FUNGITOXICIDADE in vitro E ACAO PROTETORA E CURATIVA DE
OLEOS ESSENCIAIS CONTRA Crinipellis perniciosa'
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RESUMO: Testes de fungitoxicidade in vitro contra Crinipellis perniciosa, agente causal da vas-
soura-de-bruxa do cacaueiro, foram feitos com os dleos essenciais de Piper aduncum, P. callosum, ¢
Cymbopogon nardus. Em casa-de-vegetagao os efeitos protetor e curativo dos 6leos foram avaliados
em mudas de cacaueiro (Theobroma cacao), inoculadas com suspensio de basididsporos de C. perni-
ciosa. Para avaliar o efeito protetor, as plantas foram tratadas com os dleos na concentragdo de 3000
ppm e inoculadas com uma suspensdo del x 10° esporos/mL trés dias apds o tratamento. O efeito
curativo foi avaliado em plantas previamente inoculadas e tratadas com os 6leos trés dias apds. Os
resultados revelaram que nos ensaios in vitro o 6leo de P. aduncum foi o mais efetivo, causando inibi-
¢do em 100% no crescimento e na germinagao na concentragao de 100 ppm, enquanto que os 6leos de
P callosum e C. nardus causaram inibicao do crescimento e da germinac¢ao nas concentragdes acima
de 500 ppm. Quanto aos resultados dos ensaios de casa de vegetagdo, observou-se controle protetor e
curativo pelo 6leo de P. aduncum, com incidéncia da doenga de 15 e 20%, respectivamente.

TERMOS PARA INDEXACAO: Vassoura-de-bruxa, Cacaueiro, Controle Biologico, Piper
aduncum, Agroecologia.

IN VITRO FUNGITOXICITY, PROTECTIVE AND CURATIVE EFFECTS
OF ESSENTIAL OILS AGAINST Crinipellis perniciosa

ABSTRACT: Essential oils of Piper aduncum, P. Callosuum, and Cymbopogon nardus were tested in
vitro and in greenhouse against Crinipellis perniciosa Singer causal agent of witches” broom disease
on cocoa plants. Cocoa plants were sprayed with 3,000 ppm solution of each oil three days befeore
inoculation of a spore suspension 10° spores/ml™. (protective effect) and three days after (curative
effect) in order to assess these effects in preventing infection. The disease incidence was determined
45 days after inoculation. The in vitro results showed that P. aduncum oil was more effective causing
100% inhibition of mycelial growth and basidiospore germinatioin while P. callosum and C. nardus
oils were only effective in concentration above 500 ppm. The best curative and protective effect was
observed in cocoa plants treated with P. aduncum oil, which reduced the disease incidence to 15%
and 20%, respectively.

INDEX TERMS: Witches broom Disease, Biological Control, Piper aduncum, Agroecology.
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1 INTRODUCAO

A vassoura-de-bruxa do cacaueiro
(Theobroma cacao L) causada por Cri-
nipellis perniciosa (Stahel) Singer ¢ um
dos mais sérios problemas fitossanitarios
da cacauicultura, sendo responsavel por
grandes prejuizos nas areas onde ela ocor-
re (ALMEIDA; ANDEBRHAN, 1987).
Um dos métodos mais utilizados no con-
trole da doenca consiste na remogao, nas
épocas certas, das partes afetadas pelo
fungo (vassouras vegetativas, frutos e
almofadas florais infectadas) (BASTOS;
SILVA, 1980). A importancia econdmica
da doenga, portanto, constitui-se no maior
estimulo a busca de métodos alternativos
de controle, a fim de evitar-se ou, pelo me-
nos, minimizar os prejuizos que ela tem
ocasionado.

Fungicidas sintéticos sdo usados
com sucesso no controle de varias doencgas
fungicas, mas o uso indiscriminado desses
produtos tem causado danos ao meio am-
biente, aos seres vivos e tem favorecido a
selecdo de racas resistentes de patogenos
a estas substancias quimicas (GHINI; KI-
MATI, 2000). Produtos derivados de ve-
getais, tais como os 0leos essenciais, vém
sendo intensivamente estudados quanto a
eficacia no controle alternativo de doengas
de plantas, para uso em sistemas de pro-
dugdo buscando a redugdo ou eliminagao
do uso de agrotoxicos (ZAMBONELLI
et al., 1996, CARNEIRO, 2003; FIORI
et al., 2000). Oleos essenciais sdo subs-
tancias organicas volateis encontradas em
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varias espécies de plantas e que tém sido
relatadas como potentes fungicidas e inse-
ticidas naturais.

Piper aduncum L., conhecida po-
pularmente como pimenta-de-macaco ou
pimenta longa e P. callosum Ruiz & Pav.
(elixir paregorico e dleo elétrico) perten-
centes a familia Piperaceae, sdo usadas
como plantas medicinais na medicina po-
pular para o tratamento de inimeras doen-
cas (VIEIRA, 1991; LORENZI; MATOS,
2002). Os oleos essenciais de P. callosum
e P aduncum sao ricos em safrol (50-
70%) e dilapiol (50-97%), respectivamen-
te (MAIA et al., 1987, MAIA et al., 1998).
O dleo de P. aduncum tem agdo compro-
vada in vitro sobre grande numero de fi-
topatogenos (BASTOS, 1997; BASTOS;
SILVA, 2002) e ,também de insetos. Ha-
nada, Gasparatto e Pereira (2004) relatam
que o dleo de pimenta longa quando testa-
do na erradicagdo de conidios de Mycos-
phaerella fijiensis aderidos a superficie de
bananas, inibiu em 84% a germinagado dos
conidios na concentragdo de 100 mg/L.
Diferentes produtos de P. aduncum (6le-
os, residuo foliar, hidrolato chorume, sub-
produtos obtidos da extragdao do 6leo) tém
sido testados para o controle de doencas
da parte aérea, pos-colheita e do sistema
radicular, com resultados positivos em
varios casos (BASTOS, 1997, BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004, BENCHIMOL
etal., 2003).

O dleo de capim-citronela (Cymbo-
pogon nardus Rendl., familia Graminaea)
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tem sido utilizado na fabricacdo de perfu-
mes e cosméticos, sendo também usado
como repelente de mosquitos (MARTINS
etal., 1998). O 6leo tem como componen-
tes majoritarios 0s monoterpenos oxigena-
dos geraniol (29,1%), citronelal (22,5%),
citronelol (14,6%), neral (6,3%) e geranial
(4,3%) (BASTOS; ANDRADE; MAIA,
2003). Santos et al., (2001) testaram al-
guns monoterpenos entre eles o citronelal
componente do 6leo C. nardus, na inibi-
¢do do crescimento micelial do Fusarium
subglutinans f. sp. ananas, causador da
fusariose do abacaxizeiro, € constataram
que o 0leo apresenta potencial como alter-
nativo no controle da doenga.

Diante do exposto, o presente tra-
balho foi desenvolvido com o objetivo de
verificar o potencial dos 6leos essenciais
de P aduncum, P. callosum e.C. nardus
em inibir a germinagdo de basididsporos,
o crescimento micelial in vitro e a produ-
¢ao de basidiocarpos de C. perniciosa em
vassouras secas de cacaueiro, sob condi-
¢oes de vassoureiro telado, além de ava-
liar os efeitos protetor e curativo dos Ole-
os no controle da vassoura-de-bruxa, em
casa-de-vegetacao.

2  MATERIAL E METODOS

2.1 EXTRACAO DOS OLEOS ESSEN-
CIAIS

As plantas de P. aduncum, P. callo-

sum e C. nardus sdo cultivadas e produzi-
das na Estagdo Experimental de Recursos
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Genéticos de Cacau (ERJOH) da Ceplac,
municipio de Marituba (PA). Folhas e ra-
mos dos materiais botanicos, depois de
colhidos no campo, foram colocados para
secar a temperatura ambiente e submeti-
dos a hidrodestilagdo por arraste com va-
por em aparelho de vidro tipo Clevenger
para separacao do oleo essencial, e, em se-
guida, foi centrifugado e seco na presenca
de sulfato de s6dio anidro. Os 6leos foram
mantidos em ambiente refrigerado a tem-
peratura de cerca de 5 °C.

2.2 ENSAIOS COM OLEOS IN VITRO

Para avaliar a eficacia dos o6leos so-
bre a germinacdo de basidiosporos, usa-
ram-se laminas de vidro escavadas, con-
tidas no interior de placas de Petri sobre
papel de filtro umedecido com 4gua desti-
lada. Nas laminas foram depositadas 100
uL de 6leo, em diferentes concentragdes e,
em seguida, foi colocado em cada diluicao
um pequeno bloco de agar-agua a 1,5%,
contendo basididsporos coletados no mes-
mo dia do ensaio. A testemunha recebeu
o mesmo tratamento, sendo que o o6leo
foi substituido por agua destilada esteri-
lizada. Para cada tratamento foram feitas
trés repeti¢des. As placas foram mantidas
a temperatura de 25+ 1°C por 24 h, quan-
do se efetuou a leitura ao microscopio, no
aumento de 40x, para determinar a germi-
nacao dos esporos. Foram observados 100
esporos por lamina, sendo considerados
germinados aqueles que apresentaram tu-
bos germinativos independentes dos seus
comprimentos.
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Para avaliar a inibi¢do do cresci-
mento micelial, aliquotas dos 6leos foram
adicionadas a 100 mL do meio extrato de
malte agar (EMA) fundente, obtendo-se
as concentracoes finais de 0, 100, 250,
500 e 1000 ppm e, posteriormente, verti-
do em placas de Petri de 9 cm de diame-
tro, sendo usadas quatro repeti¢cdes por
tratamento. Como testemunha foi usada
EMA, sem 6leo. No centro de cada pla-
ca foi implantado um disco de micélio de
0,7 cm de diametro, retirado de bordas de
colonias do fungo. As placas foram in-
cubadas a 25+1 °C em camara de cresci-
mento tipo B.O.D., na auséncia de luz.

Foi medido o didmetro das colo-
nias, em dois sentidos perpendiculares
entre si, oito dias ap6s a montagem do
ensaio, quando as colonias testemunhas
cobriram totalmente a superficie do meio.
A porcentagem de inibi¢do do crescimen-
to micelial foi calculada para cada trata-
mento (6leo/concentracdo) em relagao a
testemunha.

Adicionalmente, foi testada a acdo
volatil dos oleos pela técnica de pla-
ca invertida, na qual o fungo ndo entra
em contato com o Oleo. Para tanto, um
disco de papel de filtro Whatman n°1 de
igual diametro da placa (9 cm) foi fixado
na tampa e colocado 100 pl de 6leo nas
dilui¢gdes: 0; 100; 1000 e 10 000 ppm.
Como testemunha foram utilizadas pla-
cas cujas tampas ndo receberam quais-
quer compostos. Na partes inferiores das
placas, contendo BDA, foi implantado
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no centro, disco de micélio de 0,7 cm de
diametro, sendo, posteriormente, as pla-
cas seladas hermeticamente com adesivo
parafilme. As placas foram incubadas a
25+1 °C, na auséncia de luz, até que o
controle atingisse as bordas das placas
(cerca de oito dias).

2.3 ENSAIO COM OLEOS EM VAS-
SOUREIRO

Foram utilizadas vassouras secas
de cacaueiros, coletadas na Estacdo Ex-
perimental de Recursos Genéticos José
Haroldo (ERJOH), as quais foram amar-
radas separadamente e penduradas por
meio de um fio de arame no interior de
um “vassoureiro” telado, sob condi¢des
ambientais adequadas para induzir a pro-
ducdo de basidiocarpos. As vassouras
foram aspergidas durante toda a noite
(nos dias ndo chuvosos) por um sistema
de irrigagdo por aspersao. Os oOleos, na
concentracdo de 3000 ppm, foram apli-
cados apenas uma vez nas vassouras,
até o ponto de escorrimento. O efeito
dos oleos foi avaliado considerando-se
o numero de basidiocarpos produzidos
nas vassouras tratadas e nao-tratadas
(testemunha), registrado a cada sema-
na, durante o periodo de cinco meses. O
delineamento experimental usado foi in-
teiramente casualizado, com quatro tra-
tamentos e cinco repeti¢gdes, sendo cada
repeticdo constituida por 10 vassouras.
Os dados foram analisados e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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2.4 ENSAIO COM OLEOS EM CASA
DE VEGETACAO

O ensaio foi realizado em casa de
vegetagdo, com o objetivo de avaliar os
efeitos protetor e curativo dos oOleos nas
concentragdes que tiveram melhor desem-
penho nos testes in vitro, no controle de C.
perniciosa.

Sementes de cacau do clone PA 195
(suscetivel a vassoura-de-bruxa) foram
plantadas em tubetes conicos (5 cm x 19
cm) com terrigo, deixando-se uma planta
por tubete. Os tratamentos utilizados foram
:1) 6leo de P. aduncum; ii) 6leo de P. callo-
sum; iii) 6leo de C. nardus; iv) testemunha,
sem aplicagdo. Para avaliar o efeito prote-
tor, os 6leos na concentragao de 3000 ppm
foram previamente aplicados as plantas
com 15 dias de idade, até o ponto de escor-
rimento, com auxilio de um pulverizador
manual de pressdo. Apos trés dias, as plan-
tas foram inoculadas mediante a deposi¢ao
de 30 pL da suspensdo de basidiosporos (1
x 10° basidiosporos/mL) na gema apical e
mantidas por 24 h em camara climatizada,
com temperatura em torno de 25 °C e umi-
dade relativa de, aproximadamente, 100%.

Para avaliagdo do efeito curativo,
as plantas foram previamente inoculadas
e apos trés dias foram pulverizadas com
os 6leos também na concentracao de 3000
ppm. Os ensaios foram instalados em de-
lineamento inteiramente casualizado com
quatro repeti¢des de cinco plantas cada. As
avaliacoes foram realizadas 45 dias apods
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a instalacdo dos ensaios, determinando-se
a incidéncia da doenga e porcentagem de
controle para cada tratamento em relacdo a
testemunha nao tratada. Os dados obtidos
foram transformados em arc sen V x + 0,5
e comparados pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
NA GERMINACAO E CRESCI-
MENTO MICELIAL DE Crinipellis
perniciosa

Os resultados do efeito inibidor da
germinagdo de basididsporos e do cres-
cimento micelial de C. perniciosa pelos
oleos, nas respectivas concentragdes tes-
tadas, estdo expressos nas Figuras 1 e 2.
Demonstrou-se que o 6leo de P. aduncum
foi o mais eficaz, promovendo 100% de
inibicdo, tanto na germinagdo como no
crescimento do patdégeno na concentragao
de 100 ppm. O 6leo de P. callosum inibiu
completamente a germinagdo € o cresci-
mento nas concentragoes de 500 ¢ 1000
ppm, respectivamente. O o6leo de C. nar-
dus provocou 100% de inibicdo no cres-
cimento na concentra¢dao de 100 ppm e na
germinagdo na concentragao de 500 ppm.
Os resultados desse ensaio corroboram
com os obtidos por Bastos (1997), quanto
a sensibilidade de C. perniciosa ao 6leo de
P. aduncum, in vitro

Os resultados relativos ao efeito vo-
latil dos 6leos essenciais na inibi¢do do
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crescimento micelial de C. perniciosa
estdo apresentados na Figura 3. Obser-
vou-se que a partir de 100 ppm os com-
ponentes volateis do 6leo de P. aduncum
apresentaram efeito toxico e na concen-
tracdo de 10 000 ppm inibiu em 100% o
desenvolvimento do fungo. Os compo-
nentes volateis do oleo de P. callosum,
nas concentragdes de 1000 ¢ 10 000
ppm inibiram, respectivamente, o cres-
cimento em 22% e 42%. Por outro lado,
os componentes volateis do 6leo de C.
nardus nao tiveram efeito inibitorio ao
micélio do fungo. O 6leo de P. aduncum
possui na sua composi¢do quimica va-
rios compostos secundarios, como o éter
fenilico dilapiol, terpinen-4-ol, piperito-
ne, o e B-pineno, y- terpineno, linalol,
a-terpineol, safrol, miceno, a-cardinal
(MAIA et al., 1998). Postula-se que o
potencial fungicida do o6leo de P. adun-
cum se deva ao alto teor de dilapiol na
sua composi¢do. Entretanto, Worwood
(1995) afirma que sendo os 6leos cons-
tituidos por tantos componentes, nao se
pode dizer que o principal componen-
te ou mesmo dois ou trés componentes
mais importantes sejam responsaveis
pelas caracteristicas terapéuticas de um
oleo essencial especifico. Acrescenta, o
que faz um Odleo essencial ser o que &,
consiste no fato de seus componentes
atuarem em harmonia sinergética, € ndo
somente um elemento quimico especifi-
co nele contido. Segundo Silva (1998), a
reunido de varios componentes na com-
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posi¢do de oleos essenciais pode apre-
sentar uma gama de atuagdo bactericida
e fungicida.

3.2 ACAO DOS OLEOS ESSEN-
CIAIS NA PRODUCAO DE BA-
SIDIOCARPOS EM VASSOU-
RAS SECAS DE CACAUEIROS

Os resultados do efeito dos ole-
os na produgdo de basidiocarpos de C.
perniciosa em vassouras mantidas em
vassoureiro (Figura 4) mostram que
ocorreu uma reducdo de basidiocarpos
nas vassouras tratadas com o 6leo de P.
aduncum quando comparado com a tes-
temunha. Nao houve diferenga signifi-
cativa entre os tratamentos. Os 6leos de
P. callosum e C. nardus ndo apresen-
taram agdo inibitéria a esporulacdo do
patégeno. Como os 6leos foram aplica-
dos nas vassouras apenas uma vez, isto
talvez explique a pouca eficacia, prin-
cipalmente do 6leo de P. aduncum. Pos-
sivelmente, com o emprego de mais um
tratamento das vassouras a diferentes
intervalos de tempo, poderia ter ocor-
rido maior redugdo e/ou inibigdo na
formacdo de basidiocarpos. Com isso,
sugere-se, que ocorrendo um retarda-
mento na producdo de basidiocarpos
em condi¢des de campo, pode resultar
em redugdo de inoculo e, conseqliente-
mente, na diminuicdo do indice de in-
fecgdo em frutos e brotos vegetativos
(BASTOS, 1989).
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Figura 1 — Efeito de concentragdes de 6leos essenciais na germinagao de basidiésporos de
Crinipellis perniciosa ap6s 24 h de incubagio.
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Figura 2 — Efeito de concentragdes de oleos essenciais na inibi¢ao do crescimento micelial
de Crinipellis perniciosa, em meio de extrato de malte agar apds oito dias de incubagio.
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Figura 3 — Efeito de compostos volateis de 6leos essenciais na inibi¢ao do crescimento radial
de colonias de Crinipellis perniciosa, em meio de cultura extrato de malte agar apos oito
dias de incubagao.
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Figura 4 — Efeito de 6leos essenciais na produ¢do de basidiocarpos de Crinipellis perniciosa
em vassouras de bruxa, sob condigdes de vassoureiro. Test — testemunha; Pc —Piper callo-
sum; Cn — Cymbopogon nardus; Pa — P. aduncum.
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3.3 EFEITOS PROTETOR E CURA-
TIVO DOS OLEOS EM CASA DE
VEGETACAO

Os resultados da avaliagdo do efei-
to protetor em mudas de cacaueiro (Tabela
1) mostraram que todos os 6leos testados
tiveram agdo preventiva sobre o patdogeno,
dentro do periodo de trés dias, antes da ino-
culacdo. Quanto ao efeito curativo (Tabela
2), foi verificado que o 6leo de P. aduncum
destacou-se dos demais, apresentando 15%
de plantas infectadas por C. perniciosa,
quando as plantas foram inoculadas trés
dias apds o tratamento. Analisando as Fi-
guras 4 e 5 pode-se verificar que o 6leo
de P. aduncum foi o que apresentou maior
eficiéncia de controle, tanto na aplicagdo
preventiva como na curativa. Os 6leos ndo
apresentaram fitotoxicidade nas plantas de
cacaueiro para a concentracao utilizada.

Pelos resultados obtidos, as maiores
reducdes da incidéncia da vassoura-de-bru-
xa foram observadas em plantas tratadas
com os Oleos trés dias antes da inocula¢do
com C. perniciosa. Isto sugere que os tra-

tamentos com os 0leos devem ser mais efe-
tivos quando aplicados preventivamente e
ndo curativamente.

Esses resultados criam perspectivas
para o uso experimental dos dleos no con-
trole integrado da vassoura-de-bruxa em
condi¢des de campo, o que ¢ bastante inte-
ressante considerando-se a possibilidade de
uso de um produto de origem natural que
apresenta baixa toxicidade e que se traduz
como uma vantagem de ndo ser agressivo
ao meio ambiente. Todavia, para compro-
vacdo da eficacia dos 6leos em condic¢des
de campo, torna-se necessario a realizagao
de estudos sobre o niimero, horario e épo-
cas de aplicag@o, bem como a possibilidade
do uso de espalhantes e adesivos capazes
de melhorar as propriedades de molhagem,
emusilficagdo e aderéncia dos compostos
as superficies tratadas. Também deve-se
estimular agoes orientadas para desenvol-
ver técnicas de aplicacdo que produzirdo
gotas de tamanhos proprios para que elas
atinjam o alvo com eficiéncia e promovam
deposi¢do mais eficientes dos principios
ativos, evitando evaporagao.

Tabela 1 — Efeito protetor de 6leos essenciais na incidéncia e controle (%) da vassoura-
de-bruxa em mudas de cacaueiro inoculadas com uma suspensao de 1 x 105 basididspo-
ros/mL de Crinipellis perniciosa, trés dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos.

Tratamento Plantas infectadas (%)* Controle (%)***
Testemunha 80,0 a** -

Piper callosum 45,0 ab 43,75
Cymbopogon nardus 250 b 68,75

P aduncum 15,0 b 81,25
C.V.% 52,84

*Média de cinco repeticdes. **Médias seguidas das mesmas letras ndo apresentam diferengas signifi-

cativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

***Indice de controle baseado na porcentagem de plantas infectadas, em relagdo a testemunha.
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Tabela 2 — Efeito curativo de 6leos essenciais na incidéncia e controle (%) de vassoura-
de-bruxa em mudas de cacaueiro inoculadas com uma suspensao de 1 x 10° basididspo-
ros/mL de Crinipellis perniciosa, trés dias antes da aplicagao dos tratamentos.

Tratamento Plantas infectadas (%)* Controle (%o)***
Testemunha 70,0 a** -

Piper callosum 40,0 ab 43,75
Cymbopogon nardus 350 Db 68,75

P aduncum 20,0 b 81,25
C.V.% 51,03

*Media de cinco repeti¢des. **Médias seguidas das mesmas letras ndo apresentam diferencas signifi-

cativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

***[ndice de controle baseado na porcentagem de plantas infectadas, em relagio a testemunha.

4 CONCLUSAO

a) O 6leo esencial de P.aduncum foi
o mais eficaz nos ensaios in vitro, sendo
capaz de causar total inibi¢do no cresci-
mento micelial e na germinagao de basidi-
osporos de C. perniciosa, na concentracao
de 100 ppm.

b) Maiores redugdes da incidéncia
da vassoura-de-bruxa foram observadas
nas plantas de cacau tratadas preventiva-
mente com os 0leos trés dias antes da ino-
culacdo com C. perniciosa.

¢) O 6leo de P. aduncum apresentou
maior eficiéncia de controle da vassoura-
de-bruxa, tanto na aplicacdo preventiva
como curativa.
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