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RESUMO

O estresse bidtico geralmente é incitado por seres vivos que atacam as plantas, por
meio da producdo de metabdlitos secundarios por elas produzidos. Tal interacdo planta/patdgeno
pode causar prejuizos na agricultura, pois alguns fungos habitam o solo e sdo dificilmente
removidos. O fungo Monosporasccus cannonballus Pollack & Uecker é conhecido pelo colapso
que causa no meloeiro. Muitas plantas nativas da caatinga sao fontes de metabolitos secundarios
e a espécie Lippia gracilis Schauer possui 6leo essencial com atividade antimicrobiana
comprovada devido a presenca do carvacrol e do timol. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estudar o efeito do estresse bidtico causado pelo fungo M. cannonballus na espécie Cucumis
melo e no desenvolvimento da planta e na producéo e qualidade do 6leo essencial de L. gracilis.
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com duas
concentraces do patégeno (controle e 20 ufc g™ de solo) e avaliado aos 60 dias, com um total de
04 tratamentos e 4 repeticdes com 2 plantas cada uma, mantidas em casa de vegetacdo, onde as
espécies L. gracilis e Cucumis melo L. tiveram suas raizes feridas para a inoculagdo de M.
cannonballus. Também foram feitos experimentos in vitro, utilizando o 6leo essencial e 0s
extratos etandlicos de raizes e folhas de L. gracilis sobre M. cannonballus. A anélise de sanidade
mostrou a auséncia de peritécios nas raizes de L. gracilis e C. melo e o teste de reisolamento do
fungo foi positivo para a C. melo. A andlise de crescimento mostrou um aumento de biomassa
seca da raiz de L. gracilis no tratamento com o inéculo do fungo, bem como um aumento nos
teores de carboidratos e proteinas totais. O estresse bidtico também induziu um aumento na
atividade das enzimas Superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato peroxidase
(APX) que, em L. gracilis, foram eficientes no combate ao H,O, e a peroxidagdo. Ja para a
espécie C. melo, houve um incremento na MDA associado a uma menor atividade das enzimas.
No tocante a atividade in vitro do 6leo essencial e extratos etanolicos de raizes e folhas de L.
gracilis sobre M. cannonballus, os dados mostram um percentual de inibicdo de 100% para o
oleo essencial em todas as concentragdes testadas e também foi encontrado o0 mesmo percentual
nas concentracdes de 5000 e 7500 ppm do extrato radicular e na concentracdo de 7500 ppm do
extrato foliar de L. gracilis. Quanto ao rendimento do 6leo essencial de L. gracilis submetida ao
estresse biodtico por M. cannonballus, os dados mostraram que a producéo de 6leo essencial pelas

plantas com o indculo de M. cannonballus foi igual a producdo das plantas sem o inéculo.



Palavras chave: estresse biotico, 6leo essencial, antimicrobiana, carvracol e timol, enzimas.



ABSTRACT

The biotic stress is usually prompted by creatures that attack plants, through the
production of secondary metabolites produced by it. Such interaction plant/pathogen can cause
losses in agriculture, because some fungi inhabit the soil and are difficult to dislodge. The fungus
Monosporasccus cannonballus Pollack & Uecker is known for causing the collapse of melon.
Many native plants of caatinga are sources of secondary metabolites and the species Lippia
gracilis Schauer has proven essential oil with antimicrobial activity due to the presence of
carvacrol and thymol. Therefore, the objective of this work was to study the effect of biotic
stress caused by the fungus M. cannonballus in the specie C. melo and the plant development
and yield and quality of essential oil of L. gracilis. The experiment was performed in CRD with
two pathogen concentrations (control to 20 cfu g™ soil) and 1 assessment time (60 days), with a
total of 04 treatments and 4 replications with two plants each, kept in greenhouse, where the
species L. gracilis and Cucumis melo L. had their roots wounded to inoculation of M.
cannonballus. In vitro experiments were also performed using the essential oil and the ethanol
extracts of roots and leaves of L. gracilis on M. cannonballus. The health analysis showed the
absence of perithecia in the roots of L. gracilis and C. melo and the reisolation test of the fungus
was positive for C. melo. Growth analysis showed an increase of dry biomass in the root of L.
gracilis the treatment with the fungus, as well as increased levels of carbohydrate and protein.
The biotic stress also induced an increase in the activity of Superoxide Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) and Ascorbate Peroxidade (APX) enzymes in L. gracilis, were effective in
combating H,O, and peroxidation. As for the species C. melo, there was an increase in
Malondialdehyde (MDA) associated with lower enzyme activity. Regarding the in vitro activity
of the essential oil and ethanol extracts of roots and leaves of L. gracilis on M. cannonballus, the
data show a percentage inhibition of 100% for essential oil at all concentrations tested, which
was also found in the same percentage concentrations of 5000 and 7500 ppm of root extract at a
concentration of 7500 ppm leaf extract of L. gracilis. Regarding the yield of essential oil of L.
gracilis subjected to the biotic stress by M. cannonballus, data showed that the essential oil
production by plants with the inoculation of M. cannonballus was equal to the production of

plants without inoculum.
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1 INTRODUCAO

As plantas podem estar submetidas a estresses causados por condigdes externas que
adversamente afetam 0 seu crescimento e a sua produtividade. Esses estresses podem ser
abioticos e bidticos, sendo os primeiros causados por excesso ou deficiéncia de componentes
ambientais, tais como alagamento, seca, baixa ou alta temperatura, salinidade e deficiéncia ou
excesso de minerais no solo. O estresse bidtico é incitado por seres vivos que atacam as plantas,
que ativam seus mecanismos de defesa através dos quais sdo produzidos uma ampla gama de
metabolitos secundarios (BONATO, 2007). Os vegetais reconhecem a presenca de
microorganismos patogénicos, detectando seus compostos secretados que estdo interagindo com
constituintes da superficie celular vegetal. Tais compostos denominam-se elicitores bi6ticos e
desencadeiam uma série de alteracbes no metabolismo celular vegetal, formando uma rede de
mecanismos de defesa da planta ao ataque do patégeno (BRAGA, 2008).

Embora essa interacdo planta/patogeno seja satisfatéria no cunho industrial-
medicinal, também pode causar prejuizos na agricultura, uma vez que alguns fungos causadores
de doencas habitam o solo e s&o dificilmente removidos (BUENO et al, 2007). No oeste
potiguar, por exemplo, o fungo Monosporasccus cannonballus Pollack & Uecker é amplamente
conhecido devido ao colapso causado na cultura do meloeiro, constituindo o inéculo primario
para as infecgdes radiculares (SILVA et al, 2010). Contudo, uma das alternativas para tal
problema seria o plantio, nesses solos contaminados, de espécies com propriedades medicinais
que fossem resistentes ao patdgeno, podendo este favorecer o aumento da quantidade e qualidade
dos principios ativos, atraves da elicitacdo.

Muitas plantas da caatinga melhoram a qualidade do solo e podem servir como
fontes de produtos naturais biologicamente ativos. Pode-se destacar, dentre esses compostos
quimicos, os 0leos essenciais, 0s quais sdo constituidos por uma mistura complexa de diversas
substancias, dentre elas os fenilpropandides, mono e sesquiterpenos, para os quais € atribuida a
atividade antimicrobiana de muitos 0leos essenciais (MORAIS, 2009). Assim, h& na Caatinga
uma fonte promissora de 6leos essenciais de espécies de sua flora medicinal uma vez que suas
caracteristicas climaticas marcantes fornecem um incremento na biossintese desses 6leos.

Uma espécie, oriunda da Caatinga e que vem sendo largamente estudada é a Lippia

gracilis Schauer, pertencente a familia Verbenaceae e que se caracteriza por possuir 0leo
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essencial odorifero, volatil, lipofilico e instavel a presenca de luz, calor e umidade, aléem de
possuir atividade antimicrobiana comprovada (ALBUQUERQUE et al., 2006; CAVALCANTI
et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; VIANA, 2010). Provavelmente, a atividade antimicrobiana
deve-se a interacdo dos diversos constituintes, sobretudo dos monoterpenos fendlicos carvacrol e
timol, os quais inibiram efetivamente patdgenos como Streptococcus mutans e Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (BOTELHO et al., 2007; NOSTRO et al.,
2007).

Portanto, este trabalho objetivou estudar o efeito do estresse bidtico causado pelo
fungo Monosporasccus cannonballus na espécie Cucumis melo L., bem como o seu efeito no

desenvolvimento de Lippia gracilis Schauer e na producéo e qualidade do seu 6leo essencial.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caatinga

O bioma Caatinga é o maior e mais importante da regido Nordeste do Brasil,
ocupando praticamente 60% de sua area e estendendo-se pelo dominio de climas semiaridos
numa area de quase 100 milhGes de hectares, o que representa 11% do territdrio nacional. A
Caatinga ocupa parte dos estados do Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Piaui, Bahia e uma pequena porc¢do ao norte de Minas Gerais (ANDRADE et
al., 2005). Trata-se de um bioma com uma grande variedade de tipos vegetacionais, elevado
nimero de espécies e remanescentes de vegetacdo com grande numero de taxons raros e
endémicos (GIULIETTE et al., 2003).

A Caatinga é caracterizada pela formacdo de floresta seca, composta de vegetacao
xerofila de porte arboreo, arbustivo e herbaceo, com ampla variacdo de fisionomia e flora além
de elevada diversidade de espécies, predominando os representantes de Caesalpinaceae,
Mimosaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae e Cactaceae (DRUMOND et. al., 2000). A Caatinga tem
uma alta diversidade floristica para um bioma com forte restricdo hidrica, em virtude de
apresentar, também, ambientes muito distintos: de aquaticos a rupestres, de matas altas a campos
abertos, incluindo encraves de matas Umidas e de cerrados. No conjunto de todas essas situaces,
0 numero de espécies de fanerogamas é de pelo menos 5344 espécies (GIULIETTI;
CONCEICAO; QUEIROZ, 2006).

Dentre tantas caracteristicas marcantes, € também na Caatinga onde as plantas sdo
amplamente utilizadas na medicina popular, através das comunidades locais, as quais possuem
uma vasta farmacopéia natural. Para Maioli-Azevedo e Fonseca-Kruel (2007), as plantas da
Caatinga sdo de grande importancia, tanto em ambito nacional quanto internacional, pelo fato de
apresentarem um vasto potencial terapéutico e econémico que é bastante cobicado pela indUstria
farmacéutica na obtencéo de novos produtos.

Nesse sentido, torna-se importante o conhecimento das possibilidades de usos, locais
de aquisicdo e as partes das plantas medicinais utilizadas para a conservacdo das espécies
nativas, onde as feiras livres constituem-se verdadeiros mananciais e, tanto no meio rural quanto

no urbano, existem pessoas que recorrem a vegetacdo nativa, em busca da cura de seus
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problemas (MOSCA e LOIOLA, 2009). Atualmente, plantas da caatinga como Aroeira
(Myracrodruon urundeuva), Pau-d’arco-roxo (Tabebuia impetiginosa), Catingueira (Caesalpinia
pyramidalis), Jatobd4 (Hymenaea courbaril) entre muitas outras representantes de familias

boténicas da Caatinga que produzem 6leo essencial sdo usadas frequentemente.

2.2 Metabadlitos secundarios

As plantas necessitam defender-se continuamente do ataque de agentes bioldgicos e
de estresses do ambiente, uma vez que sua imobilidade e a falta de sistema imunoldgico, como
ocorrem em animais, propiciaram o desenvolvimento de mecanismos de defesa, em que cada
célula possui tanto capacidade de defesa induzida quanto pré-formada. Portanto, a exposicao das
plantas a fatores do ambientes ou abidticos e a agentes biolégicos, como fungos, bactérias, virus,
nematoides, insetos e herbivoros, fazem com que elas necessitem reagir contra esses estresses
(HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000).

A resposta ao estresse por parte da planta é a ativacdo de seus mecanismos de defesa,
pré-formada ou induzida, razdo pela qual a infecgdo pelo patégeno resulta em danos reduzidos na
planta. A defesa pré-formada € o principal mecanismo no caso de resisténcia ndo especifica, em
que as plantas sintetizam peptidios, proteinas e metabdlitos secundarios, que restringem a
infecgdo por patdgenos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008). Esse tipo de defesa refere-se a
preexisténcia de barreiras estruturais e a compostos tdxicos pré-formados como a producdo de
lignina, enzimas hidroliticas e fitoalexinas (STANGARLIN et al., 2011).

As plantas comumente respondem a um elicitor, que sdo compostos que induzem a
sintese de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese podendo ser bidticos de origem
microbiana ou da propria planta e abidticos, durante a qual espécies reativas de oxigénio (EROs)
sdo geradas. A oxidacdo do O liberado da fotossintese € catalisada por oxidases e peroxidases
presentes nas membranas plasmaticas. A ativacdo dessas enzimas de membranas desencadeia
uma reacdo em cascata, que causa a abertura de canais de célcio e a ativacdo da NADPH oxidase
presente na membrana plasmatica. O estresse oxidativo resultante da geracdo de EROs, como
superdéxido (O;), peroxido de hidrogénio (H.0,) e radicais hidroxila (OH) é um fenémeno
comum de resposta aos estresses (BOWLER; FLUHR, 2000).
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Os estresses desencadeiam a producdo, por parte dos vegetais, de grande variedade
de compostos orgénicos, que parecem ndo ter fungdo direta no seu crescimento e
desenvolvimento e sdo conhecidos como metabolitos secundarios ou produtos naturais. Em
geral, os metabdlitos secundarios ndo apresentam papéis reconhecidos diretos nos processos de
fotossintese, respiracédo, transporte de solutos, translocacgéo, sintese de proteinas, assimilacdo de
nutrientes, diferenciacéo ou sintese de carboidratos. (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente, pois os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem
redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos. E valido
ressaltar que estes fatores podem apresentar correlagcdes entre si, podendo exercer influéncia
conjunta no metabolismo secundario. Em estudos de campo e com plantas anuais, os efeitos da
sazonalidade podem ser confundidos com alteracbes metabdlicas, oriundas do processo de
desenvolvimento hormonal, controlado pela planta, devendo assim ser considerados em
conjunto, onde varias sdo as funcdes quimicas encontradas (MORAIS et al., 2009).

Os 06leos essenciais produzidos por véarias espécies de plantas sdo metabdlitos
secundarios e constituem um dos mais importantes grupos de matérias primas para as industrias
de alimentos, farmacéutica, perfumaria e afins. Sdo constituidos por uma mistura complexa de
diversas classes de substancias, dentre elas os compostos fendélicos, mono e sesquiterpenos, para
0s quais é atribuida a sua atividade antimicrobiana (MORAIS, 2009). Esses 6leos podem ser
extraidos de caules, flores, frutos e raizes de diversas espécies de vegetais aromaticos e possuem
diferentes aplicacbes. Na indastria alimenticia podem atuar como antioxidantes e
antibacterianos, além de reproduzir o sabor e 0 odor presentes na planta.

A designagdo de “0leo” ¢ devida a algumas caracteristicas fisico-quimicas, pois se
caracterizam por serem geralmente liquidos e de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Além
disso, sdo volateis, caracteristica que os diferenciam dos 6leos fixos, que sdo misturas de
substancias lipidicas obtidas normalmente de sementes, como, por exemplo, soja, mamona e
girassol. Vale ressaltar que a producdo desses metabolitos tem diversas funcbes biologicas na
planta, tais como a atragdo de polinizadores, a defesa contra o ataque de predadores, a protecéo
contra perda de 4gua e aumento de temperatura e a inibicio de germinacéo (SIMOES; SPITZER,
2003).
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As plantas da Caatinga sintetizam seus 0leos essenciais através do metabolismo
secundario que, por sua vez, pode ser influenciado por fatores bidticos e abioticos. Assim,
peculiaridades climéaticas desse bioma proporcionam um incremento na biossintese dos seus
Oleos essenciais. De acordo com Morais (2009), na maioria das vezes, 0s 0leos essenciais
apresentam aumento em seu teor quando as plantas produtoras se encontram em ambientes com
temperaturas elevadas. J& existem na Literatura inUmeros trabalhos ressaltando a bioatividade de
6leos essenciais de plantas medicinais da Caatinga a qual possui cerca de 200 plantas produtoras
de 6leos essenciais, dentre as quais 25 espécies possuem grande potencial para fins terapéuticos.
Exemplos citados sdo o 6leo essencial de frutos de Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), que
possui forte atividade antifungica contra patdgenos de pos-colheita (OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2013), o Oleo essencial de Jamboldo (Syzygium joambolanum) que possui atividade
anticarcinogénica, antiviral e antioxidante (ONG; KHOO, 2000), a atividade antioxidante,
sedativa e contra disturbios intestinais do 6leo essencial de Croton zehntneri e muitas outras
espécies oriundas da Caatinga (MORAIS et al, 2006).

2.3 Lippia gracilis Schauer

A familia Verbenaceae caracteriza-se por reunir aproximadamente 40 géneros e 1000
espécies e € constituida por ervas ou arbustos, menos frequentemente arvores ou lianas, muitas
vezes aromaticas, com ramos geralmente quadrangulares. A familia ocorre em regiGes tropicais,
subtropicais e temperadas, sendo 0s centros de mais alta diversidade as regides subtropicais da
América do Sul, além de possuir distribuicdo pantropical, mas principalmente neotropical,
incluindo cerca de 36 géneros e 1000 espécies, ocorrendo no Brasil 16 géneros e cerca de 300
espécies (SOUZA e LORENZI, 2012). Entre as plantas dessa familia que sdo utilizadas como
medicinais, destacam-se as espécies pertencentes a ordem Lamiales, com 35 géneros e 1.035
espécies, exclusivamente brasileiros e com distribuicdo tropical e subtropical. Os géneros mais
representativos em numero de espécies sdo: Verbena, Lippia, Citharexylum, Stachytarpheta,
Glandularia e Duranta (JUDD, 2002).

Inimeras espécies de Lippia sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento
de patologias diversas. No Nordeste do pais, essas espécies sdo usadas na medicina popular para

o0 tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse e essas atribuicbes medicinais sdo dadas
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principalmente as folhas e as flores que sdo utilizadas na forma de infusdo, administradas
oralmente ou através de emplastos (PASCUAL, 2001). Assim, como resultado, muitas espécies
de Lippia tém sido investigadas do ponto de vista farmacoldgico, revelando importantes
propriedades, como é o caso do estudo da acéo sedativa, antiespamadica, e antiinflamatoria de
Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (GOMES, 1997); o efeito antisséptico e antiinflamatério do
extrato aquoso de Lippia sidoides Cham. e sua acdo contra a malaria; o emprego de Lippia
multiflora Moldenke no tratamento de hipertensdo e combate a sarna e a acao de Lippia dulcis
Trev. no tratamento da tosse e bronquite.

A atividade antimicrobiana do género Lippia é bastante discutida e avaliada na
literatura. Varios géneros de bactérias e fungos foram submetidos a avaliacdo, com completa ou
parcial inibigdo. Espécies de bactérias comumente conhecidas como Bacillus cereus e Salmonela
sp. foram totalmente inibidas pela agdo do 6leo essencial de Lippia origanoides e Lippia gracilis
(CAVALCANTI, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2006). Vale ressaltar que, no tocante ao género
Lippia, a secrecdo de dleos essenciais tem sido associada a presenca de tricomas, 0s quais
normalmente séo de formas variadas entre grupos vegetais, mas em geral uniformes dentro de
um mesmo taxon (SANTOS, 2004).

Dentre os representantes do género Lippia, uma espécie que vem sendo largamente
estudada é Lippia gracilis Schauer (Figura 1), em virtude de possuir 6leo essencial com
proporcdes variaveis de fitoquimicos antimicrobianos de acdo comprovada (ALBUQUERQUE
et al., 2006; NETO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2008; VIANA, 2010). Trata-se de um
subarbusto pouco ramificado conhecido como “alecrim de chapada”, “alecrim de tabuleiro” ou
simplesmente “alecrim”, sendo encontrada principalmente no estado de Pernambuco, Ceara e
Rio Grande do Norte (MARRETO et al., 2008). E uma espécie que cresce em terrenos bem
drenados, alcancando de 1,2 a 2 m de altura, com flores amarelo-esbranquigadas e frutos com
sementes que raramente germinam, além de folhas pequenas e aromaticas ricas em Oleos
essenciais (CAVALCANTI, 2006).
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Figura 1 — Lippia gracilis Schauer. Fonte: Arquivo Pessoal, 2014.

O dleo essencial de Lippia gracilis é rico em substancias quimicas como timol,
carvacrol, p-cimeno e y-terpineno, que conferem sua potente caracteristica antimicrobiana. O
Oleo essencial também € externamente usado no tratamento de doencas de pele, inflamacdes,
Ulceras e até como agente larvicida no controle de especies como o Aedes aegypti e
Callosobruchus maculatus (PEREIRA et al., 2008).

Vérios trabalhos evidenciam e comprovam a atividade antimicrobiana do o6leo
essencial de Lippia gracilis Schauer. Vale a pena citar alguns tipos de fungos como Geotrichum
candidum, Trichoderma viride, Fusiccocum sp., Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium sp., e
espécies de bactérias tais como Bacillus pumilus, Bacillus cereus e Enterobacter Hormaechei
foram completamente inibidas pela acdo do 6leo essencial de L. gracilis em pequenas
concentragfes (ALBUQUERQUE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008). Além disso, em outro
trabalho a espécie Mycobacterium tuberculosis, conhecida por causar a tuberculose, também
mostrou-se sensivel a acdo do 6leo de L. gracilis comparado ao uso de drogas antimicrobianas
sintéticas (CAVALCANTI, 2006). Assim, pesquisas recentes revelam o potencial promissor do

6leo essencial de Lippia gracilis Schauer.
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2.4 Fungos fitopatogénicos habitantes do solo na cultura do meloeiro

A familia das Cucurbitaceas apresenta 0 maior numero de espécies e variabilidade
genética no mundo, com uma grande diversidade de caracteristicas entre espécies diferentes. O
meldo é originario da Africa Equatorial, pertencente a ordem Cucurbitales, familia
Cucurbitaceae, género Cucumis e especie Cucumis melo L. Atualmente, a producdo nacional
desta olericola esta em torno de 177.788 toneladas. Os principais produtores nacionais sao 0s
estados do Ceara 103.000 toneladas, Rio Grande do Norte 71.461 toneladas, Bahia 2.200
toneladas e Pernambuco 532 toneladas (DEMARTELAERE, 2011).

A espécie Cucumis melo L. enfrenta problemas fitossanitarios associados a diferentes
agentes patogénicos, como fungos, bactérias, nematoides e virus (LOPES; REIS; LIMA, 2008).
O colapso ou declinio de ramas é considerado uma doenca de grande importancia agricola, tendo
em vista dizimar cultivos de cucurbitaceas em todo o mundo, porém, os danos causados na raiz
provocam a perda da capacidade de absorcdo de agua pela planta e, consequentemente, a
absorcdo de nutrientes necessarios durante o periodo de maturacdo dos frutos, ocasionando
perdas na producdo de até 100% (MARTYN et al., 1996; SALES JUNIOR et al., 2003).

Muitos fungos que habitam o solo e infectam as plantas estdo envolvidos no colapso,
causando tombamento de plantulas ou plantas bem desenvolvidas e, ainda, dependendo da
intensidade da doenca, levando plantas a morte. Os principais fungos fitopatogénicos causadores
de doencas em plantas sdo: Fusarium sp., Monosporasccus cannonballus, Macrophomina
phaseolina, Sclerotium sp., Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium dahliae, Rhizoctonia sp.,
Phytophthora sp., Pythium sp. e Plasmodiophora brassicae. (BUENO et al., 2007).

Dentre os fungos fitopatogénicos presentes no solo, destaca-se 0 Monosporasccus
cannonballus Pollack & Uecker (Figura 2), por causar sérios danos em culturas economicamente
importantes. Trata-se de um patdgeno radicular de muita relevancia na cultura do meloeiro
(Cucumis melo L.) e outras cucurbitaceas, acometendo a raiz de forma isolada ou em associacdo
com outros fitopatdogenos, causando a sindrome denominada “Colapso”. O fungo foi citado pela
primeira vez no Arizona em meldes do tipo Cantaloupe, o qual ndo foi identificado
(TROUTMAN; MATEJKA, 1970), sendo referido apenas no ano de 1974, quando Pollack e

Uecker o descreveram em raizes de meloeiro, sendo sua primeira referéncia
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Figura 2 — Colapso do meloeiro: podridéo das raizes causada por Monosporasccus cannonballus. A:
Ascésporos maduros no solo; B: Ascdsporos germinados na rizosfera e infeccdo das raizes; C: Lesdes
necrdticas nas raizes; D: Sintomas visiveis no campo e morte das plantas; E: Peritécio formado e
infectando o sistema radicular; F: Peritécio relancando os ascosporos no solo. Fonte: SENHOR et al.,
(2009).

Assim, M. cannonballus é um ascomiceto, pirenomiceto, homotalico, com hifas
septadas, hialinas, cuja largura encontra-se entre 7,5 ¢ 14 um (WATANABE, 1979). Destacam-
se pela formagdo de peritécios que possuem formas globosas de 500um de didmetro e coloragdo
preta, aparecendo no final do ciclo da doenca infiltrados em raizes afetadas (SALES JR et al.,
2002). Tais peritécios formam ascas piriformes, de parede grossa, com tamanho de 56-90 x 30-
55 um, que possuem um anel periapical ndo funcional, apresentando apenas um ascosporo em
seu interior (GARCIA-JIMENEZ et al., 1994, BELTRAN, 2006).

Os ascosporos de M. cannonballus sdo multinucleados e podem conter de um a seis
nucleos, possuindo a forma de uma esfera perfeita, com um didmetro de 30 a 50 um e de
coloragdo preta, sendo marrom antes de sua maturacdo (SIVANESAN, 1991). O nome M.
cannonballus é uma aluséo referente a sua forma que lembra uma bala de canhdo (POLLACK;
UECKER, 1974). Outra caracteristica é que em meio de cultura podem apresentar dois tipos de
colbnia: a primeira, de rapido crescimento, de cor branca, podendo ficar mais escuras com o
tempo, formando peritécios com 20 a 30 dias de cultivo (MARTYN et al., 1992). O outro tipo de
col6nia é de crescimento rapido com coloragdo amarela, nunca formando peritécios e possuindo
baixa patogenicidade (GARCIA-JIMENEZ et al., 1994).
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M. cannonballus é bem adaptado ao clima Semiarido da Caatinga, com temperatura
6tima de crescimento entre 25 e 35°C, sendo inibido em temperaturas acima de 40°C e abaixo de
15°C. (PIVONIA et al.,, 2002; MEDEIROS et al., 2006) e é descrito como fitopatdgeno de
cucurbitadceas em todo o mundo (STANGHELLINI et al., 2001; SALES JR. et al., 2002). Os
danos causados por M. cannonballus também podem ser observados em plantas que ndo
pertencem a familia das cucurbitaceas. Entretanto, Mertely et al., (1993) afirmam que relatos em
espécies que ndo sejam da familia das cucurbitaceas pode ndo ter importancia agricola.
Sivanesan (1991) o descreveu na graminea Triticum aestivum (trigo), sendo observado também
em grandes cultivos como milho (Zea mays); sorgo (Sorgum bicolor) e feijdo (Phaseolus
vulgaris) (MERTELY et al., 1993). Este fungo também foi encontrado como sendo patdgeno de
papilonaceas como Medicago sativa (POLLACK; UECKER, 1974) e em outras espécies como
trevo (Trifolium pratense), gergelim (Sesamum indicum), Iris sp, Achyrantes aspera na india
(HAWKSWORTH; CICARONE, 1978), tomate (Lycopersicon esculentum), algodao
(Gossypium hirsutum) e brécolis (Brassica oleracea). Como o indculo primario do fungo sdo os
ascosporos das raizes que se mantém no solo, o controle desta doenca vem sendo feito com a
deteccdo e quantificacdo do indculo de M. cannonballus no solo (WAUGH et al., 2003) e
também é feito um controle quimico a base de fungicida e uso de outros fumigantes, de forma
isolada ou em combinacdo com a solarizacdo do solo (COHEN et al., 2000). Todavia, 0 uso
intensivo desses produtos no controle de doencas, pragas e plantas invasoras na agricultura, tem
causado diversos problemas de ordem ambiental, como a contaminagéo dos alimentos, do solo e
da 4gua (BETTIOL; MORANDI, 2009).

2.5 O uso de produtos naturais no controle de fungos fitopatogénicos

Um fator indispensavel para a agricultura sustentavel ¢ o controle alternativo de
doencas de plantas, o qual tem sido discutido amplamente no contexto atual, onde muitos
produtos naturais, como 0s extratos e 0s Oleos essenciais de plantas medicinais, tanto
condimentares quanto aromaticas, apresentam potencial no manejo de doengas de plantas.
Assim, os 0Oleos essenciais e seus constituintes podem atuar como agentes fungistaticos e/ou
fungicidas, dependendo das concentragdes utilizadas. Dessa forma, 0 mesmo 6leo pode ser ativo
contra um amplo espectro de micro-organismos (ANTUNES; CAVACOB, 2010).
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O potencial antimicrobiano dos 06leos essenciais de eucalipto (Eucayptus globulus),
capim-limdo (Cymbopogon citratus) e menta (Mentha arvensis) foi comprovado sobre o fungo
Colletotrichum gloeosporioides, através da total inibicdo do crescimento micelial desse patdgeno
(TYAGI; MALIK, 2011; CARNELOSSI et al, 2009). De forma semelhante, Tian et al. (2011)
comprovaram que o 6leo essencial de endro (Anethum graveolens L.) reduziu o crescimento
micelial dos fungos Aspergillus flavus, A. oryzae, A. niger e Alternaria alternata, causadores da
deterioracdo do tomate cereja.

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais devem-se a sua caracteristica
lipofilica e a hidrofobicidade, o que proporciona uma interacdo entre o 6leo e os lipideos da
membrana celular, interferindo na sua permeabilidade e causando alteracdes em sua estrutura
(COSTA et al., 2011). Comprovou-se por meio de microscopia eletronica de varredura, que a
parede, membrana e organelas celulares do fungo A. niger mostraram graves danos quando tal
fungo foi exposto a concentracbes minimas inibitorias dos 6leos essenciais de Thymus eriocalyx
e T. x-porlock (RASOOLI et al., 2006). Os autores detectaram também, que o micélio deste
patdgeno apresentou alteragcbes morfoldgicas nas hifas, interrupgdo e destruicdo das membranas
plasmaéticas e mitocondriais. Costa et al. (2011) avaliando o efeito do 6leo essencial de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum) sobre o fungo R. solani, também observaram diferentes alteracdes
morfoldgicas nas hifas.

Os fungicidas originados de plantas séo utilizados ha séculos e pesquisas envolvendo
a procura de fungicidas obtidos de plantas s6 vém aumentando nos ultimos 20 anos (MAKINDE
et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; TAGAMI et al., 2009, VENTUROSO, 2009).
Atualmente, pesquisas in vitro demonstram que diversos patdgenos podem ser controlados com
eficiéncia por meio de extratos e 6leos vegetais Além da atividade antiflngica in vitro, o0s
pesquisadores tém investigado formas alternativas de utilizar o controle de fitopatogenos, pois é
uma forma de propiciar um controle sem desencadear os problemas provocados pelos fungicidas
sintéticos que causam desequilibrios ambientais nas culturas e demais populacGes vegetais e

animais no ecossistema (COSTA et al., 2011).
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3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizacdo da area de estudo

O trabalho foi realizado no municipio de Mossord, que estd situado na regido
semiarida do Nordeste brasileiro, no estado do Rio Grande do Norte, localizado pelas
coordenadas geograficas 5° 11' de latitude sul, 37° 20' de longitude W. Gr. com 18m de altitude,
com uma temperatura média anual em torno de 27,5 °C, umidade relativa de 68,9%,
nebulosidade média anual de 4,4 décimos e precipitacdo meédia anual de 673,9mm. Segundo
classificacdo climatica de Kdppen, o clima de Mossor6-RN é do tipo BSwh', ou seja, quente e
seco, tipo estepe, com estacdo chuvosa no verdo atrasando-se para o outono (CARMO FILHO et
al., 1987).

3.2 Estresse bidtico em plantas de Lippia gracilis e Cucumis melo

O experimento foi montado na casa de vegetacdo do Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN), utilizando-se as
duas espécies: Lippia gracilis e Cucumis melo. Por se tratarem de espécies distintas, a inoculacéo
do fungo nas plantas procedeu-se de forma diferente.

Para L. gracilis, estacas com aproximadamente 20 cm de altura foram retiradas, com
auxilio de uma tesoura de poda, de plantas matrizes mantidas no campus central da UERN. As
estacas foram plantadas em vasos de polietileno com capacidade para 8L, contendo substrato
composto de areia lavada, argila e composto comercial Polifértil® na proporgéo de 3:1:'/, o qual
passou por autoclavagem antes de ser distribuido nos vasos. As estacas tiveram, inicialmente,
duas regas manuais e, apés brotacdo, passaram a ter apenas uma rega manual. Apos 60 dias de
estabelecimento das plantas, foi induzido o estresse bidtico com M. cannonballus, através da
inoculacdo da suspensao dos patdgenos nos vasos contendo as plantas. A suspensao do fungo foi
preparada no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal Rural do Semiarido
(UFERSA) a partir de vinte placas de Petri contendo o fungo previamente crescido. O conteddo
de todas as placas (micélio + meio de cultura) foi homogeneizado em liquidificador com 1 litro

de &gua destilada.
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A inoculacao foi realizada conforme técnica de MENEZES e SILVA-HANLIN
(1997), através da formagdo de um pequeno sulco, com o auxilio de uma faca, em torno das
raizes préximas ao colo. A suspensdo do in6culo de M. cannonballus (20 mL) foi vertida em
torno das plantas, fechando-se o pequeno sulco com solo do préprio vaso. Nas plantas controle, a
inoculacdo foi realizada utilizando-se a mesma técnica, porém ao invés do inéculo com o fungo,
utilizou-se a mesma medida de agua destilada.

Para Cucumis melo L., o inoculo foi vertido no substrato antes do plantio das mudas,
as quais foram previamente plantadas em sementeiras na casa de vegetacdo da UFERSA e, ap0s
estabelecimento, foram trazidas para a casa de vegetacdo da UERN e plantadas nos vasos 48
horas apos a inoculagdo do patogeno.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com 4 tratamentos:
T, (L. gracilis sem o in6culo de M. cannonballus), T, (L. gracilis com o in6culo de M.
cannonballus), T3 (C. melo sem o in6culo de M. cannonballus), T4 (C. melo com o inéculo de M.
cannonballus) e 4 repeti¢cbes, com 2 plantas para cada repeticdo, perfazendo um total de 32

plantas.

3.3 Analise de crescimento e sanidade

Para fins de andlise de crescimento, primeiramente a parte aérea foi coletada
separadamente e posta a secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 40 °C, até atingir peso
constante. Em seguida, o peso seco foi determinado em balanca analitica de precisdo. O peso
seco da parte radicular foi determinado apds a analise de sanidade, sendo posto a secar em estufa
a 70°C.

No tocante a andlise da sanidade, o sistema radicular de plantas de L. gracilis e C.
melo foi separado da parte aérea e levado para o Laboratorio de Fitopatologia da UFERSA para
analise. Com auxilio de uma lupa, procedeu-se a procura de peritécios de M. cannonballus e
sinais de sua infec¢do. Para tanto, segmentos radiculares contendo sintomas caracteristicos da
infeccdo fungica, foram submetidos ao seguinte processo de desinfestacdo: alcool a 70% por 2
minutos, hipoclorito de sédio a 2,5 % por 2 minutos e lavagem em agua destilada, sendo

finalmente postas para secar em papel-toalha. A anélise foi direcionada a procura de sinais de



31

infeccdo nas raizes laterais e proximas ao colo da planta, pois sdo locais onde habitualmente o
fungo se encontra.

Posteriormente, foi realizado o isolamento das raizes em meio BDA (Batata-
Dextrose-Agar) adicionado de 500 mg.L™ de estreptomicina. Um total de oito fragmentos de
isolamento, preferencialmente das zonas afetadas, foram efetuados por planta, com o auxilio de
um bisturi devidamente esterilizado. As placas foram mantidas por 3 a 5 dias em BOD a 29 °C.
Foram avaliadas visualmente todas as raizes (8 amostras) de cada tratamento para avaliacdo da
infeccdo, onde o critério utilizado foi a presenca ou auséncia de M. cannonballus nas raizes que
foram inoculadas. As amostras foram submetidas a analise de variancia e as médias comparadas

pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia pelo software ESTAT®
3.4 Determinac0es de carboidratos, clorofila e proteinas totais em L. gracilis e C. melo

Quanto a determinacdo dos teores de carboidratos totais, aproximadamente 0,1 g de
folhas foi triturada com 20 mL de etanol a 80% a 65 °C e o extrato resultante foi filtrado com
papel filtro, que foi lavado trés vezes sempre incorporando o liquido de lavagem ao filtrado, o
qual foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL. Para a quantificacdo dos carboidratos
totais seguiu-se 0 método fenol-sulfdrico (DUBOES et al., 1956), onde realizaram-se diluicdes
(2 mL do extrato alcodlico, completando o volume com &gua deionizada para 10 mL). Em
seguida, foi retirada uma aliquota de 250 uL de fenol a 5%. Os tubos foram agitados e
adicionaram-se 1,25 mL de acido sulfurico concentrado, agitando-se novamente. Posteriormente,
0s tubos permaneceram em banho-maria a 30 °C, durante 20 minutos. As leituras foram
realizadas no espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 490 nm. Os valores obtidos foram
comparados com a curva padrdo de sacarose a 1%. Foram utilizadas, para essas andlises, 4
amostras de cada tratamento, sendo submetidas a analise de variancia e ao Teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia pelo software ESTAT®.

Para a extracdo e determinagédo do contetdo de clorofila, foram utilizadas folhas, das
quais foram colhidas amostras de 100 mg de material fresco, o qual foi incubado em banho-
maria com 7 mL de DMSO (dimetilsulféxido) por duas horas a 65 °C, sem maceracdo foliar. A
solugéo obtida foi filtrada, o volume foi corrigido para 10 mL com DMSO e em seguida

realizou-se a leitura em espectrofotdmetro considerando-se a densidade 6tica medida a 645 e 663
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nm (BORGHEZAN et al., 2003). Para o célculo das clorofila a “Chla” e clorofila b “Chlb” foram
utilizadas as férmulas: Chla = [0,0127 x (663nm)-0,00269 x (645nm)] e Chl b = [0,0229 X
(645nm) - 0,00468 x (663nm)]. A clorofila total foi a soma da “Chla” e “Chlb”.

As proteinas foram extraidas utilizando-se tampdo de extragdo constituido de TRIS —
HCI pH 6,8 — 4 mL + B-mercaptoetanol — 1,6 mL + SDS 10% - 6,4 mL + glicerol — 6,4 mL +
DMSO - 3,2 mL + PVP - 2g + 10,4 mL de agua destilada (STEFANUTO, 2002). A
quantificacdo foi realizada através da reacdo do Biureto (GORNALL et al., 1949) através de
espectrofotobmetro a 540 nm.

3.5 Analises de Enzimas do Sistema Antioxidativo de L. gracilis e C. melo

Para as determinacOes das atividades enziméticas, primeiramente as amostras foram
coletadas antes do desmonte do experimento na casa de vegetacdo do Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais (LCTV) da UERN. Em seguida, foram congeladas em nitrogénio liquido,
armazenadas em gelo seco e transportadas para o Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas
(LCTP) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Primeiramente, procedeu-se
a maceragdo em nitrogénio liquido e, em seguida, uma segunda maceracdo e homogeneizacao
com tampdo de fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5, 1 mM de EDTA (acido
etilenodiaminotetracético), 3 mM de DL-ditiotreitol e 20% de PVPP sob temperatura de — 4 °C
(Azevedo et al. 1998). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000g durante 30 min e o
sobrenadante em separado em aliquotas ¢ mantido armazenado a —20 °C até a determinacdo da
atividade enzimaética.

Atividade da catalase (CAT): A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por
Havir e Mchale (1987) com modificagdes, conforme Azevedo et al. (1998). Em solugéo
contendo 1 mL de tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 uL de perdxido de
hidrogénio (H,O;) a 1 mM. A reacdo foi iniciada pela adigdo de 25 pL do extrato proteico ¢ a
atividade determinada seguindo-se a decomposi¢cdo do H,O, por 60 segundos, através das
alteracdes a 240 nm, sob temperatura de 25 °C, em espectrofotdmetro.

Ascorbato peroxidase (APX): A atividade da APX foi determinada conforme descrito por
Nakano e Asada (1981). O meio de reacdo composto por 650 puL de tampao fosfato de potéssio
80 mM, pH 7,5, 100 pL de ascorbato 5 mM, 100 uL de EDTA 1 M, 100 pL de H,0, 1 mM e 50
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uL do extrato protéico. A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento da taxa de
oxidagéo do ascorbato a 290 nm, a 30 °C, durante 60 segundos, em espectrofotdmetro.

Atividade de superoxido dismutase (SOD): O protocolo foi padronizado de acordo com
Giannopolitis e Ries (1977). Por esse método, € determinada a inibicdo da reducdo do NBT
(nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacdo do cromoforo. A
solucéo de reacdo (3 mL) foi constituida de 85 mM de tampao fosfato (pH 7,8), 75 uM de NBT,
5 uM riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e 50 ul de extrato enzimatico. A solugdo
foi adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz branca (lampada fluorescente de 15 W) por
5 min. Apo6s esse periodo de exposicao, a solucdo foi analisada por espectrofotdmetro a 560 nm.
Quantificacdo de peroxido de hidrogénio (H,0,): O perdxido foi quantificado segundo
protocolo de Alexieva et al. (2001). As amostras frescas foram maceradas com acido
tricloroacético (TCA) 0,1% na relacdo de 1 g/10 mL (w:v). As amostras foram centrifugadas a
10.000g por 15 min, a 4 °C. Do sobrenadante, foi retirado 200 puL ao qual foi adicionado 200 pL.
de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de solugdo 1 M de iodeto de potassio.
As amostras permaneceram em gelo e no escuro durante uma hora. Apds este periodo, as
amostras foram retiradas do gelo e mantidas em temperatura ambiente para estabilizagdo da
reacao, e em seguida foi realizada a leitura em espectrofotébmetro a 390 nm.

Quantificacdo de Malondialdeildo (MDA): A peroxidacdo lipidica foi determinada de acordo
com Health e Packer (1968), com modificacBes. A reacdo foi determinada através da producédo
de malondialdeido (MDA), um metabolito reativo a acido 2-tiobarbitdrico (TBA). Amostras
biolégicas foram maceradas em TCA 0,1% na propor¢do de 0,2g/2mL de tampdo, juntamente
com 20% de PVPP (polivinilpolipirrolidona). Ap6s homogeneizacdo, a amostra foi centrifugada
a 10.000g durante 5 min. Em seguida, retirou-se 0,25 mL do sobrenadante e transferiu-se para
outro tubo juntamente com 1,0 mL de solucéo contendo 20% de TCA e 0,5% de TBA. A mistura
foi mantida em banho-maria a 95 °C durante 30 min, e em seguida, sofreu rapido resfriamento
por 10 min. Antes da leitura em espectrofotbmetro a 535 e 600 nm, as amostras foram

centrifugadas por mais 10 min a 10.000g.
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3.6 Avaliacéo do efeito do 6leo essencial e dos extratos etanolicos foliar e radicular de L.

gracilis sobre o crescimento micelial in vitro do fungo M. cannonballus

A fim de verificar o efeito do 6leo essencial e dos extratos foliar e radicular de L.
gracilis no crescimento micelial do fungo M. cannonballus in vitro, foi realizado um ensaio, nos
meses de outubro e novembro de 2013.

No experimento dos extratos, raizes e folhas de L. gracilis foram separadas, pesadas
e secas em estufa com circulagédo de ar por 72 horas. Em seguida, o material vegetal foi triturado
separadamente e colocado em recipiente de vidro ambar contendo 8L de etanol a 70% para
maceracao sob agitacdo ocasional. Durante um periodo médio de quatro semanas realizou-se
outras duas macera¢Ges com a renovacdo do liquido extrator do material. O liquido extraido
passou por uma primeira filtracdo em papel de filtro sobre pressdo reduzida e uma segunda
filtracdo por gravidade com funil fechado com algodao. O filtrado em seguida foi concentrado
em rotaevaporador sob pressdo reduzida a temperatura de + 80 °C, para separacdo do etanol. A
solugdo obtida foi colocada em banho Maria a uma temperatura constante de 65 °C para
evaporacao da agua e obtencdo do material solido. Apos esse procedimento, 0s extratos secos
tanto de folha quanto de raiz foram diluidos para obtencdo das concentracdes testadas: 2500,
5000 e 7500 ppm. Os extratos foram adicionados ao meio BDA (batata, dextrose, agar), o qual
foi autoclavado por aproximadamente 15 minutos.

Além dos extratos, testou-se também o Oleo essencial de L. gracilis, o qual foi
extraido de folhas através do processo de hidrodestilacdo utilizando-se o aparato de Clevenger.
Nesse caso, 0 6leo foi acrescentado ao meio BDA apds a sua autoclavagem e resfriamento a 45
°C. As concentraces avaliadas foram: 255, 340 e 425 ppm. Para critérios de comparagdo, foi
estabelecido um meio sem adicdo de extratos vegetais que serviu como controle negativo e um
tratamento contendo o fungicida Captan®. Em camara de fluxo laminar, 20 mL dos meios de
cultura foram vertidos em placas de Petri. O experimento foi inteiramente casualizado (DIC)
contendo 11 tratamentos e 4 repeticGes, com 3 placas para cada repeti¢édo, perfazendo um total de
132 placas, sendo 12 placas para cada tratamento, 0s quais tiveram a seguinte descri¢do: T,
(controle negativo), T, (controle positivo com o fungicida Captan®), Ts (6leo essencial de L.
gracilis na concentragdo de 255 ppm), T, (6leo essencial de L. gracilis na concentracdo de 340

ppm), Ts (0leo essencial de L. gracilis na concentracdo de 425 ppm), T (extrato radicular de L.
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gracilis na concentracdo de 2500 ppm), T (extrato radicular de L. gracilis na concentracdo de
5000 ppm), Tg (extrato radicular de L. gracilis na concentra¢do de 7500 ppm), To (extrato foliar
de L. gracilis na concentracdo de 2500 ppm), Ty, (extrato foliar de L. gracilis na concentracdo de
5000 ppm) e Ty; (extrato foliar de L. gracilis na concentragdo de 7500 ppm).

Discos de micélio do fungo com aproximadamente 3 mm de didmetro foram
retirados de culturas com 5 dias em meio de BDA (batata, dextrose, 4gar) e inoculados no centro
de placas de Petri contendo os diferentes tratamentos. As avaliagdes tiveram inicio 48 horas
apos a instalacdo do experimento e a variavel avaliada foi o crescimento micelial, o qual foi
medido através de medicGes diametralmente opostas com auxilio de um paquimetro. As
avaliacdes finalizaram-se quando o tratamento controle atingiu 0 maximo de crescimento dentro
dos limites da placa de Petri. Para determinar a percentagem de inibicdo, os dados do
crescimento micelial individual de cada fungo foram usados, por meio da aplica¢do da formula
adaptada de Edington et al (1971): | = [(CFC - CFT) / CFC] x 100, Onde: | = porcentagem de

inibicdo; CFC = crescimento do fungo no controle; CFT = crescimento do fungo no tratamento.

3.7 Avaliacdo do rendimento do 6leo essencial de L. gracilis submetidas ao estresse bidtico

Para avaliacdo do rendimento e composicdo quimica dos 6leos essenciais, folhas de
todos os tratamentos de L. gracilis sem o indculo (T1) e com o inéculo de M. cannonballus (T>)
foram separadamente coletadas na casa de vegetacdo da Universidade do Estado do Rio Grande
do Norte (UERN) e foram postas a secar em estufa de circulacdo de ar a 40 °C. O processo de
extracdo dos Oleos essenciais foi realizado empregando-se o método de hidrodestilacdo, através
do aparelho de Clevenger modificado. As folhas de plantas de cada tratamento foram coletadas
e levadas ao Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais /JUERN, onde foram pesadas e
colocadas em baldo de fundo redondo com capacidade para 2 L, contendo agua destilada. A
extracdo foi realizada por um periodo de 2 horas, controlando-se a temperatura para
aproximadamente 100 °C. A partir da massa obtida na extracdo e da massa Umida do material
vegetal, os rendimentos dos 0leos essenciais extraidos foram calculados e expressos em % (p/p).
A equacdo utilizada para o célculo da extracdo do 6leo foi: M (6leo) / M (folhas) x 100, onde M
corresponde a massa. Foram utilizadas 4 amostras de cada tratamento, onde cada amostra

representava uma repeticdo do tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente
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casualizado (DIC) e os tratamentos avaliados foram: T;: L. gracilis sem o in6culo de M.
cannonballus e T,: L. gracilis com o indculo de M. cannonballus. As amostras foram submetidas
a analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia pelo software ESTAT®.



37

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise de sanidade nas raizes de Lippia gracilis Schauer e Cucumis melo.

No tocante a analise de sanidade, as raizes analisadas ndo apresentaram peritécios.
Entretanto, ap6s o isolamento de fragmentos de raizes de ambas as espécies, verificou-se a
presenca do fungo em 37,5% das amostras de C. melo. Na planta da qual a raiz foi isolada, 0s
sintomas da doenga se expressaram através de tombamento, folhas secas e raizes com
amarelecimento. Tal sintomatologia é compativel com a observada por Martyn e Miller (1996),
0s quais definiram como o inicio dos sintomas da doenca por M. cannonballus a presenca do
amarelecimento gradual da raiz e seca das folhas mais velhas, avancando rapidamente para as
folhas mais jovens. A auséncia de peritécios observada nesse trabalho, provavelmente se deve ao
fato de o fungo encontrar-se no inicio do seu crescimento pois, segundo Mertely et al. (1991) e
Sales Jr. et al. (2002), os peritécios so aparecem no ciclo final da doenca nos tecidos das raizes
apodrecidas, apds o tombamento e murcha da planta.

Embora a espécie C. melo seja hospedeira de M. cannonballus, neste trabalho, menos
de 40% das plantas mostraram infeccdo, tal fato pode estar relacionado com o potencial do
indculo nas raizes de C. melo. E importante salientar que a esterilizacdo do solo por
autoclavagem pode ter causado perdas da microbiota natural do mesmo, o que pode ter
prejudicado a infectividade do in6culo. Esse fato também foi observado por Medeiros (2008), o
qual afirma que pode ocorrer pouca germinacdo dos ascosporos na rizosfera de meldo cujo
desenvolvimento se deu em solo anteriormente autoclavado, prejudicando o procedimento da
inoculacdo deste patdégeno. Segundo Mertely et al. (1993), a densidade de in6culo é apenas um
dos componentes do seu potencial de infectividade, o qual também interfere na viabilidade e na
infectividade dos ascdsporos. Portanto, existem muitas influéncias sobre o potencial de inoculo
que podem resultar na auséncia de correlacao entre densidade populacional de M. cannonballus
no solo e a susceptibilidade da espécie a sua infeccdo (STANGHELLINI et al., 2004).
Provavelmente, os exsudados da planta atuando isoladamente ndo estimularam a germinacgéo de
M. cannonballus, podendo haver a necessidade da participagdo da microflora do solo neste

processo. Stanguellini et al. (2000), verificaram que os actinomicetos e bactérias Gram-positivas
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estdo envolvidos, de forma direta ou indireta, na inducdo da germinacdo de ascOsporos, na
presenca de exsudados de raizes de plantas de mel&o.

Ja para o tratamento envolvendo a espécie L. gracilis, observou-se a auséncia de
sinais do patogeno, ndo havendo, portanto, isolamento de M. cannonballus nas placas onde
foram feitas a inoculacdo dos fragmentos de suas raizes. Tal fato presume uma provavel
resisténcia da espécie L. gracilis frente ao fungo M. cannonballus, uma vez que a espécie possui
antividade antimicrobiana comprovada (ALBUQUERQUE et al., 2006; CAVALCANTI et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2008; VIANA, 2010). Provavelmente, os exsudatos radiculares
produzidos por L. gracilis tenham inibido o fungo, impedindo o seu crescimento e isso pode
explicar porque o fungo ndo apareceu no teste de isolamento das raizes em placa de Petri. A
planta hospedeira também exerce influéncia sobre a infectividade dos ascésporos de M.
cannonballus, pela qualidade e quantidade de exsudatos radiculares estimulantes liberados, que
podem ser de natureza fungitoxica (PIVONIA et al., 1997). Similarmente, Agrios et al, (2004),
estudando a antracnose da cebola, causada pelo fungo Colletotrichum circinans, observaram que
variedades resistentes geralmente tém compostos fendlicos, acido protocatéquico e catecol, que
promovem a inibicdo do fungo.

Espécies ou variedades de plantas que, por alguma razdo, ndo produzem uma das
substancias essenciais para a sobrevivéncia de um patdgeno obrigatério ou para o
desenvolvimento de infeccdo por algum parasita, serdo resistentes ao patdgeno que necessite
desta substdncia (AGRIOS, 2004). Talvez, devido a esse fato L. gracilis tenha se mostrado
resistente a0 M. cannonballus. Outra explicacdo também pode estar relacionada com a
concentracdo do in6culo, que foi a mesma utilizada para C. mel. Segundo a literatura, a
concentracdo de 20 u.f.c.g™ de solo é apropriada para estudos de viruléncia de M. cannonballus
em C. melo (ANDRADE et al, 2005). Como o presente trabalho é pioneiro, ndo existem na
literatura referéncias acerca da concentracdo ideal de indculo capaz de causar infeccdo em L.

gracilis.
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4.2 Efeito do estresse bidtico sobre o crescimento de L. gracilis e C. melo

Os dados referentes & biomassa seca de parte aérea e de raizes de L. gracilis e C.
melo estdo apresentados na Figura 3 e 4. Em se tratando da influéncia do estresse bidtico no
crescimento de L. gracilis, foi possivel verificar que, para a biomassa seca de parte aérea de L.
gracilis, os dados mostram que ndo houve diferenca estatistica entre as plantas inoculadas e as
ndo inoculadas (Fig. 3). Entretanto, o gréfico mostra diferenca estatistica entre L. gracilis e C.
melo. Fica evidente essa constatagdo, em virtude de se tratarem de espécies diferentes, onde L.
gracilis possui porte subarbustivo (MARRETO et al., 2008) e C. melo possui porte herbaceo,
com caule de crescimento rasteiro ou prostrado (FONTES; PUIATTI, 2005).

Ja para a parte radicular de L. gracilis, houve um incremento significativo de
biomassa seca da raiz de L. gracilis (Fig. 4). Provavelmente o fungo M. cannonballus tenha
estimulado o desenvolvimento de raizes secundarias, uma vez que o fungo bloqueia a absorcao
de &gua, prejudicando o status hidrico da planta (SALES JR et al., 2003). De acordo com Soares
e Machado (2007), as plantas conseguem modular respostas de defesa de forma a superar os
estresses e retornar ao metabolismo normal. Segundo Taiz e Zeiger (2009), o aumento da
biomassa da raiz € uma das respostas da planta ao estresse, seja ele bidtico ou abidtico.
Resultados contrarios foram detectados por Ulbrecht e Bownman, (2004), os quais verificaram
reducdo das raizes de citros inoculadas com P. nicotianae e Phytophthora palmivora e Martinez
et al (2010), que estudando o efeito da infeccdo do fungo Bipolaris maydis em Panicum
maximum também verificaram que o fungo reduz a biomassa seca dessas plantas, influenciando
negativamente o seu crescimento. Ficou comprovado que varios parametros morfologicos e
fisiologicos podem ser alterados na interagdo planta-patdgeno, como massa seca, fenologia
(SADRAS et al., 2000), crescimento e area foliar das plantas (MORIONDO et al., 2005).

Ja para a espécie C. melo, os resultados mostraram que ndo houve diferenca
estatistica na biomassa seca de parte aérea (Fig. 3) e de raizes (Fig. 4) entre as espécies com e
sem 0 inoculo de M. cannonballus. Sabe-se que C. melo € susceptivel ao M. cannonballus, no
entanto, a sintomatologia caracteristica desse fungo ndo foi observada na maioria das plantas.
Portanto, acredita-se que os sintomas ndo tenham se manifestado pelo fato da infecgéo pelo
fungo estar na fase inicial. De acordo com Andrade et al (2005), as raizes secundérias da planta

apresentam-se necrosadas e apodrecidas ocorrendo, posteriormente o desaparecimento do cortex,
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fazendo com que haja perda do sistema radicular nos ultimos estagios da doenca. A mesma
afirmacéo foi feita por Aegerter et al., (2000), os quais verificaram que M. cannonballus reduz o
comprimento da raiz em até 93%, no ciclo final da doenga e, desta forma, como ndo sdo supridas
as necessidades hidricas da cultura, ocorre também a murcha generalizada e diminuicdo da parte

aérea em C. melo.
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Figura 3 - Biomassa seca (g) da parte aérea de L. gracilis e C. melo sob condic¢des de estresse bidtico
com M. cannonballus. T; - (L. gracilis sem o indculo de M. cannonballus), T, - (L. gracilis com o
in6culo de M. cannonballus), Ts - (C. melo sem o in6culo de M. cannonballus) e T, - (C. melo com o
indculo de M. cannonballus). UERN, Mossor6, RN, 2013. Letras minGsculas iguais no mesmo tratamento e
mailsculas entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

CV% = 16.46.
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Figura 4 - Biomassa seca (g) de raiz de plantas de L. gracilis e C. melo sob condi¢fes de estresse
biético com M. cannonballus. T, - (L. gracilis sem o in6culo de M. cannonballus), T, - (L. gracilis com
0 indculo de M. cannonballus), T3 - (C. melo sem o indculo de M. cannonballus) e T, - (C. melo com o
in6culo de M. cannonballus). UERN, Mossord, RN, 2013. Letras mintsculas iguais no mesmo tratamento e
maiusculas entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
CV% =11,35.

4.3 Teores de carboidratos, clorofila e proteinas totais em L. gracilis e C. melo

Os dados de carboidratos, clorofila e proteinas totais encontram-se na Tabela 1. As
plantas de L. gracilis inoculadas com o fungo apresentaram uma maior quantidade de
carboidratos quando comparadas com as ndo inoculadas e, para a espécie C. melo ndo houve
diferenca estatistica entre as plantas inoculadas e as ndo inoculadas (Tab. 1). Resultados iguais
foram encontrados por Silveira (2008) que, embora trabalhando com plantas de C. melo
inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares sob estresse salino, encontrou um aumento nos
teores de carboidratos nas plantas inoculadas em relacdo as plantas ndo inoculadas.

Esse aumento dos carboidratos em L. gracilis pode ser explicado pelo fato de que
provavelmente o fungo, caraterizado como um patégeno radicular, esteja inibindo o transporte de
acucar no floema da raiz, acarretando o acimulo deste nas folhas e restringindo o transporte da
seiva elaborada da copa para o sistema radicular. Resultados semelhantes foram encontrados por
Maust et al (2003), trabalhando com coqueiros (Cocos nucifera) infectados por um fitoplasma,
causador do amarelecimento letal nessa espécie. Esses pesquisadores sugerem gque uma maior
concentracdo de carboidratos em folhas provavelmente deve-se a inibicdo do transporte de

acucar no floema para a raiz. Além disso, Lobato et al (2009), ao estudarem o efeito da infeccéo
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de cultivares de Phaseolus vulgaris pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum, também
verificaram um aumento no teor total de hidrato de carbono sollvel nas plantas infectadas pelo
agente patogénico, o que também foi observado por Arias et al. (2003), que encontraram
resultados semelhantes em girassol (Helianthus annuus L.). Diferentemente, Beltrame (2010),
estudando a interacdo do fungo Phytophthora nicotianae em Citrumelo swingle, observou que o
patdgeno ndo causou alteracdes no teor de agucares nas folhas dessa espécie.

Em relacdo aos teores de proteinas totais, para a espécie L. gracilis, as plantas que
foram inoculadas apresentaram aumento significativo quando comparadas com as testemunhas e,
para a espécie C. melo, ndo foram encontrados resultados significativos. Essa constatacdo
encontra respaldo na Literatura, pois, em geral, plantas infectadas por fitopatdgenos sofrem um
aumento consideravel quanto ao contetdo de proteinas e esse aumento pode ser explicado como
sendo proveniente da acdo conjunta dos organismos envolvidos na acdo patdgeno-hospedeiro,
pois a planta de um lado, procura ativar seus mecanismos de defesa para evitar o estabelecimento
de relacOes parasitarias e o patdgeno, por outro lado, tenta anular o efeito inibitorio gerado pela
planta. As proteinas produzidas mediante mecanismos de defesa podem ser estruturais ou
relacionadas & patogénese (STANGARLIN; PASCHOLATE, 2000). Incrementos na producéo
de proteinas ja foram relatados por autores como Albrecht e Browman (2007), em plantas de
citros inoculadas com P. palmivora. Por outro lado, em avaliacbes realizadas em tecidos de
folhas de tangerina inoculadas com P. nicotianae ndo foi possivel observar alteracdes nas
proteinas. (BELTRAME, 2010).

Para os teores de clorofila total, ndo houve diferencas significativas em relacdo as
plantas inoculadas e as ndo inoculadas para L. gracilis e C. melo (Tabela 01). Embora as
alteracOes na taxa fotossintética ndo tenham sido estudadas neste trabalho, pode-se inferir que,
como nao houve alteracdo nos teores de clorofila total, também ndo houve interferéncia nos
niveis de fotossintese e na fisiologia da planta. Assim, para uma melhor compreensdo do
comportamento fotossintético de plantas de L. gracilis e C. melo infectadas por M. cannonballus,
seria necessario abordar outros fatores, como disponibilidade de CO,, condutancia estomatal e
alteracéo de outros pigmentos fotossintéticos.
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Tabela 1. Teores de carboidratos, clorofila e proteinas totais em L. gracilis e C. melo.

Tratamentos Carboidratos Clorofila Proteinas Totais
ug. mL* mg. mL™ ug. mL™
T, 32.11b 0.354 a 0.335b
T, 64.93 a 0.387 a 0.605 a
Ts 32.81b 0.285a 0.340b
T, 39.92b 0.284 a 0.327b
CV% 14,06 15,11 10,48

T, (L. gracilis sem o in6culo de M. cannonballus), T, (L. gracilis com o indculo de M.
cannonballus) Tz (C. melo sem o inéculo de M. cannonballus), T, (C. melo com o in6culo de M.
cannonballus). UERN, Mossord, RN, 2014.

Letras maiusculas iguais nas barras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.4 Estresse biotico e o seu efeito no Sistema Antioxidativo de L. gracilis e C. melo

Os resultados da andlise das enzimas revelou que as espécies avaliadas ativaram de
forma diferenciada os seus sistemas de defesa através do sistema antioxidativo. Para o tipo de
estresse a que fora submetida, a espécie L. gracilis apresentou um sistema antioxidativo muito
eficiente, contrastando com a espécie C. melo, para a qual os dados sugerem um verdadeiro
colapso das enzimas, as quais ndo conseguiram modular o estresse causado pelo fungo.

O ponto de partida para essa constatacdo refere-se aos dados relacionados com o
conteddo de Perdxido de Hidrogénio (H2.0,) nas duas espécies (Figura 5), os quais ndo foram
significativos para a espécie L. gracilis, onde o tratamento com fungo se assemelhou
estatisticamente ao tratamento sem fungo. Entretanto, para a espécie C. melo, observou-se
diferenca estatistica para o tratamento com fungo, indicando um maior acumulo desse radical no
referido tratamento. A importancia da quantificacdo de H,O, é evidenciada porque 0 mesmo é
um oxidante relativamente estavel e pode iniciar o dano oxidativo nas células levando a
interrupcdo da funcdo metabdlica e perda da integridade celular, resultando em senescéncia
(SRIVASTAVA, 2000). A geragéo de H,O, é aumentada em resposta a diferentes condigGes de
estresse, que geralmente desencadeiam a producgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como
o superéxido O, por exemplo. Apesar de ser um composto danoso quando acumulado na célula,
0 H,O, também desempenha um papel importante no processo de aclimatacdo e tolerancia

cruzada. Isso quer dizer que quando a planta é exposta previamente a um determinado estresse
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pode induzir tolerancia a subsequentes exposi¢cdes a0 mesmo estresse ou a outro tipo diferente
deste (NEILL et al., 2002).
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Figura 5 — Quantificacdo do conteudo de Perdxido de H,O, (umol/g MF) em L. gracilis e C. melo.
Lippia gracilis (L. gracilis sem o in6culo de M. cannonballus — cor preta, controle e L. gracilis com o
in6culo de M. cannonballus — cor cinza, fungo). Cucumis melo (C. melo sem o in6culo de M.
cannonballus, cor preta, controle e C. melo com o indculo de M. cannonballus — cor cinza, fungo). Letras

mindsculas iguais no mesmo tratamento e maiusculas entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os dados apresentados na Figura 5 sdo compativeis com os referentes a atividade da
SOD (Figura 6). Na espécie L. gracilis, os dados revelaram a atividade dessa enzima no
tratamento com fungo, o qual se diferenciou estatisticamente do tratamento sem fungo.
Provavelmente o estresse provocado pelo ataque fingico gerou o radical superéxido (O) e esse
fato explica o aumento na atividade da SOD, que tem como uma de suas atribui¢des dismutar o
02 a H,0, (ALSCHER et al., 2002; APEL; HIRT, 2004; PRASAD, 2004; SANKAR et al.,
2007; BHATTACHARIEE, 2010). Devido a esse fato, a SOD é considerada uma enzima chave
envolvida na deteccdo de estresse (GRATAO et al. 2005; DUBEY, 2010; DINAKAR, et al.,
2012).

No tocante a espécie C. melo, os dados revelaram uma baixa atividade da SOD
(Figura 6), porém isso ndo quer dizer que ndo houve atividade da enzima, uma vez que
observou-se um aumento do conteido de H,0O, para essa espécie (Figura 5). Provavelmente, em

virtude do alto estresse sofrido pela planta, a demanda de radicais superoxido a serem
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dismutados foi muito alta e 0 aumento do contetdo de H,O, promoveu o colapso dessa enzima,
uma vez que altos niveis de H,O, podem danificar organelas e também inativar a SOD
(HALLIWELL, 1974; FOYER e NOCTOR, 2003). Esses resultados também concordam com
Morais (2013), que ao trabalhar com estresse hidrico em variedades de cana-de agucar, também
ressaltou a inativacdo da SOD em detrimento do alto contetdo de H,O,. Também foram
relatados aumentos da atividade da SOD como resposta a varias situacdes de estresse, a exemplo
do feijéo caupi atacado pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (BARRETO, 2005) e em
trigo infectado por Puccinia recondita (IVANOV et al., 2004).

180,00 -

160,00 -

140,00

120,00 -

100,00 -

W Controle

80,00 = Fungo

Atividade da SOD

60,00 -

40,00 -

20,00
bA

0,00 -

Lippia gracilis Cucumis melo

Figura 6 — Atividade da SOD (U SOD mg prot.-1) em L. gracilis e C. melo sob estresse biotico.
Lippia gracilis (L. gracilis sem o in6culo de M. cannonballus — cor preta, controle e L. gracilis com o
in6culo de M. cannonballus — cor cinza, fungo). Cucumis melo (C. melo sem o in6culo de M.
cannonballus, cor preta, controle e C. melo com o in6culo de M. cannonballus — cor cinza, fungo).

Letras mindsculas iguais no mesmo tratamento e maidsculas entre os diferentes tratamentos ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

No tocante a atividade das enzimas CAT e APX (Figuras 7 e 8), os dados mostram
que, para a espécie L. gracilis, houve uma alta atividade dessas enzimas no tratamento com o
fungo M. cannonballus. Esse resultado explica o motivo pelo qual ndo houve diferenca
estatistica nos niveis de H,O, para a espécie L. gracilis com a presenca do fungo, visto que as
CAT e APX atuam convertendo o H,O, a agua e oxigénio molecular. A CAT tem uma baixa
afinidade pelo H,O, requerendo a ligacdo de duas moléculas dessa ROS para que a reacdo ocorra

e, dessa forma, as CAT seriam responsaveis pela remocéo do excesso de H,O, durante o estresse
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(MITTLER, 2002; GECHEV et al., 2006; DUBEY, 2010). Estas enzimas possuem diferentes
afinidades por essa ROS, em que a APX teria alta afinidade (uM) ¢ a CAT baixa afinidade (mM)
(MITTLER, 2002). Portanto, as APX seriam responsaveis pela modulagdo final dessas ROS,
podendo eliminar H,O, que estdo inacessiveis a CAT, no caso dos cloroplastos (FOYER e
NOCTOR, 2011). Assim, a remocdo completa foi realizada pela APX (Figura 07), que é
considerada a enzima mais importante na eliminacdo do H,O, de certos compartimentos
celulares onde ndo existem catalases para atuar nessa funcdo (MITTLER, 2002). Desta forma, é
importante ressaltar a acdo combinada dessas enzimas na espécie L. gracilis, que juntamente
com a SOD, promoveram a eliminacdo do H,O,, uma vez que a SOD gerou o H,O; e as enzimas
CAT e APX o removeram prontamente. Ademais, € indiscutivel a importancia das enzimas CAT
e APX na célula vegetal, pois sua atividade é fundamental para a manutencdo do equilibrio
redox, conforme fora observado também por outros autores (NAYYAR; GUPTA, 2006; WANG
et al. 2003; CIA, 2010).

Ja para a espécie C. melo, os dados mostram valores baixos de CAT e APX, nao
havendo diferenca estatistica entre os tratamentos com e sem fungo (Figuras 7 e 8).
Provavelmente, o acimulo de H,0, contribuiu ativamente na perturbacao do sistema redox e isso
justifica a insuficiente atividade enzimatica (FOYER; NOCTOR, 2003). Em outras palavras,
parece ter ocorrido um colapso no sistema antioxidativo da espécie C. melo durante o estresse

causado pelo fungo, resultando na baixa atividade da CAT e da APX.
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Figura 7 — Atividade da CAT (umol min-1 mg-1 de proteina) em L. gracilis e C. melo sob estresse
bidtico. Lippia gracilis (L. gracilis sem o in6culo de M. cannonballus — cor preta, controle e L. gracilis
com o inéculo de M. cannonballus — cor cinza, fungo). Cucumis melo (C. melo sem o indculo de M.
cannonballus - cor preta, controle e C. melo com o indculo de M. cannonballus — cor cinza, fungo). Letras
mindsculas iguais no mesmo tratamento e mailsculas entre os diferentes tratamentos néo diferem entre si pelo teste
de ao nivel de 5% de probabilidade).
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Figura 8 — Atividade da APX (umol min-1 mg-1 de proteina) em L. gracilis e C. melo. Lippia gracilis
(L. gracilis sem o in6culo de M. cannonballus — cor preta e L. gracilis com o indculo de M. cannonballus
— cor cinza). Cucumis melo (C. melo sem o in6culo de M. cannonballus - cor preta e C. melo com o
indculo de M. cannonballus — cor cinza). Letras minGsculas iguais no mesmo tratamento e maitisculas entre os
diferentes tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Com relacdo ao contetudo de Malondialdeido (MDA), observaram-se baixos niveis
desse composto na espécie L. gracilis inoculadas com o fungo, ndo havendo diferenca
significativa em relagdo ao controle (Figura 9). Ao contrério do que foi observado para L.
gracilis, o nivel de MDA nas plantas de meldo submetidas ao estresse foi superior ao
quantificado no tratamento controle. Esses resultados estdo em consonancia com a resposta da
atividade das enzimas do sistema antioxidativo. Para L. gracilis verificou-se altas concentragdes
de SOD, CAT e APX (Figuras 6, 7 e 8) as quais foram responsaveis pelo baixo conteudo de
H,O, (Figura 5) e de MDA (Figura 9). Sob condicGes de estresse a atividade destas enzimas é
aumentada resultando em reduzido contetdo de H,O, e MDA (DELLABIGLIA et al. 2010).
Esses resultados também foram encontrados por Morais (2013), trabalhando com estresse
multiplo em cana de agucar. Ja para a espécie C. melo, a baixa atividade da SOD, CAT e APX,
resultaram no aumento do contetdo de H,0, e de MDA, que foram gerados pelo estresse. Nesse
caso, observou-se peroxidacdo lipidica nessa espécie, visto que o contedtdo de MDA estava
elevado e a inibicdo da maquinaria antioxidante pode também levar ao acimulo de ROS que
causam a peroxidacédo de lipideos (TORRES, 2010).

Na literatura séo escassos 0s relatos de trabalhos envolvendo a interacéo entre fungos
patogénicos e plantas medicinais. Assim, tornou-se necessario, a efeitos comparativos,
mencionar pesquisas realizadas com espécies agricolas expostas as mais diversas condicfes
geradoras de estresses. Foram observados que a infec¢do por C. gloeosporioides causou aumento
da atividade de enzimas antioxidantes nos clones de seringueira analisados, evidenciando que o
agente bidtico aplicado inicia uma resposta de maneira universal. A tendéncia ao aumento destas
enzimas antioxidantes nas plantas de seringueira indica que existem mecanismos ativados para
defesa frente a EROs geradas pela presenca do fungo. A acdo combinada do déficit hidrico e
elevadas temperaturas resultou em maiores danos a plantas de Jatropha curcas do que o estresse
por temperatura isoladamente. Essas plantas exibiram uma elevada atividade das enzimas CAT,
APX e SOD e apresentaram um balanco redox favoravel entre a forma reduzida e oxidada do
ascorbato quando o estresse foi induzido apenas pela elevagdo de temperatura (SILVA et al.,
2010).

Diante do exposto, as respostas bioquimicas de defesa de L. gracilis devem ser

detalhadamente estudadas para a melhor compreenséao das estratégias de defesa empregadas pela
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planta. Tal estudo € importante por possibilitar o desenvolvimento de variedades mais aptas a se

defenderem das pressdes bidticas que Ihes sdo impostas nos ambientes onde séo cultivadas.
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Figura 9 — Peroxidacdo lipidica através da quantificacdo da Malondialdeido — MDA (numol/g MF)
em L. gracilis e C. melo. Lippia gracilis (L. gracilis sem o indculo de M. cannonballus — cor preta,
controle e L. gracilis com o indculo de M. cannonballus — cor cinza, fungo). Cucumis melo (C. melo sem
0 inéculo de M. cannonballus - cor preta, controle e C. melo com o inéculo de M. cannonballus — cor

cinza, fungo). Letras mindsculas iguais no mesmo tratamento e mailsculas entre os diferentes tratamentos ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

4.5 Efeito do 6leo essencial e dos extratos foliar e radicular de L. gracilis na inibicdo do

crescimento micelial in vitro de M. cannonballus

Os dados referentes a percentagem de inibicdo do crescimento micelial do fungo M.
cannonballus frente aos tratamentos envolvendo o 6leo essencial e os extratos vegetais de L.
gracilis, bem como a visualizacdo dessa inibicdo em placas de Petri estdo apresentados na Figura
10, 11 e 12. Nos trabalhos in vitro, o 6leo essencial em todas as concentracdes avaliadas e 0s
extratos foliar (7500 ppm) e radicular (5000 e 7500 ppm) inibiram 100% do crescimento micelial
do fungo (Fig. 10). A inibicdo flngica incitada por esses extratos naturais ndo diferiram
estatisticamente do controle positivo (com fungicida comercial Captan®), porém quando
comparados ao controle negativo (apenas meio de cultura) observou-se diferenga significativa

(Fig. 10). Sem duvida alguma, os dados revelaram que o 6leo essencial € mais eficiente quando
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comparado aos extratos, pois doses consideravelmente mais baixas ja inibem 100% do
crescimento flangico. Existem relatos na literatura acerca da atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de L. gracilis (ALBUQUERQUE et al., 2006; CAVALCANTI et al., 2006; OLIVEIRA
et al., 2008; VIANA, 2010), porém ainda ndo ha dados publicados a respeito dessa atividade, dos
extratos radiculares e foliares dessa espeécie.

A acéo biologica do 6leo contra os micro-organismos se da em virtude da presenca
de dois monoterpenos fendlicos, o carvacrol e o timol, 0s quais s80 0s compostos majoritarios
nessa espécie e possivelmente os responsaveis pela potente atividade antimicrobiana, a qual pode
ser superior a de farmacos utilizados em protocolos in vitro (FONTENELLE et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2007; SARRAZIN et al.,
2012; ZARE et al., 2012; GOMES et al., 2011). O mecanismo de acdo desses monoterpenos
volateis nas células dos microrganismos ja € bem conhecido (LAMBERT et al., 2001; BURT,
2004), pois, em virtude da natureza lipofilica do 6leo, ha forte interacdo deste com a membrana
plasmatica da célula, interferindo na sua permeabilidade e causando alteracdes em sua estrutura,
onde o resultado é a formacdo de canais, através dos quais ha extravasamento de conteudo e
consequente desorganizacao celular (COSTA et al., 2011).

Outras especies do género Lippia também apresentaram potente atividade
antimicrobiana, a exemplo do trabalho de Silva et al (2013), os quais verificaram que os 6leos
essenciais de L. gracilis e Lippia sidoides, também proporcionaram forte inibi¢do in vitro do
fungo Rhizoctonia solani, um importante fitopatégeno habitante do solo que, assim como M.
cannonballus, causa tombamento e, consequentemente perdas em diversas culturas de
importancia econdmica (FALTIN, et al., 2004). Além dessas espécies, 0 6leo essencial de Lippia
scaberrina reduziu em até 86% o crescimento micelial de Botryosphaeria parva (REGNIER et
al., 2008).

Nesse estudo, a dose de 2500 ppm tanto do extrato radicular quando foliar ndo foram
eficientes no controle do crescimento micelial, pois proporcionaram apenas 45,47 e 38,19% de
inibicdo respectivamente. A atividade antifingica do extrato radicular foi mais eficiente quando
comparada ao foliar, pois doses de 5000 ppm ja foram suficientes para inibir 100% do
crescimento micelial, enquanto que nessa mesma concentra¢ao do extrato foliar, o fungo cresceu
32,04% (Fig. 10).
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A superioridade da eficiéncia do 6leo essencial frente aos extratos, principalmente o
foliar, deve-se provavelmente ao fato de que os compostos antifingicos sintetizados pela planta
se concentram mais no 6leo essencial, sendo detectados em menores concentragdes nos extratos
ou entdo, os mesmos podem apresentar compostos volateis hidrossoltveis. (FRANZENER et al.,
2007). Além disso, essa reducdo na capacidade de inibicdo dos extratos de L. gracilis pode ser
atribuida também a uma provavel volatilizacdo dos constituintes quimicos dos extratos ou a
instabilidade dos mesmos, quando na presenca de luz, calor, ar e umidade no interior das placas
de Petri (SIMOES e SPITZER, 2000). Por fim, a forma de esterilizacio, a metodologia adotada e
0 tempo de armazenamento do extrato podem ter interferido na sua atividade em relacdo ao
desenvolvimento micelial de M. cannonballus, como fora observado por Leme et al (2007), ao
estudarem a acao do extrato de capim-liméo sobre o fungo Colletotrichum acutatum.

Observou-se uma correlacdo positiva entre a dose dos extratos e o percentual de
inibicdo (Fig. 10). Resultados semelhantes foram encontrados por Mota et al., (2012) que
trabalhando com o extrato de folhas de Lippia sidoides, observaram que o efeito inibidor do
extrato foliar aumentou a medida que se elevou a dose do produto. Outro aspecto importante diz
respeito a presenca de saponinas no extrato radicular de L. gracilis, estando amplamente
relacionadas com a defesa da planta para neutralizar agentes patogénicos (VAN DYCK et al.,
2010). Provavelmente, a presenca de saponinas nas raizes de L. gracilis tenha neutralizado o
crescimento micelial de M. cannonballus, uma vez que varios trabalhos corroboram com este
resultado, evidenciando a sua atividade fungicida (HOWE e JANDER, 2008; COLEMAN et al.,
2010; DE LEO et al., 2006; SAHA et al., 2010; SUNG e LEE, 2008, LANZOTTI et al., 2012). O
mecanismo de acdo das saponinas é semelhante ao do 06leo, pois de acordo com Barile et al.
(2006), os compostos presentes nestes formam complexos com esterois, resultando num aumento
da permeabilidade da membrana do fungo e vazamento do contetido de suas células.

Trabalhos ressaltando a acdo bioldgica de extratos de plantas tém sido apontados
como eficientes no controle de doencgas fungicas. Tagami et al (2009), estudando a fungitoxidade
de extratos brutos de erva cidreira no desenvolvimento in vitro de fungos, demonstraram que 0s
extratos testados apresentaram acdo fungitoxica sobre o crescimento micelial do fungo
Colletotrichum graminicola. Diversos outros fungos foram inibidos por extratos etandlicos de
Cassia alata (MAKINDE et al., 2007) e Senna alata (MEDEIROS et al., 2011.; MEDEIROS et
al., 2012), inclusive o M. cannonballus (VIANA et al., 2008). Resultados positivos também
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foram detectados contra as bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumonia utilizando
extrato aquoso de folhas de L. alba (SENA et al., 2006).

Pelo exposto, a verificacdo da eficiéncia do 6leo essencial e do extrato radicular de L.
gracilis frente ao fungo M. cannonballus abre novas possibilidades para a industria quimica no
sentido de lancar no mercado novos produtos quimicos de origem vegetal a fim de controlar

fungos fitopatogénicos e que sejam menos danosos ao meio ambiente.
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Figura 10. Percentagem de inibi¢do do crescimento micelial in vitro de M. cannonballus pelo 6leo
essencial de L. gracilis. Os tratamentos avaliados foram: T (0 ppm), T, (Fungicida comercial Captan®),
T; (Oleo essencial de L. gracilis na concentracdo de 0,3 ppm), T, (Oleo essencial de L. gracilis na
concentracdo de 0,4 ppm), Ts (Oleo essencial de L. gracilis na concentracdo de 0,5 ppm), T (Extrato
radicular de L. gracilis na concentragdo de 2,5 ppm), T, (Extrato radicular de L. gracilis na concentracdo
de 5 ppm), Tg (Extrato radicular de L. gracilis na concentracdo de 7,5 ppm), T, (Extrato foliar de L.
gracilis na concentracdo de 2,5 ppm), Ty, (Extrato foliar de L. gracilis na concentracdo de 5,0 ppm), Ty
(Extrato foliar de L. gracilis na concentragdo de 7,5 ppm). UERN, Mossord, RN, 2014. Letras minGsculas
iguais nas barras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. CV% = 8,43.
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Figura 11 — Inibigdo do crescimento micelial in vitro do fungo M. cannonballus pelo dleo essencial
de L. gracilis. (1) As concentragfes avaliadas foram 0,3, 0,4 e 0,5 ppm; (2) Comparacdo entre o
tratamento controle, o tratamento com 0,3 ppm do 6leo essencial de L. gracilis e o tratamento com o
fungicida comercial Captain; (3) Comparacao entre o tratamento controle, o tratamento com 0,4 ppm do
6leo essencial de L. gracilis e o tratamento com o fungicida comercial Captain; (4) Comparacao entre o
tratamento controle, o tratamento com 0,5 ppm do 6leo essencial de L. gracilis e o tratamento com o
fungicida comercial Captain. UERN, 2014.

Figura 12 — Inibicdo do crescimento micelial in vitro de M. cannonballus pelos extratos foliar e
radicular de L. gracilis. A: T1 (controle), T7 (extrato radicular na concentragdo de 7,5 ppm e T2
(Fungicida comercial Captan®); B: (T1 (controle), T11 (extrato radicular na concentragio de 7,5 ppm) e
T2 (Fungicida comercial Captan®). UERN, 2014.



54

4.6 Efeito do estresse bidtico no rendimento do 6leo essencial de L. gracilis

Nas condicdes deste experimento, ndo houve influéncia sobre o rendimento de 6leo
essencial em L. gracilis, em funcdo do estresse causado por M. cannonballus. Assim, presume-
se que esta espécie nativa da Caatinga tenha seu teor de 6leo aumentado em funcdo de outros
aspectos como irradiancia ou condigfes inospitas, proprias deste ecossistema. Tais resultados
corroboram com Ragagnin (2013), que avaliou o rendimento do 6leo essencial de plantas de L.
gracilis, sob estresse salino, ndo encontrando diferencas significativas entre os tratamentos
avaliados. Além disso, Alvarenga et al., (2011), estudando o efeito do estresse hidrico antes da
colheita de Lippia sidoides, verificaram que ha diminuicdo do rendimento do 6leo essencial e dos
flavondides totais até 50 e 60%, respectivamente. Também existem alguns trabalhos sobre
influéncia de outros tipos de estresse no rendimento de 6leo essencial para espécies de diferentes
familias. Assim, na avaliacdo do efeito do estresse hidrico de Melaleuca alternifolia Cheel sobre
0 crescimento, 0 teor e a constituicdo quimica do seu Oleo essencial, Silva et al (2002),
observaram que no tratamento com déficit hidrico houve diminuicdo no crescimento, na
producdo de biomassa fresca e seca das plantas e no teor de déleo essencial, mesmo quando
comparado ao tratamento que recebia irrigacao diaria de 1 litro de agua.

Provavelmente, em plantas do género Lippia, predomine a acdo de fatores abioticos
no rendimento e composi¢do de Oleos essenciais, a qual é influenciada pela sazonalidade
(SILVA et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2007; MORALIS, 2009), pela disponibilidade de agua,
luminosidade, temperatura, estadgio de desenvolvimento da planta, bem como o seu estado
nutricional. Além disso, a colheita e o0s procedimentos de pos-colheita influenciam,
sobremaneira, na quantidade desses 0Oleos essenciais. Bezerra et al. (2011) relataram que o
horéario de corte das folhas de Lippia alba influenciou no rendimento de 6leo essencial, obtendo-
se uma maior producdo em amostra coletas ao meio-dia. Diferentemente, Ehlert et al., (2013)
ndo observaram diferencas significativas na producdo de massa foliar e produtividade de dleo
essencial em massa fresca e seca de L. alba submetidas a diferentes horarios de colheita. Os
dados referentes ao rendimento do 6leo essencial de L. gracilis sob estresse bidtico encontram-se
na Tabela 02.
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Tabela 02 Rendimento do 6leo essencial de L. gracilis submetidas a estresse bidtico por M.

cannonballus

Tratamentos Rendimento
% (p/p)
T1 1,71 a
T, 1,88 a
MG + DMS 1.79 + 0.50996
CV% 16.42

Os tratamentos avaliados foram: T, (L. gracilis sem o indculo de M. cannonballus) e T, (L.
gracilis com o in6culo de M. cannonballus). Letras mindsculas iguais nas colunas ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. UERN, 2014. MG: média
geral; DMS: Diferenga minima significativa; CV% = Coeficiente de variagdo em %.
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5 CONCLUSOES

Nas condic¢des do indculo a que foram submetidas, raizes de L. gracilis e C. melo néo
apresentaram peritécios e o teste de reisolamento de M. cannonballus foi positivo para a espécie
C. melo;

A andlise de crescimento mostrou um aumento de biomassa seca da raiz de L.
gracilis no tratamento com o indculo do fungo, bem como um aumento nos teores de
carboidratos e proteinas totais, os quais nao foram significativos para a espécie C. melo;

O estresse bidtico também induziu um aumento na atividade das enzimas SOD, CAT
e APX que, em L. gracilis, foram eficientes no combate ao H,O, e a peroxidacdo. J& para a
espécie C. melo, houve um incremento na MDA associado a uma menor atividade das enzimas,
ocasionando um aumento da peroxidacdo lipidica e dos niveis de H,0O;

No tocante a atividade in vitro do 6leo essencial e dos extratos etandlicos de raizes e
folhas de L. gracilis sobre M. cannonballus, os dados mostram um percentual de inibi¢do de
100% para o 6leo essencial em todas as concentracOes testadas, indicando a sua superioridade
frente aos extratos de raizes e folhas de L. gracilis, os quais também inibiram M. cannonballus,
nas concentragdes de 5000 e 7500 ppm;

Quanto ao rendimento do 6leo essencial de L. gracilis submetida ao estresse bidtico
por M. cannonballus, os dados mostraram que a producdo de 6leo essencial pelas plantas com o

indculo de M. cannonballus foi igual a producéo das plantas sem o indculo.
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