO

1. Foi observado efeito o inibitério no crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae frente
as diferentes doses do 6leo essencial de melaleuca alternifolia utilizadas no teste in vitro.

2. A dose minima do 6leo melaleuca (0,75%) apresentou uma inibicdo em 100% no crescimento
micelial de L. theobromae, no teste in vitro.

3. O ¢leo mostrou-se eficiente na reducdo da severidade da podridao negra em sementes de
milho, reduzindo significativamente a porcentagem de sementes infectadas, a partir da

concentracdo de 1% e apresentou um efeito superior ao obtido pelo fungicida comercial Thiram.
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