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POTENCIAL DE CONTROLE PREVENTIVO DA PODRIDAO~VERMELHA DO
SISAL NA PRODUCAO DE MUDAS COM APLICACAO DE OLEOS
ESSENCIAIS E HIDROLATO DE Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

Autor: Renata de Lima

Orientadora: Dra. Franceli da Silva

RESUMO: A podriddo vermelha causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae é o
principal problema fitossanitario da cultura do sisal (Agave sisalana Perrine). O manejo
dessa doencga se faz necessario para a sustentabilidade da cultura. Este trabalho teve como
objetivos: i) avaliar o efeito da aplicacdo individual e combinada dos 6leos essenciais-OEs
de Lippia alba e Ocimum basilicum sobre A. welwitschiae e no controle da podriddo
vermelha, ii) investigar o efeito dos hidrolatos de Lippia alba e Ocimum basilicum sob o A.
welwitschiae e no controle da podriddo vermelha e iii) verificar o efeito do hidrolato de L.
alba na producdo e sanidade de mudas de sisal. No artigo 1, as concentragdes testadas
variaram de 0,25 a 16 uL. mL ¢ 0,06 a 4 uL. mL? para L. alba e O. basilicum,
respectivamente. A concentragdo minima inibitoria-CMI foi de 2 pL. mL™* em ambos. A
aplicacdo de OEs inibiu a germinagéo de esporos, com destaque para as concentracoes 16 e
8 uL. mL de L. alba com inibicdo de 99 %. Os OEs individuais e combinados reduziram
entre 12-30 % o crescimento micelial. O tratamento das mudas de sisal com os OEs
reduziu o indice da doenca-I1D entre 34-82 %. No artigo 2, as concentrac¢6es dos hidrolatos
foram preparadas com adicdo de agua destilada para obter as concentraces de 90 a 10%.
A CMI sob o A. welwitschiae foi de 50% e 70% para L. alba e O. basilicum,
respectivamente. Os esporos e o crescimento micelial de A. welwitschiae foram inibidos
em 100% na concentracdo de 80% de L. alba. As mudas tratadas com hidrolatos na
concentracdo de 70% reduziram 94% o ID. No artigo 3, cento e vinte bulbilhos de sisal
permaneceram imersos no hidrolato de L. alba nos tempos de 6, 12, 24 e 48h. Apos 240
dias, as mudas de sisal tratadas com hidrolato de L. alba apresentaram maior altura (25-30
cm), didametro do caule (2,8-2,9 mm), n° de folhas (12 folhas), comprimento (25 cm) e
largura (4,3 cm) da folha e volume de raiz (19-21 mL) em relagdo as mudas controle. Além
disso, as mudas tratadas apresentaram reducdo de 70% no ID. Os OEs e hidrolatos

possuem potencial para utilizagdo no manejo da podriddo vermelha do sisal.

Palavras-chave: Agave sisalana, Aspergillus welwitschiae, Ocimum basilicum, producéo

de mudas, indice da doenca.
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POTENTIAL FOR PREVENTIVE CONTROL OF RED SISAL ROT IN THE
PRODUCTION OF SEEDLINGS WITH THE APPLICATION OF ESSENTIAL
OILS AND HYDROLATE FROM Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

Author: Renata de Lima
Advisor: Dra. Franceli da Silva

ABSTRACT: The bole rot disease caused by the fungus Aspergillus welwitschiae is the
main phytosanitary problem of sisal crop (Agave sisalana Perrine). Scientific studies on
this crop in general, and more specifically on bole rot disease, have historically been
neglected. This work aimed to: i) elaborate and validate a scale for quantification of sisal
bole rot disease, ii) study histological and histochemical aspects of the internal tissues of
the stem of sisal plants with symptoms of bole rot disease and iii) select isolates of
Trichoderma spp. for control of sisal bole rot and to study at the tissue level the interaction
Trichoderma - A. welwitschiae - A. sisalana. The scale was elaborated with six levels of
severity (0: 0%, 1: < 5%, 2: 7-20%, 3: 22-45%, 4: 50 - < 78%, 5: 78% of the affected area),
being validated by 12 evaluators (with and without training). The proposed scale is easy to
use and provides accurate and accurate results (90%), however the evaluators should be
trained for the assessments. In the anatomical study, the pathogen was found in the vessel
elements and in parenchyma cells. Bole rot disease is present in all the fundamental
parenchyma. The cells infected by the pathogen had degraded and unformed cell walls,
which indicates that it acts as a necrotrophic fungus. In addition, A. welwitschiae also acts
as a vascular wilt pathogen that colonizes the xylem vessels. In response to infection, the
plant produces some defense mechanisms such as lignification of the cell walls,
obliteration of vessel elements and production of phenolic compounds. The isolates of
Trichoderma spp. inhibited spore germination, mycelium growth and sporulation of A.
welwitschiae and promoted a significant reduction of the incidence (70-93%) and severity
(97%) of the disease in sisal plants. Cross-sectional stem cuttings of plants treated with
Trichoderma spp. and infected by A. welwitschiae demonstrate that the pathogen and
disease progression were contained by layers of lignified parenchyma cells. In addition,
hyphae, conidiophore and conidia of Trichoderma spp. were found in the stem tissues.

Key words: A. sisalana, A. welwitschiae, Pathometry, Histology, Lignification.

REFERENCIAL TEORICO
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A cultura do sisal

O género Agave conta com aproximadamente 200 espécies espalhadas pelo mundo.
Os agaves desenvolveram particularidades, incluindo o metabolismo é&cido das
crassulaceas (CAM), que lhes permite sobreviver em regides com altas temperaturas e
periodos de secas (STEWART, 2015). As plantas desse género tém grande importancia
econémica e social, pois tem sido usada pela populagdo na producdo de bebidas, na
ornamentacdo, medicamento e, principalmente na extracdo de fibra (DEBNATH et al.,
2010; STEWART, 2015).

A Agave sisalana Perrine conhecida popularmente como sisal é uma espécie
monocotileddnea pertencente a familia Asparagaceae e seu cultivo destaca-se
principalmente pela extracdo das fibras das suas folhas (LIM, 2014; TEWARI et al.,
2014). E considerada a principal fibra dura vegetal produzida no mundo e quando
beneficiada, sdo destinadas a industria de cordoaria (cordas, cordéis, fios, tapetes) (BASU
et al., 2012), também sdo usadas na confec¢do de artesanatos (ALVES et al., 2005) e como
matéria-prima para a industria de papel e celulose (GUTIERREZ et al., 2008).

O Brasil é o principal produtor e exportador de fibra de sisal no mundo desde 1961
e, segundo o levantamento mais recente da FAO, em 2018 a sua producéo foi de 80.042
toneladas, correspondendo a 40 % de toda producdo mundial (FAOSTAT, 2020). No
Brasil, o cultivo do sisal se concentra em area de pequenos agricultores familiares na
regido semiarida dos Estados da Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte e Bahia, sendo esse
ultimo o maior produtor nacional (96% da producdo) (IBGE, 2017). Na Bahia, 0 seu
cultivo ocorre em 20 municipios que compdem o chamado Territério do Sisal, dentre os
quais se destacam, Concei¢cdo do Coité e Valente como os maiores produtores. Nesses
municipios, o sisal € uma das culturas possiveis e sua cadeia de servicos destaca-se pela
geracdo de emprego e renda para mais de 600 mil pessoas, que estdo envolvidas em
atividades que véo desde a manutencédo das lavouras até a confeccdo de produtos (SILVA e
BELTRAO, 1999; SILVA et al., 2008).

Apesar da sua importancia, a cultura do sisal no Brasil é explorada com baixo
indice de modernizacdo, capitalizacdo e tecnologico, o que tem contribuido nos ultimos
anos para um acentuado declinio tanto na &rea plantada como na producdo (SILVA e
BELTRAO, 1999; SILVA et al., 2008; FAOSTAT, 2020). Fatores como 0 baixo

aproveitamento da planta (apenas a fibra), a falta de maquinas modernas para a colheita e
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beneficiamento da fibra, os longos periodos de estiagem da regido e a podriddo vermelha
do sisal também contribuem para esse declinio (COUTINHO et al., 2006; SILVA e
BELTRAO, 1999; SILVA et al., 2008).

Podridao vermelha do sisal

Apesar da planta de sisal possuir caracteristicas morfoldgicas como cuticula espessa
nas folhas e células com paredes altamente lignificada nas raizes, que conferem uma
barreira natural a penetracdo de microrganismos patogénicos, isso ndo impede que a planta
seja afetada por doencas parasitarias capazes de causar sérios prejuizos (MEDINA, 1954;
NETO e MARTINS, 2012).

A podridao vermelha causada pelo agente etiolégico Aspergillus welwitschiae é o
principal problema fitossanitario da cultura do sisal (DUARTE et al., 2018). O patdgeno
pode infectar o sisal nos diferentes estadios de desenvolvimento, desde mudas (rebentos)
até plantas no final do ciclo produtivo. Apesar disso, para que ocorra infec¢do da planta é
necessario a presenca de lesdes que podem ser ocasionadas pelo homem no corte das
folhas para desfibramento e durante os tratos culturais (capinas e retiradas de rebentos)
(SILVA et al., 2008). Esta doenca tem afetado os sisalais nas principais areas produtoras
dos estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, de forma isolada, desde 1970 e
atingiu niveis criticos a partir de 1998 (ALVES et al., 2005; COUTINHO et al., 2006;
SILVA et al., 2008). A incidéncia da podriddo vermelha varia de uma regido para outra.
Em algumas, ndo ultrapassa 0s 5% enquanto outras, pode chegar a 40% (ABREU, 2010;
ALVES et al., 2005). Na Bahia, um estudo epidemiolégico realizado por Abreu (2010)
mostrou que a podriddo vermelha estava presente em todos 0os municipios produtores de
sisal estudados.

De acordo com a descri¢cdo Coutinho et al. (2006), a podridao vermelha do sisal é
caracterizada pelo escurecimento dos tecidos internos do caule e base das folhas e as areas
colonizadas pelos agentes etiologicos da doenca variam da coloragcdo cinza escuro a rosa
palido. Em plantas infectadas, ocorre a murcha e o amarelecimento das folhas e nos
estagios mais avancados da doenca, o caule apodrece totalmente, ocorrendo o tombamento

e a morte da planta. Além de causar a morte da planta, as folhas do sisal infectado tornam-
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se improprias para o desfibramento, contribuindo assim, para diminui¢do da producdo de
fibra (COUTINHO et al., 2006; SILVA et al., 2008).

Ainda ndo existem produtos registrados para o controle da podriddo vermelha do
sisal. Dessa forma o desenvolvimento de estratégias para o controle da podriddo vermelha
do sisal faz-se imprescindivel para 0 manejo, expanséao e sustentabilidade desta cultura no
Brasil.

Controle de patégenos com 6leo essencial

Os oleos essenciais (OEs) sdo liquidos oleosos aromaticos produzidos a partir do
metabolismo secundario das plantas e atuam na sua protecdo contra fungos, bactérias,
virus, insetos e herbivoros (BAKKALI et al., 2008; CHOUHAN et al., 2017). Eles também
podem atrair alguns insetos para favorecer a dispersao de pélens e sementes, ou repelir
outros indesejaveis (BAKKALI et al., 2008).

Os OEs sdo misturas naturais muito complexas que podem conter de 20 a 60
componentes em diferentes concentragdes, sendo que normalmente um deles € 0 composto
majoritario, existindo outros em menores teores e alguns apenas tracos (BAKKALI et al.,
2008). Alguns estudos indicaram que a bioatividade dos OEs é determinada pelos
componentes majoritarios ou devido a um efeito sinérgico entre os principais compostos e
0s menores (BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004; CAROVIC-STANKO et al., 2010).

Recentemente, as investigacOes sobre os OEs tém atraido muita atencdo dos
pesquisadores, pois varios segmentos da industria farmacéutica, alimenticia, higiénica,
cosmeética e agricola tém aplicado amplamente os OEs em seus produtos (JALLALI et al.,
2014).

No campo agricola, os OEs chamam a atencdo devido as suas propriedades
antifungicas que podem ser aplicadas para o controle de doencas de plantas. Estudos
comprovam que os OEs tém demonstrado potencial significativo na reducdo de doengas e
no controle de fungos fitopatégenos como Alternaria alternata (CHEN et al., 2014; FENG
e ZHENG, 2007), Botrytis cinerea (SOYLU et al., 2010), Botrytis fabae e Uromyces fabae
(OXENHAM et al., 2005), Rhizoctonia solani (KHALEDI et al., 2015), Fusarium
oxysporum (LA TORRE et al., 2015), Penicillium sp. (BOUBAKER et al., 2016) e A.
niger (KUMAR et al., 2017).
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Nos Ultimos anos, 0 uso combinado de OEs tem sido uma estratégia investigada
para aumentar a eficiéncia de controle agentes fitopatogénicos (in vitro) e reduzir doencas
de plantas em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo (in vivo) (MOUSAVI e
RAFTOS, 2012; STURCHIO et al.,, 2014; VAVALA et al., 2015). Nesse sentido, a
depender dos constituintes que compdem os OEs e/ou do microrganismo alvo, a
combinacdo dos OEs podem apresentar diferentes efeitos (sinérgico, aditivo, indiferente ou
antagbnico) (BASSOLE et al., 2010; BASSOLE et al., 2011; FU et al., 2007), que podem
Ou ndo aumentar a atividade antimicrobiana.

Algumas formulagdes com OEs estdo sendo preparadas e testadas no controle de
fitopatdgenos. Os OEs de anis (Pimpenella anisum), coentro (Coriandrum sativum) e
cominho preto (Negilla sativa) foram formulados e testados contra Fusarium oxysporum
(Dray podridao da batata), Alternaria alternata (podriddo negra do tomate), Penicillium
italicum, P. digitatum (podriddo azul e verde da laranja, respectivamente), Botryitus
cinerea (podriddo cinzenta do morango) e Erwinia carotovora (podriddo mole da batata).
Os resultados revelaram que as diferentes formulacGes inibiram completamente o
crescimento da maioria dos microrganismos testados. Além disso, o processo de
formulacdo ndo prejudicou a atividade antimicrobiana dos OEs em comparagcdo com 0sS
OEs original (sem formulagdo) (ABO-EL-SEOUD et al., 2010). A formulagéo de OE de
tomilho inibiu o crescimento micelial de Monilinia fructigena in vitro e proporcionou uma
supressdo do patdgeno de 64 — 72% em frutos de macieira (TANOVIC et al., 2013).

Embora exista alguns estudos com utilizacdo de OEs sobre o agente causal da
podriddo vermelha (BRITO, 2018; CARVALHO, 2017). A aplicacdo de OE no controle do
A. welwitschiae é recente, entretanto tem demonstrado resultados promissores na reducao
da germinagdo de esporos, crescimento micelial e esporulagdo em experimentos in vitro
(BRITO, 2018; CARVALHO, 2017).

Hidrolatos

Os hidrolatos sdo subprodutos gerados durante o processo de extracdo de 0leos
essenciais de plantas aromaticas pelo método de hidrodestilagdo. De acordo com a
descricdo de D’Amato et al. (2018), os hidrolatos s&o constituidos pela &gua de
condensacdo do processo de destilacdo e por componentes de 6leo polares, oxigenados,
que transmitem odores, hidrofilicos e volateis que formam ligacdes de hidrogénio com a

agua. Na literatura € possivel encontrar outras denominagdes para esse subproduto, dentre
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0s quais estdo inclusos: hidrossois, hidroflorato, residuo de planta aromética, agua
aromatica, agua floral, agua aromatica essencial (RAJESWARA RAO, 2013).

Embora em quantidades diferentes, o hidrolato e OE pode contér 0s mesmos
componentes principais. Os OEs e hidrolatos de flores de Cerasus subhirtella (Miq.)
Sok. e C. serrulata (Lindl.) apresentaram o benzaldeido como principal componente,
estando em 31,2% e 42,1% nos OEs (C. subhirtella e C. serrulata, respectivamente) e
67,5% e 64,3% nos hidrolatos (C. subhirtella e C. serrulata, respectivamente) (LEI et al.,
2014). De Matos et al. (2015) também encontraram 0s mesmos constituintes majoritarios
ao analisarem a composi¢do do OE e hidrolato de Campomanesia viatoris LANDRUM,
sendo eles, tasmanona (70,50% e 74,73%, OE e hidrolato, respectivamente), flavesona
(12,77% e 12,24%, OE e hidrolato, respectivamente) e aglomerona (6,79% e 10,84%, OE e
hidrolato, respectivamente). Em outra compara¢do da composicdo quimica, o OE e o
hidrolato de Geum iranicum Khatamaz também apresentaram o eugenol (83,9% e 65,4%,
respectivamente) e mirtenol (2,3% e 9,9%, respectivamente), como componentes
principais (SHAHANI et al., 2011).

Uma série de estudos tém evidenciado que assim como os OEs, os hidrolatos
possuem atividade comprovada contra fungos fitopatogénicos e podem ser empregues no
controle de doenca de plantas. O hidrolato de Satureja hortensi L. na concentragdo de 15%
inibiu totalmente do crescimento micelial de Rhizoctonia solani, Botrytis cinérea,
Alternaria citri e A. mali (BOYRAZ e OZCAN, 2005; 2006). A concentracdo de 30 mg.
mL* do hidrolato de Calendula arvensis inibiu em 100% e 86,6% o Penicillium expansum
e Aspergillus niger, respectivamente. Posteriormente, peras que foram tratadas com
hidrolato de C arvensis e reduziram em 100% a podriddo causada por P. expansum
(BELABBES et al., 2017). O hidrolato de Thymus capitatus L. foi testado in vitro e in vivo
contra quatro fungos fitopatogénicos (A. niger, A. oryzae, P. italicum e Fusarium solani)
causadores a deterioracdo dos frutos de Citrus sinensis. In vitro foi constatado efeito
fungicida sobre P. italicum, F. solani, A. oryzae e A. niger na concentracgdo de 0,1, 0,2, 0,2
e 0,5 ug mL?, respectivamente. Posteriormente, frutos de C. sinensis foram inoculados
com P. italicum e, posteriormente, tratados com o hidrolato. A concentragdo de 0,2 pg mL"
! foi suficiente para a reducio total da infeccdo em fruto de laranja, causando 100% de
inibicdo do crescimento micelial (TABTI et al., 2014). Em outro experimento, Tabet Zatla
et al. (2017) reduziram em 70% a infeccdo de frutos de morango por Botrytis cinerea com

a utilizacdo de hidrolato (0,1 mL.L™?) de Daucus carota subsp. sativus. Frutos de magca
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foram tratados com hidrolato de Marrubium vulgare na concentracio de 0,15 mL.L?! e
conseguiram reduzir em 85% a podridao causada por P. expansum (ZATLA et al., 2019).

Embora ainda ndo tenha sido bastante investigado, além do potencial para o
controle de doencga, alguns hidrolatos também tem apresentado efeito na promocao de
crescimento de plantas. Suradkar et al. (2016) destacaram que 5 mL do hidrolato de
Ipomea carnea resultou em plantas de milhos com maior altura. Em outro caso, Seong et
al. (2019) também reportaram que o hidrolato de Lavandula angustifolia Mill contribuiu
para aumento na altura (14,43 cm), comprimento (11,37 cm) e largura (11,07 cm) das
folhas de plantas de Nicotiana benthamiana, principalmente quando aplicado no estagio
inicial de crescimento.

Os OEs e hidrolatos de Lippia alba e Ocimum basilicum podem ser uma opc¢éo para
o controle da podriddo vermelha, uma vez que possuem atividade antifingica comprovada
contra varias espécies do género Aspergillus (PANDEY et al., 2016; PIRAS et al., 2018),
Moniliophthora (LOZADA et al., 2012), Colletotrichum (BRITO, 2018), Botrytis e
Uromyces (OXENHAM et al., 2005). Além disso, o uso do hidrolato na producdo de
mudas de sisal pode promover o crescimento das plantas e resultar em plantas menos

susceptiveis ao ataque do A. welwitschiae.

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

L. alba (Mill.) N. E. Brown é uma espécie medicinal que pertence & familia
Verbenaceae. Originaria das Américas Central e Sul, encontra-se amplamente dispersa em
todo territorio brasileiro, onde é conhecida popularmente como erva-cidreira (MACHADO
et al., 2014; TAVARES et al., 2011). Trata-se de um arbusto aromatico, medindo até 2m
de altura, haste ereta de coloracdo castanha, ramos simpodiais, folhas macias com
coloracdo das fases diferentes, ovadas, opostas, membranéceas, limbo com margem
serrilhada, face adaxial do limbo verde, peciolo piloso, bracteas verdes, inflorescéncias
axilares racemosas e perianto do tipo labiada, exibindo pétalas lilas-claro (CARVALHO,
2017).

Estudos etnobotanicos relatam indicacGes terapéuticas da L. alba, principalmente
com a utilizacdo de suas folhas para preparos de infusdes, decocc¢des, maceracoes,

compressas e banhos. Algumas propriedades bioativas dessa planta medicinal séo
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mencionadas na literatura como agdo antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante,
anticolinesterasica, antihelmintica, antiparasitaria, analgesica, sedativa, antitumoral
(AGUIAR et al., 2008; SANTOS et al., 2018).

Existe uma ampla variabilidade relacionada a composicdo quimica de espécies de
L. alba, o que permite que sejam agrupados os gendtipos em quimiotipos (TAVARES et
al.,, 2011; TEXEIRA, 2009). Essa diversificagdo de componente quimico pode ser
influenciada por alguns aspectos tais como, condi¢bes edafoclimaticas, fase de
desenvolvimento da planta, parte da planta, horéario, idade da planta, época do ano, além
dos métodos de secagem e extracdo do 6leo essencial (CARVALHO, 2017; TELES et al.,
2012).

Ocimum basilicum L.

O O. basilicum L. (manjericdo) é amplamente distribuido em regibes tropicais da
Asia, Africa, América Central e América do Sul. O manjericdo adaptou-se as condicdes
edafoclimaticas brasileiras, podendo ser cultivado durante o ano todo. Essa planta
aromatica e condimentar de grande valor econdmico e € utilizado para adicionar aroma e
sabor na industria de cosmético e culinaria (LIBER et al., 2011; PATON et al., 1999).
Além disso, 0 manjericdo € tradicionalmente usado para combater tosse, gripe, pressao
alta, dor de barriga, diabetes, calmante, expectorante e disfuncdes renais (BAKKALI et al.,
2008; GOMEZ et al., 2016).

A composicao dos dleos essenciais de manjericdo varia de acordo com a espécie e a
localizacdo geogréfica, sendo classificados em quatro quimiotipos, de acordo com 0s
componentes majoritarios do Oleo: quimiotipo linalol-metil chavicol (Europeu), metil
chavicol (Reunido), metil cinamato (Tropical) e quimiotipo eugenol (Java) (SUPPAKUL et
al., 2003). Todavia, a composi¢cdo dos OEs pode variar de acordo com o genotipo,
condigdes climaticas, tratamento agrondémico e estdgio de desenvolvimento
(MURARIKOVA et al., 2017; NURZYNSKA et al.; 2013). Dessa forma, Brito, (2018)
encontrou o Linalol (28,43%) e Estragol (18,43%) como componentes majoritarios no OE

do manjericao produzido no Estado Bahia, Brasil.
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ARTIGO 1

APLICACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba (Mill.) N. E. Brown E Ocimum
basilicum L. COMO ESTRATEGIA NO CONTROLE PREVENTIVO DA
PODRIDAO VERMELHA DO SISAL (Agave sisalana Perrine)
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Aplicacéo do 6leo essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e Ocimum basilicum L.
como estratégia no controle preventivo da Podriddo vermelha do sisal (Agave sisalana
Perrine)

Renata de Lima?, Leonardo de Oliveira Barbosa!, Franceli da Silval?

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Cruz das Almas, Bahia, Brasil.
2Corresponding author: franceli.silva@gmail.com

Resumo: A aplicacdo de 6leos essenciais (OES) é uma estratégia utilizada no controle
fungos fitopatdgenos. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da aplicagdo dos OEs de
Lippia alba e Ocimum basilicum, individualmente e combinados sobre A. welwitschiae,
agente causal da podriddao vermelha do sisal. As concentragdes testadas variaram de 0,25 a
16 uL. mL? ¢ 0,06 a 4 uL. mL? para L. alba e O. basilicum, respectivamente. A escolha
dessas concentracdes ocorreu pela agdo sobre A. welwitschiae, tendo nesses intervalos,
concentragfes com e sem efeito inibitdrio. A concentracdo minima inibitoria foi de 2 pL.
mL* em ambos OEs e apenas a concentragdo de 16 uL. mL™ de L. alba apresentou acéo
fungicida. O efeito da combinacdo entre os OEs sobre A. welwitschiae foi de indiferente. A
aplicacdo de OEs inibiu a germinagéo de esporos, com destaque para as concentracoes 16 e
8 uL. mL* de L. alba e as suas combinacdes com 4, 2, 1 e 0,5 puL. mL™ de O. basilicum,
com inibicdo de 99 %. Os OEs individuais (2; 4; 8e 16 yL. mL* de L. albae 0,5;1; 2 e 4
uL. mL? de O. basilicum) e combinados (16 + 0,5a4;8+05a4;4+05a4;2+05a4)
reduziram entre 12-30 % o crescimento micelial e a inibicdo da esporulacdo ocorreu de
maneira depende da concentragdo e combinacdo. A aplicacdo de OEs originou alteragdes
morfologicas nas hifas como contorcimento, extravasamento do conteudo celular e
afinamento, e nos conidioforos como imaturidade e ma formacéo. O tratamento das mudas
de sisal com os OEs proporcionou reducdo no indice da doenca variando de 34-82 %. A
histologia evidenciou que a lignificacdo celular foi o mecanismo de defesa presente nas
mudas que apresentaram reducdo no indice da doenca. Além disso, também foram

observadas alteracdes morfologicas no patogeno similares aos testes in vitro. Os OEs
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testados individuais e combinados apresentam potencial para o controle preventivo da
podriddo vermelha do sisal.
Palavra-chave: Aspergillus welwitschiae, efeito inibitério, alteracdes morfoldgicas, indice

da doenca

Application of the essencial oil of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown and Ocimum
basilicum L. as a strategy for the preventive control sisal bole rot disease (Agave
sisalana Perrine)

Renata de Lima?, Leonardo de Oliveira Barbosa!, Franceli da Silval?

1Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Cruz das Almas, Bahia, Brasil.
2Corresponding author: franceli.silva@gmail.com

Abstract: The application of essential oils (EOs) is a strategy used to control
phytopathogenic fungi. The objective of the work was to evaluate the effect of the
application of Lippia alba and Ocimum basilicum EOs, individually and combined on A.
welwitschiae, causal agent of sisal bole rot disease. The tested concentrations ranged from
0.25 to 16 pL. mL-1 and 0.06 to 4 puL. mL-1 for L. alba and O. basilicum, respectively.
The choice of these concentrations occurred through the action on A. welwitschiae, having
in these intervals, concentrations with and without inhibitory effect. The minimum
inhibitory concentration was 2 uL. mL-1 in both EOs and only the concentration of 16 pL.
mL-1 of L. alba showed fungicidal action. The effect of the combination between the OEs
on A. welwitschiae was indifferent. The application of EOs inhibited spore germination,
with emphasis on concentrations 16 and 8 pL. mL-1 of L. alba and its combinations with
4,2,1and 0.5 pL. mL-1 of O. basilicum, with 99% inhibition. The individual EOs (2; 4; 8
and 16 pL. ML-1 of L. alba and 0.5; 1; 2 and 4 pL. ML-1 of O. basilicum) and combined
(16 +05t04;8+05t04;4+0.5t04; 2+ 0.5to 4) reduced mycelial growth between
12-30% and the inhibition of sporulation occurred in a manner dependent on concentration
and combination.The application of EOs caused morphological changes in hyphae such as
contortion, leakage of cellular content and tuning, and conidiophores as immaturity and
malformation.The treatment of sisal seedlings with EOs provided a reduction in the disease
rate ranging from 34-82%. Histology showed that cell lignification was the defense

mechanism present in seedlings that showed a reduction in the disease index. In addition,



28

morphological changes in the pathogen similar to in vitro tests were also observed. The

tested and individual EOs have potential for preventive control of sisal bole rot disease.

Keyword: Aspergillus welwitschiae, inhibitory effect, morphological changes, disease
index
1. Introducéo

O Brasil, com uma producdo de 86 820 toneladas, em 2019, é o maior produtor
mundial de fibra de sisal (FAOSTAT, 2019). A fibra é extraida da planta do sisal, Agave
sisalana Perrine, e representa apenas 4 % da folha sendo os restantes 96% considerados
residuos. A producéo de sisal ocorre no Bioma Caatinga, area com 0s mais baixos indices
de desenvolvimento humano (IDH) do Brasil, em que o sistema produtivo desta planta,
apesar da sua importancia econdmica e social, apresenta uma grande ineficiéncia
produtiva, e impacto ambiental consideravel devido ao elevado volume de residiuos
gerado. Estas razdes associadas a longos periodos de estiagens, e sobretudo a uma doenca
que ataca a planta, a podriddo vermelha do sisal (Silva et al., 2008), fazem com que este
sistema produtivo esteja em declinio (FAOSTAT, 2019).

A podriddo vermelha é uma doenca monociclica e o principal problema
fitossanitario da cultura do sisal. Nas areas produtoras, as plantas sintomaticas se destacam
por apresentam folhas amareladas e murchas e ao realizar o corte do caule é observado
uma coloracdo variando do vermelho intenso a marrom (Duarte et al., 2018). Com o
progresso da infeccdo, o caule apodrece totalmente, causando a morte e tombamento da
planta. Esta doenca, para além de causar a morte da planta, reduzindo a area plantata (ha),
também inviabiliza a utilizacdo das folhas infectadas para o desfibramento contribuindo na
diminuicdo na producdo de fibra (toneladas). O agente causal da doenga é o fungo
filamentoso Aspergillus welwitschiae (Duarte et al., 2018).

A. welwitschiae é um patdgeno necrotréfico que pode infectar o caule das plantas
em todos os estadios de desenvolvimento, necessitando da presenca de lesdes no caule para
que possa iniciar o processo de infeccdo (Duarte et al., 2018). Até o momento, 0s
diferentes meios de controle utilizados contra a podriddo vermelha do sisal ndo se tém
mostrado efetivos. Com efeito, ndo é conhecido nenhum produto com acgdo fungicida
eficaz e que seja recomendado pelas autoridades oficiais, fazendo com que haja grandes

perdas pela a¢do desta doenca.
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Os Oleos essenciais (OEs) sdo liquidos oleosos aromaticos produzidos pelo
metabolismo secundério das plantas e podem desempenhar diferentes funcbes, como a
protecdo contra fungos, bactérias, virus e insetos (Chouhan et al., 2017). Devido aos seus
principios bioativos, a aplicacdo de OEs tem sido cada vez mais investigada no controle de
doengas de plantas e tem demonstrado resultados significativos, como o controle da
antracnose em banana causada por Colletotrichum musae com aplicacdo de 6.000 pl/L e
3.000 pl/L de OE de Ocimum basilicum and O. gratissimum, respectivamente (Madjouko
et a., 2019). Frutos de tomates tratados com o OE O. basilicum na concentracdo de 6%
apresentaram reducéo na infecgé@o de Alternaria alternata em 62,3% (Perveen et al., 2020).
Mudas de tomate tratadas com o OE de Eugenia caryophyllata Thunb reduziram em 42 %
a fusariose causada pelo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (La Torre et al., 2015). Os
OEs também podem atuar sobre diferentes patdgenos numa mesma cultura, como o OE de
Mentha piperita que foi eficiente em diminuir o indice da doenca em feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) causada por Rhizoctonia solani (Kuhn) (68 %) e Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid (72 %) (Khaledi et al., 2015).

O uso combinado de OEs tem sido uma estratégia adotada no aumento da eficiéncia
de controle (Habbadi et al., 2018). Uma mistura dos 6leos essenciais (1:1) de Origanum
compactum e Thymus vulgaris, inoculados no caule ferido de tomateiro e videira a 0,312
mg/mL como tratamento preventivo, reduziu tanto o nimero de plantas que desenvolveram
sintomas de galhas quanto o tamanho dos tumores causados  por
Agrobacterium (Allorhizobium) vitis (Habbadi et al., 2018). Nikkhah, M., e Hashemi,
(2020) reportaram que a combinagcéo tripla dos OEs de canela (0,156 g L™ 1), alecrim (0,625
g L) e tomilho (0,078 g L™!) porporcionaram melhor controle na deteriorizagdo de frutos
de jujuba (Ziziphus jujuba Mill) causada por A. Alternata e Penicillium expansum. Apesar
dos resultados dessas pesquisas, vale ressaltar que dependendo dos constituintes que
compdem os OEs e/ou do microrganismo alvo, a combinacdo dos OEs pode apresentar
diferentes efeitos (sinérgico, aditivo, indiferente ou antagbnico) (Bassolé et al., 2011), que
por sua vez podem aumentar, manter ou diminuir a sua bioatividade.

Sendo assim, a utilizagdo de OE pode ser uma estratégia no controle da podridao
vermelha do sisal e deve ser investigado. E ainda pode ser uma oportunidade de valorizar
espécies endémicas da Caatinga, contribuindo no redesenho dos agroecossistemas
produtivos de sisal. As Lippias sdo endémicas da Caatinga e exercem influéncia nas

interacdes ecoldgicas neste sistema, podendo ser produzidas nas entrelinhas do sisal e
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contribuir na geragdo de renda do agricultor e diminuicdo dos danos econdmicos
ocasionado pelo fitopatdgeno.

Os OEs de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e Ocimum basilicum L. possuem ampla
variabilidade relacionada a sua composicdo quimica e tem atividade antifungica
comprovada na inibi¢do da germinacdo de esporos e crescimento micelial em espécies de
fungos do género Aspergillus (Abou El-Soud et al., 2015; Pandey et al., 2016). O facil
cultivo dessas duas espécies medicinais e a bioatividade comprovada dos seus OEs sao
critérios de grande importancia e fundamentais para a selecdo de OEs com potencial para o
controle da podrid&o vermelha do sisal.

O objetivo foi avaliar o efeito dos Oleos essenciais de L. alba e O. basilicum
aplicados individualmente e combinados sobre A. welwitschiae e no controle da podriddo

vermelha do sisal.

2. Material e Métodos
2.1. OEs e isolado de A. welwitschiae

L. alba (HURB 8794) e O. basilicum (HURB 521) foram cultivadas no campo
experimental do Centro de Ciéncias Agréarias, Ambientais e Bioldgicas (CCAAB) da
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), localizado no municipio de Cruz
das Almas, Bahia, Brasil (12°40°0" S e 39°06'0" W, altitude 200 m). Sessenta dias apds o
plantio, as plantas foram coletadas (caule e folhas) e foram submetidas ao processo de
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 40 °C + 2 até atingir 0 peso constante. A
extracdo dos OEs foi realizada por hidrodestilagio utilizando aparato do tipo Clevenger. O
OE extraido foi armazenado na auséncia de luz e sob refrigeracdo até a sua utilizacao.

O isolado Al1Pl1 de A. welwitschiae (MNO022875) utilizado em todos o0s
experimentos pertence ao Laboratorio de Microbiologia Agricola da Universidade Federal
do Recdncavo da Bahia. A suspensdo de esporos de A. welwitschiae foi obtida de uma
cultura pura crescida em meio Batata Dextrose Agar (BDA) a 28 + 2 °C por oito dias.
Apbs esse periodo, adicionou-se 20 mL de &gua destilada autoclavada e duas gotas de
Tween 20® e os esporos foram suspensos com auxilio da Drigalsky. A concentracdo de
esporos foi ajustada com base na contagem em camara de Neubauer para 1x10° e 1x10’

conidios. mL™! nos bioensaios in vitro e in vivo, respectivamente (Barbosa, 2019).

2.2. Testes in vitro
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2.2.1 Determinagédo da Concentragdo Minima Inibitoria-MIC e Checkerboard

Na determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e na concentracéo
inibitdria fracionada (CIF) foi empregado o método de microdiluicdo, utilizando placas de
96 pocos, seguindo as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2008), com adaptacbes. O método checkerboard foi empregado para avaliar
diferentes interaces da combinacédo entre OE de L. alba e O. basilicum. As concentragdes
dos OEs foram produzidas a partir de solucdes estoque (32 mg. mL™* em 10% Tween 20®)
e foram diluidas em meio liquido Batata Dextrose (BD) para produzir concentracdes finais
variando de 0,25 a 16 pL. mL? e 0,06 a 4 puL. mL™ para L. alba e O. basilicum,
respectivamente. A escolha dessas concentracGes ocorreu pela agdo sobre A. welwitschiae,
tendo nesses intervalos, concentracdes com e sem efeito inibitério. As concentracGes de
0,25;0,5; 1; 2; 4,8 e 16 uL. mL™* para L. alba e 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2 ¢ 4 uL. mL™*
para O. basilicum e suas combinagdes (v/v) (16 + 0,06 a4; 8 + 0,06 a 4; 4+ 0,06 a 4; 2 +
0,06 a4; 1+ 0,06 a4;05+0,06a4; 025+ 0,06 a4) foram distribuidas de forma
decrescente nos eixos horizontais e transversais das placas. Além das concentraces foram
adicionados trés controles: 1- BD + A. welwitschiae; 2- Diluente Tween 20 (10%) + A.
welwitschiae e 3- Antifingico (Ciclopirox de Olamina 400 pg.mL™) + A. welwitschiae. Em
cada pogo foram adicionados 50 uL da suspensdo de esporos de A. welwitschiae (1x10°
conidios. mL™). As microplacas foram mantidas em incubadora tipo BOD a 28 °C por 72
h. Apds esse periodo, observou-se visualmente o crescimento fungico dos pocos e
comparou com controle 1. Determinaram-se como MIC a menor concentracdo capaz de
impedir o crescimento do microrganismo e determinaram-se os valores do indice de
concentracdo inibitéria fracionada (ICIF) correspondente as diferentes interacdes:
sinergismo quando ICIF ¢ < 0,5, aditividade quando ICIF > 0,50 e < 1,0, indiferente se
ICIF >1 e < 2 e antagbnica quando ICIF > 2,0 (EUCAST, 2000). Todos os ensaios foram
realizados em triplicada.

2.2.2. Inibicdo da germinagéo de esporos de A. welwitschiae por OEs

O efeito dos OEs na germinacdo de esporos de A. welwitschiae foi testado em
placas de 96 pogos adicionando 50 pul. de meio BD, 50 puL da suspensdo de esporos de A.
welwitschiae (1x10° conidios.mL™) e 50 pL dos OEs L. alba (2 a 16 pL.mL?) e O.
basilicum (0,5 a 4 uL.mL™) ou 50 pL das combinagdes (v/v) (16+4; 16+2; 16+1; 16+0.5;
8+4; 8+2; 8+1; 8+0.5; 4+4; 4+2; 4+1; 4+0.5; 2+4; 2+2; 2+1 e 2+0.5). O tratamento
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controle foi composto apenas pelo meio BD e A. welwitschiae. As microplacas foram
seladas e mantidas em BOD a 28°C por 24h. Apés a incubacdo, todos os tratamentos
receberam uma gota (5 ulL) de azul de lactofenol para inativar o crescimento fungico. A
avaliacdo ocorreu por meio de montagem de laminas com a suspensdo de esporos retirada

dos pogos. Em 100 esporos foi avaliado o nimero de esporos germinados ao microscopio.

2.2.3. Inibicédo do crescimento micelial e esporulacéo de A. welwitschiae
2.2.3.1 Método de difusdo em agar

O método de difusdo em &gar foi realizado seguindo as recomendacdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). As concentracdes dos OEs L. alba (2 a
16 uL.mLY) e O. basilicum (0,5 a 4 uL.mL™) e suas combinagles (v/v) (16+4; 16+2;
16+1; 16+0.5; 8+4; 8+2; 8+1; 8+0.5; 4+4; 4+2; 4+1; 4+0.5; 2+4; 2+2; 2+1 e 2+0.5) foram
adicionados ao meio BDA. O tratamento controle foi constituido do meio sem adicéo de
OEs. Ap6s a homogeneizacdo, os meios foram distribuidos em placas de Petri (90 mm) e
no centro de cada placa foi inoculado 10 uL da suspensio de A. welwitschiae (1x10°
conidios.mL™). As placas foram vedadas e mantidas a 28 °C por oito dias. Apds esse
periodo foi avaliado o crescimento micelial e esporulacdo. O crescimento micelial foi
mensurado com uma régua milimetrada e a esporulacdo foi quantificada conforme a
metodologia descrita no preparo da suspensdao (Iltem 2.1). O delineamento foi o

inteiramente casualizado composto por 25 tratamentos e quatro repeticoes.

2.2.3.2 Exposi¢do aos compostos volateis

O método de exposicdo aos compostos volateis foi realizado de acordo com Hong
et al. (2015). Discos de papel filtro estéril (5mm) foram embebidos nas concentracdes de
OEsde L. alba (2 a 16 uL.mL™) e O. basilicum (0,5 a 4 uL.mL™) e suas combinagdes (v/v)
(16+4; 16+2; 16+1; 16+0.5; 8+4; 8+2; 8+1; 8+0.5; 4+4; 4+2; 4+1; 4+0.5; 2+4; 2+2; 2+1 e
2+0.5) e foram fixados na tampa das placas de Petri. Na base das placas contendo o meio
BDA foi inoculado 10 pL da suspensdo de A. welwitschiae (1x10° conidios ml?t). O
tratamento controle consistiu de placas sem adicdo de OE. As placas foram vedadas e
mantidas em BOD a 28°C por oito dias. Apds esse periodo foi avaliado o crescimento
micelial e esporulagdo conforme descrito anteriormente (item 2.2.3.1). O delineamento foi

0 inteiramente casualizado composto por 25 tratamentos e quatro repeticoes.
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2.2.3.3. Efeito dos OEs e suas combinagdes na morfologicas de A. welwitschiae

A visualizacdo das estruturas morfoldgicas de A. welwitschiae apds o contato com
0s OEs e os compostos volateis foi realizada através da técnica de microcultivo. Em todas
as placas dos bioensaios 2.2.3.1 e 2.2.3.2 foi depositada uma laminula esterilizada. Oito
dias apos o cultivo, as laminulas foram retiradas e transferidas para laminas contendo uma
gota de azul de lactofenol e as estruturas fangicas foram visualizadas e fotodocumentadas

em microscopio (Leica DM750) acoplado com camera digital (modelo ICC50 HD).

2.4 Teste in vivo
2.4.1. Produgdo das mudas de sisal

As mudas foram produzidas a partir de bulbilhos coletados na regido produtora de
sisal. Os bulbilhos foram plantados em copos plasticos (400 mL) contendo solo e

permaneceram em casa de vegetacao até atingirem 20 cm de altura (180 dias).

2.4.2. Experimento em casa de vegetacdo

O experimento foi montado em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias
Ambientais e Biologicas da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, campus de Cruz
das Almas- Bahia, Brasil.

Os tratamentos foram constituidos das concentrag@es individuais de 16 pL.mL™
(L16) do OE de L. alba e 4 pL.mL™* (O4) do OE de O. basilicum e das combinagfes 16
uL.mL? OE de L. alba + 4 pL.mL™ OE de O. basilicum (L16+04); 4 uL.mL* OE de L.
alba + 2 pL.mL™ OE de O. basilicum (L4+02) e 2 uL.mL* OE de L. alba + 2uL.mL* OE
de O. basilicum (L2+02). As concentracdes e combinacdes foram selecionadas com base
nos resultados dos experimentos dos testes in vitro. O controle foi formado pela inoculagéo
de A. welwitschiae sem aplicacdo de OE. Também foi adicionado um controle sem
inoculacdo do A. welwitschiae e OEs, sendo aplicado agua destilada autoclavada.

No caule de todas as mudas foram feitos dois ferimentos utilizando uma agulha
hipodérmica. Em cada ferimento foi aplicado 50 pL dos tratamentos. No caso das
combinag6es foram aplicados 25 pL de cada concentracdo dos OEs. Vinte e quatro horas
apos a aplicacdo foi inoculado 50 pL da suspensdo de esporos de A. welwitschiae (1x107
conidios.mL™) nos mesmos ferimentos. O delineamento foi blocos casualizados formado
por sete tratamentos com seis repeticdes e a parcela experimental foi composta por cinco

plantas.
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Trinta dias depois da inoculagdo foi avaliada a severidade da doenga nas mudas. A
avaliacdo da severidade ocorreu atraves do corte longitudinal do caule e foi aplicada a
escala de notas descrita por Barbosa (2019). Os dados de severidade foram transformados
para indice da doenca, conforme a equacdo proposta por Mckinney (1923): X (nota da
escala de doenga * frequéncia) * 100 / (nimero de avaliagdes * nota maxima da escala de

doenca).

2.4.3. Analise histoldgica das mudas com e sem aplicacéo dos OEs.

Trés mudas de cada tratamento in vivo (item 2.4.2) foram aleatoriamente
selecionadas e as amostras de caule foram fixadas em FNT (Formalina Neutra Tamponada:
tampado fosfato, formalina, 9:1 v/v) por 48 horas e conservadas em alcool etilico 70% até o
momento das analises. Como o A. welwitschiae tem uma alta viruléncia (responsavel por
causar a morte das mudas), as amostras de caule do tratamento controle (apenas A.
welwitschiae) foram coletadas com 15 ap6s a inoculagdo, para que seja possivel processar
e analisar os tecidos. Os caules das mudas tratadas foram coletados com 30 dias apos a
inoculacéo.

O material conservado foi desidratado em série etilica e inserido em 2-
hidroxietilmeta-acrilato (historresina-Leica). Secgfes transversais e longitudinais com
espessura variavel (5 - 12 um) foram obtidas em micrétomo rotativo (Leica RM2245). Em
seguida, os cortes receberam uma dupla coloracdo com azul de toluidina e fucsina basica
(Jungueira, 1990) e as laminas foram montadas com resina sintética (Permount/Fisher).

A foto documentacdo foi realizada em microscopio (Olympus BX51) acoplado ao
sistema fotogréafico digital (Olympus A330). As escalas das figuras foram obtidas por meio
da projecdo de uma lamina micrométrica fotografada/digitalizada nas mesmas condigdes

Opticas das ilustracoes.

2.4. Analise de dados

Os tratamentos sem variabilidade foram excluidos das anlises. Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F e para o caso de diferenca significativa entre
0s tratamentos, as medias foram comparadas com o teste de Scott-Knott (p<0,05) nos
experimentos in vitro e pelo teste de Tukey (p<0,05) no experimento de casa de vegetagédo
(in vivo) e as analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico R v. 3.0.2 (R Core
Team, 2016).
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3. Resultados e discusséo
3.1 Teste in vitro
3.1.1 Determinacéo da Concentragdo Minima Inibitoria-MIC e Checkerboard

A Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) dos OEs de L. alba e O. basilicum sobre
A. welwitschiae foi de 2 pL.mL? em ambos OEs. O OE de L. alba demonstrou agéo
fungicida na concentragdo de 16 pL.mL™ e acdo fungistatica nas concentragdes 8, 4 e 2
uL.mL. O OE de O. basilicum apresentou apenas acio fungistatica nas concentracdes 4 e
2 uL.mL™. Esse resultado mostra o potencial desses OES, pois necessita de uma pequena
quantidade (2 pL.mL™) para inibir o crescimento do A. welwitschiae. Além disso, o
resultado também serviu de base para a escolha das concentragdes a serem testadas nos
demais experimentos.

O efeito das combinacdes dos OEs sobre o A. welwitschiae determinado pela
técnica de Checkeboard evidenciou uma interacdo indiferente (indice de Concentrago
Inibitéria Fraciona de 1,5) de acordo com Eucast (2000). Esse resultado permite que as
combinagfes dos OEs de L. alba e O. basilicum sobre A. welwitschiae continue a ser
investigada, pois 0 mecanismo de a¢do dos OEs ndo se inibe. O método de Checkeboard
tem sido o mais utilizado na avaliagdo da interacdo das combinacdes de OEs (Hay et al.,
2018). Hay et al. (2018) utilizaram o método para avaliar a interacdo entre os OEs de L.
alba e Rosmarinus officinalis sobre a espécie de A. niger e também encontraram efeito
indiferente. A combinacdo do OEs de L. multiflora e O. basilicum também apresentou
efeito indiferente para Staphylococcus aureus e sinergistico para Escherichia coli (Bassolé
et al., 2010).

3.1.2 Inibic&o da germinacéo de esporos de A. welwitschiae por OEs

A germinacéo de esporos de A. welwitschiae foi inibida significativamente (p<0,01)
pelos OEs de L. alba e O. basilicum e suas combinac6es (Figura 1). Todos os tratamentos
diferiram do controle (BD + A. welwitschiae) que apresentou germinagdo de esporos
préximo de 100 %, demonstrando uma alta viabilidade dos esporos. Os tratamentos com as
maiores concentracdes de L. alba (16 uL.mL™ e 8 L) e suas combinagBes apresentaram
menor numero de esporos germinados (1 %). Apesar do OE de O. basilicum ter
apresentado uma percentagem de inibicdo inferior & maioria das concentracdes de L. alba,
nota-se que existe uma tendéncia na inibicdo da germinagdo com o0 aumento da

concentracio de 0,5 para 4 pL.mL™ do OE. Possivelmente, concentracdes acima de 4
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puL.mL? resultem em maiores percentagens de inibicdo de esporos de A. welwitschiae.
Também observou-se um aumento no nuimero de esporos germinados a medida que
diminuia-se as concentra¢fes individuais de ambos OEs (Figura 1). Embora as
combinacgdes tenham apresentado resultado semelhante as concentragdes individuais, ainda
assim o uso combinado dos OEs pode ser uma estratégia a ser considerada, pois a
quantidade de OE utilizada é reduzida com a mistura (v/v).

As espécies do género Aspergillus sdo conhecidas pela alta producdo de esporos
assexuais que sao leves e facilmente dispersos pelo ar (Ojeda-Ldpez et al., 2018). Uma vez
em contato com o hospedeiro e tendo as condi¢cdes ambientais favoraveis, o esporo inicia o
processo de germinacdo resultando na formacdo das hifas que sdo responsaveis pela
infeccdo e colonizacdo do tecido do hospedeiro (Agrios, 2005). Esse processo é a primeira
etapa do ciclo de vida de fungos fitopatogénicos como o A. welwitschiae. Com base nos
resultados obtidos é possivel sugerir o tratamento das plantas com esses OEs de forma
preventiva, dessa forma, quando 0s esporos entrarem em contato com as plantas em
campo, é possivel que o processo de germinacdo seja inibido, interferindo diretamente no

ciclo de vida do A. welwitschiae e impedindo a ocorréncia de novas infec¢oes.

3.1.3. Inibicao do crescimento micelial e esporulacdo de A. welwitschiae

Os OEs individuais e suas combinacdes reduziram significativamente (p<0,01) o
crescimento micelial e esporulacdo de A. welwitschiae na técnica de difusdo em agar
(Figura 3) e compostos volateis (Figura 4). Essa inbicdo foi causada por alteracfes
morfologicas como hifas contorcidas (Figura 2 D) e claramente afinadas (Figura 2 C),
extravasamento do conteudo celular (Figura 2 E), conidiéforo com méa formacéo (Figura 2
G) ou auséncia de conidiagdo (Figura 2 H), além disso os OEs induziram a formacdo de
estrutura de resisténcia (clamiddsporo) (Figura 2 F).

Na técnica de difusdo em agar, os tratamentos L16, L16+04, L16+01, L16+00,5 e
L8+04 obtiveram reducdo de aproximadamente 30% no didmetro das colonias em
comparagdo com o controle (Apenas A. welwitschiae). As combinacGes L8+04, L2+01 e
L4+00,5 potencializaram o efeito inibitorio no crescimento micelial em comparagdo com
os resultados obtidos pelos seus tratamentos individuais (L8, L4, L2, O4, O1 e 00,5)
(Figura 3). Com relacdo a esporulagdo, todos os tratamentos conseguiram diminuir a
producdo de esporos, exceto os tratamentos L2 e L2+02 que ndo diferiram do controle. As
combinagbes L4+02, L4+01, L4+00,5 e L2+0O1 foram mais efetivas em inibir a
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esporulacdo do que os tratamentos invididuais. Em contrapartida, a combinagdo L16+04
demonstrou inibicao inferior quando comparado com seus tratamentos individuais (Figura
3).

Os compostos volateis da combinacdo L16+04 seguido pelas combinacbes
L16+02, L16+01, L8+04, L8+01 e L4+02 potencializaram a inibicdo das colonias,
resultando em diametros menores em comparacdo com os tratamentos individuais (Figura
4). Na esporulacéo, exceto pelas combinagfes L8+02, L2+02, L2+01 e L2+00,5 que nédo
diferiram do controle, os demais tratamentos conseguiram reduzir significativamente
(p<0,01) a producéo de esporos (Figura 4).

Considerando o grande numero de diferentes grupos de compostos quimicos
presentes nos OEs, é provavel que sua atividade antimicrobiana ndo seja atribuida a um
mecanismo especifico, mas que existem varios alvos na célula. O fato de os OEs serem
misturas complexas de moléculas apolares, Ihes conferem alta hidrofobicidade, o que
permite a sua divisdo nos lipidios da membrana celular e mitocondrias, resultando no
rompimento e extravasamento citoplasmatico e eventual morte celular (Jing et al., 2014).
Alguns estudos também apontam a inibicdo do ergosterol como uma das causas para
ruptura da membrana plasmatica e consequentemente extravasamento do contetdo celular
dos fungos por OE (Hua et al 2014). A auséncia ou reducdo da presenca de ergosterol nas
membranas fungicas também resulta em instabilidade osmotica e metabolica da célula
fangica, comprometendo a reproducédo (Nazzaro et al., 2017).

O efeito dos OEs sobre o crescimento micelial do A. welwitschiae sdo de grande
importancia para o controle da podriddo vermelha, pois as hifas do fungo sdo responsaveis
pela infeccdo e causam a degradacdo das células parenquimaticas do tecido caulinar
(Duarte et al., 2018), sendo assim, o fato dos OEs causarem alteracbes morfologicas
(Figura 2 C, D e E) poderd, possivelmente, interferir na patogenicidade do A. welwitschiae
resultando em hifas menos infectivas ou comprometendo a producdo de enzimas
responsaveis pela degradagéo celular do hospedeiro.

Nos campos produtivos de sisal, o A. welwitschiae é encontrado em solo rizosférico
e tambem nas diferentes partes da planta de sisal (Duarte et al., 2018). Além disso, seus
esporos sdo facilmente dispersos pelo ar e podem infectar outras plantas. Proporcionar
alteracbes nas estruturas reprodutivas afetou diretamente o nimero esporos produzidos,

esse resultado também é importante para 0 manejo da podriddao vermelha do sisal, pois o
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menor numero de esporos corresponde a menos fonte de indculo e, possivelmente, reduz as

chances novas infeccdes.

3.1.4 Teste in vivo

As mudas de sisal inoculadas apenas com o A. welwitschiae obtiveram indice da
doenca de 100%, resultando no apodrecimento e morte das mudas no periodo de 30 dias
apos a inoculacdo. A aplicacdo dos OEs individuais e combinados de L. alba e O.
basilicum proporcionou diminuicdo do indice da doenca de 82, 78, 75 e 70 % para 0s
tratamentos L16, O4, L16+04 e L4+02, respectivamente. Entre os tratamentos, a
combinacdo L2+02 foi a que apresentou menor reducdo no indice da doenca com 34%.
As mudas lesionadas e tratadas com &gua destilada autoclavada permaneceram
assintomaticas durante todo o periodo de avaliacdo, evidenciando que a lesdo realizada no
caule ndo e suficiente para causar a morte das mudas (Figura 5).

A histologia das mudas de sisal sem e com aplicagdo de OE elucidou a interagéo
entre os OEs- A. welwitschiae- sisal (Figura 6). Nas mudas inoculadas apenas com A.
welwitschiae foi evidenciado a colonizagdo do tecido caulinar intensamente pelas hifas do
patégeno (Figura 6 A e B). Apesar disso, também foi observado uma possivel resposta de
defesa da muda com a deposicéo de lignina em células do parénquima (Figura 6 C e D). A
lignificacdo da parede celular € um mecanismo de defesa das plantas contra patdgenos
(Agrios, 2005) e, no sisal esse mecanismo também foi reportado por Barbosa, (2019).

As seccdes das mudas tratadas com os OEs e com aplicacdo de &gua destilada
autoclavada apresentaram camadas de células parenquimaticas lignificadas ao redor do
tecido necrosado (Figura 6 E), sugerindo que a lignificacdo pode ser um mecanismo de
defesa do sisal e comprova que deposicéo de lignina contribuiu para reducgdo do indice da
doenca nas mudas inoculadas com A. welwitschiae (Figura 5). Além disso, as secc¢des das
mudas tratadas com 16 pL.mL*? (L16) de L. alba, 4 yL.mL™? de O. basilicum (O4),
L16+04 e L4+02 também foi observado deformacdes nas hifas do A. welwitschiae como
vazias (Figura 6 F) e contorcidas (Figura 6 G) semelhantes as observacgdes no teste in vitro
(Figura 2 C, D e E), confirmando que o efeito dos OEs sobre a morfologia do A.
welwitschiae também pode ocorrer em condigdes in vivo.

Os cortes das mudas tratadas com L2+02 (2 pL.mL™? de L. alba e 2 pL.mL™ O.
basilicum) apresentaram ndmero visivelmente menor de hifas do A. welwitschiae em

comparacdo com o controle (Figura 6 H), entretanto foi o Unico tratamento que foi
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visualizado a presenca de esporos do patdégeno (Figura 6 J). Esse resultado também
corrobora com os testes in vitro, pois embora o tratamento L2+02 tenha diminuido o
crescimento micelial, a producédo de esporos nédo foi inibida significativamente (Figura 3 e
4).

Em uma das amostras (1/3) do tratamento L16+O4 e O4 além das observacoes ja
mencionadas, também foi observado a coloniza¢do do tecido por Trichoderma sp (Figura 6
I e K) e Bacillus sp (Figura 6 L), respectivamente. Possivelmente, além de atuar
diretamente sobre o A. welwitschiae, os OEs testados também podem promover o
crescimento de outros microrganismos benéficos.

O efeito da aplicacdo de OEs na supressdo de doenca em planta também foi
encontrado por La Torre et al. (2015) aplicaram os OEs de Eugenia caryophyllata Thunb,
T. vulgaris Willk e R. officinalis L. no solo rizosférico e conseguiram reduzir em 42%,
47% e 35%, respectivamente, a severidade da fusariose em mudas de tomates (Solanum
lycopersicum L.) causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.).
Embora esses autores ndo descrevam a quantidade aplicada no solo, os resultados obtidos
com aplicacdo de 50 pL das concentracdes de OEs de L. alba e O. basilicum e suas
combinag¢Bes demonstram que o tratamento das mudas de sisal com OE é uma estratégia
possivel de ser realizada. Futuros estudos devem ser conduzidos para avaliar outros
métodos de aplicacéo.

A formulacdo de OEs é fortemente recomendada para evitar a degradacdo e
volatilizagdo dos componentes bioativos dos OEs quando aplicados em condi¢do de campo
no controle de doencas (Borges et al., 2018). Luiz et al. (2017) realizaram um tratamento
preventivo com a pulverizacdo de folhas de morango com 10 mL de uma emulsdo de
polissacarideos de aloe e OE de C. martini e obtiveram reducdo de aproximadamente
100% da severidade da mancha angular bacteriana causada por Xanthomonas fragariae.
Antonioli et al., (2020) avaliaram a aplicacdo de OE de capim-limdo encapsulado e nédo
encapsulado no tratamento de frutos de macas e, constataram que o tamanho das les6es da
podriddo causada por Colletotrichum acutatum e C. gloeosporioides foi trés vezes menor
para o tratamento com OE encapsulado. Como o cultivo do sisal ocorre em regides com
baixa precipitacdo e temperaturas médias anuais de até 30 °C, é importante a formulacao
dos OEs para que 0s compostos possam ser protegidos e além disso, a formulacdo podera

possibilitar uma maior eficiéncia de controle. Futuros estudos devem ser conduzidos para
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elaboracdo de formulagfes com os OEs de L. alba e O. basilicum e a avaliacdo da sua
eficiéncia de controle em condicdes de campo.

O efeito preventivo dos OEs testados abre possibilidades pratica para a sua
aplicacdo na cultura do sisal, sendo sugerido principalmente, o tratamento das mudas de
sisal 24h antes do plantio no campo. Com base nos resultados desse estudo, outra opg¢ao
para 0 uso dos OEs podera ser a sua aplicacdo apds o corte das folhas do sisal para o
desfibramento, pois os OEs podem atuar frente ao A. welwitschiae (inibicdo da germinacgéo
e crescimento micelial) enquanto a planta realiza o processo de cicatrizacdo (deposicao de
lignina nas células parenquimaticas).

Na elaboragdo de um manejo sustentdvel da podriddo vermelha do sisal é
importante que os produtores tenham acesso as tecnologias testadas nesse estudo, pensando
nessa possibilidade, a L. alba é uma planta que cresce espontaneamente em regides
semiaridas permitindo que seja manejada juntamente com a cultura do sisal, enquanto que
0 O. basilicum possui uma cadeia produtiva bem desenvolvida. Sendo assim, o produtor
podera cultivar as plantas para a extracdo de OE e realizar a aplicacdo no controle da
podriddo vermelha do sisal como também podera ter uma outra fonte de renda com a sua
comercializagéo.

O manejo da podriddo vermelha é necessario e de grande importancia para a
sustentatibilidade da agaveicultura. O cultivo do sisal tem sido realizado a decadas no
sistema de monocultura e com baixa biodiversidade, o que contribui para a ocorréncia da
podridao vermelha nas &reas produtoras e 0 aumento das perdas econdmicas geradas pela
doenca. Nessa pespectiva, a L. alba é uma planta que cresce espontaneamente em regides
semiaridas permitindo que seja manejada nas entre linhas da cultura do sisal, enquanto que
0 O. basilicum possui uma cadeia produtiva bem desenvolvida. Dessa forma, a insergéo
das plantas medicinais nas areas produtoras de sisal podera gerar beneficios como o
aumento da biodiversidade no agroecossistema, 0 agricultur tera a matéria prima para a
extracdo dos OEs, que por sua vez poderdo ser aplicados tanto no controle da podridéo

vermelha como também podera ser uma outra fonte de renda com a sua comercializag&o.

4. Concluséo
v' Os OEs de L. alba e O. basilicum apresentaram MIC sobre A. welwitschiae de 2
uL.mL*;
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v As combinagdes entre as concentracdes dos OEs de L. alba e O. basilicum sobre A.
welwitschiae apresentaram efeito indiferente;

v' As concentragdes individuais de 16 e 8 uL.mL™ de L. alba e suas combinagdes com
as concentragbes de 0,5 a 4 uL.mL* de O. basilicum reduziram a percentagem de
esporos germinados em 99 %;

v' Os OEs individuais (2; 4; 8 e 16 pL.mL* de L. alba e 0,5; 1; 2 € 4 uL.mL™ de O.
basilicum) e combinados (16 + 05 a4;8+05a4;4+05a4;2+05a4)
reduziram entre 12-30 % o crescimento micelial e diminuiram a producdo de
esporos de maneira depende da concentracdo e combinacéo.

v" Os OEs proporcionaram alteragdes morfologicas nas estruturas reprodutivas e de
crescimento de A. welwitschiae, além de induzirem a formacao de clamiddsporos;

v' As aplicagBes das concentracdes individuais de 16 pL.mL? (L16) de L. alba e 4
uL.mL? de O. basilicum (O4) e as combinagfes L16+04 e L4+02 reduziram a
severidade da doenca em mais de 70%;

v A histologia dos tecidos caulinares evidenciou que a reducdo na severidade esteve
relacionada com a presenca de células lignificadas e com o efeito dos OEs sobre as

hifas de A. welwitschiae;
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Legenda das figuras

Figura 1. Germinacao de conidios de A. welwitschiae submetido aos 6leos essenciais de L.
alba e O. basilicum individual e combinado. Médias seguidas pela mesma letra ndo difere
entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de propabilidade. L. alba: L16 (16 pL.mL™); L8 (8
puL.mL?); L4 (4 pL.mL?); L2 (2 uL.mL?); O. basilicum: O4 (4 pL.mL™); 02 (2 pL.mL™);
01 (1 uL.mLY); 00,5 (0,5 pL.mL™).

Figura 2. Caracteristicas morfologicas de A. welwitschiae submetido aos 6leos essenciais
de L. alba e O. basilicum e suas combinag6es. (A) Conidiéforo e conidios normais. (B)
Hifa sem deformacBes. (C) Hifas afinadas e (D) contorcidas. (E) conteddo celular
extravasado. (F) Clamiddsporo terminal. (G) Conididéforo mal formado e (H) imaturo.
Escala: A,C, D, E, F, Ge H (20 um) e B (50 pum).

Figura 3. Crescimento micelial e esporulacdo de A. welwitschiae submetido aos 0Oleos
essenciais individual e combinado de L. alba e O. basilicum na técnica de difusdo em agar.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo difere entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de
propabilidade. L. alba: L16 (16 uL.mL™); L8 (8 uL.mL™Y); L4 (4 pL.mL™Y); L2 (2 pL.mL"
H: 0. basilicum: 04 (4 pL.mL™?); 02 (2 pL.mL™?); O1 (1 pL.mL™?); 00,5 (0,5 pL.mL™).

Figura 4. Crescimento micelial e esporulacdo de Aspergillus welwitschiae submetido aos
compostos volateis dos 6leos essenciais individual e combinado de L. alba e O. basilicum.
Médias seguidas pela mesma letra ndo difere entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de
propabilidade. L. alba: L16 (16 uL.mL™); L8 (8 pL.mL™); L4 (4 uL.mLY); L2 (2 puL.mL
1y, O. basilicum: 04 (4 uL.mL™?); 02 (2 uL.mL?); O1 (1 uL.mL™); 00,5 (0,5 pL.mL™%).

Figura 5. indice da doenca da podriddo vermelha em mudas de sisal tratadas com
concentragdes individuais e combinadas de OE de L. alba e O. basilicum. Médias seguidas
pela mesma letra ndo difere entre si pelo teste de Tukey a 1% de propabilidade. L. alba:
L16 (16 pL.mLY); L4 (4 uL.mL™Y); L2 (2 uL.mLY); O. basilicum: O4 (4 uL.mL™?); 02 (2
puL.mL™).
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Figura 6. Cortes histoldgicos do caule sisal sem (A,B,CeD)ecom (E,F, G, H, I,J, Ke
L) aplicacdo do OE de L. alba e O. basilicum e inoculadas com A. welwitschiae. (A e B)
Seccdo transversal do caule evidenciando o tecido necrosado e as hifas do A. welwitschiae
(seta). (C e D) Células parenquimaticas com aumento da parede pela deposicdo de lignina
(seta). (E) Corte transversal do caule tratado com OE contendo células lignificadas em
volta do tecido infectado. (F, G e H) Presenca de hifas de A. welwitschiae vazias (seta) e
com deformacdo (seta) no tecido caulinar tratado com OE. Colonizacgéo do tecido por hifas
de Trichoderma sp. (J e K) Producdo de conidios de A. welwitschiae (seta) e Trichoderma
sp. (seta), respectivamente. (L) Bacillus sp no tecido tratado com OE. Barra: 1 um (B, F,
G, H,J, K, eL); 150 pum (E); 60 pm (A e C) 30 um (D) 15 pm (I).
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ARTIGO 2

POTENCIAL DOS HIDROLATOS DE Lippia alba (Mill.) N. E. Brown E Ocimum
basilicum L. COMO PRODUTO NATURAL NO CONTROLE DA PODRIDAO
VERMELHA DO SISAL (Agave sisalana Perrine).

54



55

Potencial dos hidrolatos de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e Ocimum basilicum L.
como produto natural no controle da podridao vermelha do sisal (Agave sisalana
Perrine).

Renata de Lima?, Leonardo de Oliveira Barbosa!, Franceli da Silval?

1Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, CCAAB, 44380-000 Cruz das Almas, BA.
2Corresponding author: franceli.silva@gmail.com

Resumo: O hidrolato é um subproduto obtido no processo de extracdo de 6leo essencial de
plantas pelo método de hidrodestilacdo. Este subproduto é utilizado, principalmente pela
indistria de cosméticos e farmacéutica, entretanto por apresentarem atividade
antimicrobiana também possuem potencial para uso como produto natural no controle de
fitopatdgenos. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito dos hidrolatos de Lippia alba e
Ocimum basilicum sob o A. welwitschiae e no controle da podridao vermelha do sisal. As
concentracfes foram preparadas com adicdo de &gua destilada autoclavada para obter as
concentracdes de 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 e 10% para ambos hidrolatos. A
concentracdo minima inibitéria sob o Aspergillus welwitschiae foi de 50% e 70% para o
hidrolato de L. alba e O. basilicum, respectivamente. Os esporos de A. welwitschiae foram
inibidos em 100% na concentracdo de 80% de L. alba e 33% na concentracdo de 90% de
O. basilicum. O hidrolato de L. alba na concentracdo de 80% inibiu totalmente o
crescimento micelial do A. welwitschiae, enquanto a concentracdo de 90% de O. basilicum
inibiu 75%. Todas as concentracdes de ambos hidrolatos conseguiram reduzir a producdo
de esporos em relacio ao tratamento controle que apresentou aproximadamente 4,5 x 10°
esporos.mLt. As concentrag@es testadas obtiveram resultado semelhante na diminuicdo da
agressividade do A. welwitschiae, obtendo reducgédo acima de 84% a partir da concentracao
de 20%. As mudas tratadas com os hidrolatos e inoculadas com A. welwitschiae
apresentaram reducdo no indice da podriddo vermelha. As mudas que ndo receberam
hidrolatos apresentaram indice de 100% (plantas mortas), enquanto nas mudas que foram
tratadas, o indice foi reduzido em aproximadamente 94% nas concentragdes acima de 70%,
resultando em plantas apenas com sintomas iniciais da podridédo vermelha e ndo morrendo
durante o periodo de avaliacdo. Os resultados obtidos evidenciam que os hidrolatos de L.
alba e O. basilicum possuem potencial para atuarem como produto natural no controle da

podriddo vermelha do sisal.
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Palavra-chave: A. welwischiae, hidrossol, &gua aromatizada, controle alternativo.

Potential of the hydrolates of Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e Ocimum basilicum L. as
a natural product in the control sisal bole rot disease (Agave sisalana Perrine).

Renata de Lima?, Leonardo de Oliveira Barbosa!, Franceli da Silva'?

1Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, CCAAB, 44380-000 Cruz das Almas, BA.

2Corresponding author: franceli.silva@gmail.com

Abstract: Hydrolate is a by-product obtained in the process of extracting essential oil from
plants by the method of hydrodistillation. This by-product is used, mainly by the cosmetics
and pharmaceutical industry, however, because they have antimicrobial activity, they also
have potential for use as a natural product in the control of phytopathogens. The objective
of this work was to evaluate the effect of the hydrolates of Lippia alba and Ocimum
basilicum on A. welwitschiae and on the control sisal bole rot disease. The concentrations
were prepared with the addition of autoclaved distilled water to obtain concentrations of
90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 and 10% for both hydrolates. The minimum inhibitory
concentration under Aspergillus welwitschiae was 50% and 70% for the hydrolate of L.
alba and O. basilicum, respectively. The spores of A. welwitschiae were inhibited by 100%
in the concentration of 80% of L. alba and 33% in the concentration of 90% of O.
basilicum. The hydrolate of L. alba at a concentration of 80% totally inhibited the mycelial
growth of A. welwitschiae, while the concentration of 90% of O. basilicum inhibited 75%.
All concentrations of both hydrolates were able to reduce spore production compared to
the control treatment, which showed approximately 4.5 x 109 spores.mL-1. The tested
concentrations obtained a similar result in decreasing the aggressiveness of A.
welwitschiae, obtaining a reduction above 84% from the concentration of 20%. Seedlings
treated with hydrolates and inoculated with A. welwitschiae showed a reduction in the red
rot index. Seedlings that did not receive hydrolates showed an index of 100% (dead

plants), whereas in seedlings that were treated, the index was reduced by approximately
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94% in concentrations above 70%, resulting in plants with only initial symptoms of red rot
and no dying during the evaluation period. The results obtained show that the hydrolates of
L. alba and O. basilicum have the potential to act as a natural product in the control sisal

bole rot disease.
Keyword: A. welwischiae, hydrosol, flavored water, alternative control.

1. Introducéo

Os 6leos essenciais sdo produtos do metabolismo secundério das plantas e podem
ser extraidos por processos, como a hidrodestilacdo. Nesse procedimento, além do dleo
essencial, também podem ser obtidos hidratos. Um hidrolato também chamado de
hidrossol, agua floral ou 4gua aromatizada, corresponde a agua destilada que permanece
apos a destilacdo por hidrodestilacdo e a separacdo do Oleo essencial correspondente,
geralmente sendo rico em componentes do 6leo essencial soltveis em agua (Hamdi et al.,
2017; Tavares et al., 2020).

Os hidrolatos sdo considerados subprodutos do processo de extracdo dos Oleos
essenciais e tém sido destinados principalmente para a inddstria de cosméticos e
perfumarias (Di Vito et al., 2019). Apesar disso, estudos tém revelado o potencial
antifungico dos hidrolatos que, assim como os 6leos essenciais também atuam na inibicdo
de fitopatdgenos e possuem potencial para atuar como um produto natural, abrindo novas
possibilidades para seu uso. O hidrolato de Satureja hortensi L. na concentracdo de 15%
exerceu efeito fungicida, inibindo 100% do crescimento micelial de Rhizoctonia solani,
Botrytis cinérea, Alternaria citri e A. mali (Boyraz e Ozcan, 2005; 2006). Belabbes et al.
(2017) constatou que o hidrolato de Calendula arvensis apresentou efeito antifungico mais
pronunciado do que o 6leo essencial contra os fitopatdgenos, causando inibicdo de 100% e
86,6% de Penicillium expansum e Aspergillus niger, respectivamente na concentragdo de
30 mg.mL™%. O hidrolato de Thymus capitatus L. foi testado in vitro e in vivo contra quatro
fungos fitopatogénicos A. niger, A. oryzae, P. italicum e Fusarium solani causadores a
deterioracdo dos frutos de Citrus sinensis. In vitro foi constatado efeito fungicida sobre P.
italicum, F. solani, A. oryzae e A. niger na concentragio de 0,1, 0,2, 0,2 ¢ 0,5 ug mL?,
respectivamente. Posteriormente, frutos de C. sinensis foram inoculados com P. italicum e

tratados com o hidrolato. A concentragdo de 0,2 ug mL™ foi suficiente para a reducéo total
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da infeccdo por laranja, causando 100% de inibicdo do crescimento micelial (Tabti et al.,
2014).

A podridao vermelha é uma doenca monociclica causada pelo fungo filamentoso
Aspergillus welwitschae e, € o principal problema fitossanitario da cultura do sisal (Agave
sisalana Perrine) (Duarte et al., 2018). O A. welwitschiae € um patdgeno necrotréfico que
ataca o caule das plantas em todos os estadios de desenvolvimento e, como resposta a
infeccdo, a planta apresenta sintomas como folhas amareladas e murchas e o caule possui
uma coloracdo variando do vermelho intenso a marrom (Coutinho et al., 2006; Duarte et
al., 2018). Com o tempo o caule apodrece totalmente, causando a morte e tombamento das
plantas. Um estudo epidemioldgico realizado no Brasil, constatou que a podriddo vermelha
estd presente nos principais polos produtores de sisal e que a sua incidéncia variou entre 5-
40% nas propriedades investigadas (Abreu, 2010).

O sisal é uma planta CAM de regides aridas e semidridas e seu cultivo é voltado
principalmente, para extragdo e comercializagdo da fibra das suas folhas. Devido a sua
fisiologia, o sisal tem um crescimento lento, com o primeiro corte das folhas para o
desfibramento ocorrendo geralmente, em 36 meses apos o plantio (Silva e Beltrdo, 1999).
Dessa forma, a podriddo vermelha é considerada uma doenca de grande impacto para a
sustentabilidade da cultura do sisal, pois além de levar a morte das plantas e diminuir a
area plantada, as folhas das plantas infectadas também se tornam improprias para a retirada
das fibras reduzindo a producdo de fibra (Duarte et al., 2018; FAOSTAT, 2020). Apesar
das perdas econdmicas geradas por essa doenca, até 0 momento ndo existe nenhum produto
recomendado para o controle da podriddo vermelha e os impactos dessa doengca podem
continuar a crescer sem uma estratégia adequada de controle.

Um produto para o controle da podriddo vermelha além de ter uma eficiéncia de
controle sob o A. welwitschiae também precisa ser acessivel ao produtor para que nao
aumente o custo da producdo. Nesse contexto, os hidrolatos possuem potencial, pois sdo
subprodutos com propriedades antifingicas e a sua quantidade obtida com a
hidrodestilacdo das plantas é 100 vezes maior em relagdo aos 6leos essenciais. Com isso, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito dos hidrolatos de Lippia alba e Ocimum

basilicum sob o A. welwitschiae e no controle da podriddo vermelha do sisal.
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2. Material e Métodos

2.1. Hidrolatos, isolado de A. welwitschiae e mudas de sisal

A L. alba (HURB 8794) e O. basilicum (HURB 521) foram cultivadas no campo
experimental do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB) da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), localizado no municipio de Cruz
das Almas, Bahia, Brasil (12°40°0" S e 39°06'0" W, altitude 200 m). Sessenta dias apos o
plantio, as plantas foram coletadas (caule e folhas) e foram submetidas ao processo de
secagem em estufa de circulacéo forgada de ar a 40 °C + 2 até atingir o peso constante. A
extracdo dos hidrolatos foi realizada por hidrodestilacdo utilizando aparato do tipo
Clevenger. O hidrolato extraido foi armazenado na auséncia de luz e sob refrigeracéo até a
sua utilizag&o.

O isolado Al1P1 de A. welwitschiae (MNO022875) utilizado em todos os
experimentos pertence ao Laboratorio de Microbiologia Agricola da UFRB. A suspensdo
de esporos de A. welwitschiae foi obtida de uma cultura pura crescida em meio Batata
Dextrose Agar (BDA) a 28 + 2 °C por oito dias. Apds esse periodo, adicionou-se 20 mL de
agua destilada autoclavada e duas gotas de Tween 20® e os esporos foram suspensos com
auxilio da alca de Drigalsky. A concentracdo de esporos foi ajustada com base na
contagem em camara de Neubauer para 1x10° e 1x107 conidios.mL™ nos bioensaios in
vitro e in vivo, respectivamente (Barbosa, 2019).

As mudas de sisal foram produzidas a partir de bulbilhos coletados na regido
produtora de sisal no municipio de Conceicdo do Coité, Bahia, Brasil. Os bulbilhos foram
plantados em tubetes contendo uma mistura de solo e substrato comercial na proporcao 1:1

e permaneceram em casa de casa de vegetacao ate atingirem 20 cm de altura (180 dias).

2.2. Testes in vitro
2.2.1 Determinacdo da Concentragdo Minima Inibitéria-MIC

Para determinar a concentragdo minima inibitoria (MIC) foi empregado o método
de microdiluicdo, utilizando placas de 96 pogos, seguindo as recomendacdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), com adaptacGes. As concentragdes

utilizadas para hidrolato de L. alba e O. basilicum, respectivamente foram (90, 80, 70, 60,
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50, 40, 30, 20 ¢ 10%). Foi adicionado 50 pL da suspensao de esporos de A. welwitschiae
(concentracéo de 1x10°8 conidios.mL™) em cada pogo. Em seguida foi adicionado 200 pL
de cada amostra, que foi constituida por BD e hidrolato para obtencdo de concentracdes
entre 10 a 90%. Os tratamentos controles foram constituidos: 1- BD + A. welwitschiae; 2-
Meio BD + A. welwitschiae. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicada e foram
repetidas duas vezes para confirmacéo dos resultados. A atividade antifingica foi detectada
apos 72h de incubacéo a 28°C. Ap0s esse periodo, observou-se visualmente o crescimento
fangico comparado ao controle 1 e considerou-se como MIC a menor concentracdo capaz
de impedir o crescimento do microrganismo. Nos pocos que ndo houve crescimento
fangico foi retirado 20 pL do conteudo e transferiu para placa de Petri com meio BDA para

confirmacdo da concentracdo fungicida minima (CFM).

2.2.2. Inibicdo da germinacdo de esporos de A. welwitschiae por hidrolato

O efeito dos hidrolatos na germinacéo de esporos de A. welwitschiae foi testado em
placas de 96 pogos adicionando 50 pL da suspensdo de esporos de A. welwitschiae (1x10°
conidios.mL™) e 200 uL constituida por BD e hidrolatos L. alba (10 a 90%) e O. basilicum
(10 a 90%). O tratamento controle foi composto apenas pelo meio BD e A. welwitschiae. O
delineamento foi o inteiramente casualisado composto por oito repeticdes (oito pogos por
tratamento). As microplacas foram seladas e mantidas em BOD a 28°C por 24h. Apdés a
incubacéo, todos os tratamentos receberam uma gota (5 uL) de azul de lactofenol para
inativar o crescimento fungico. A avaliacdo ocorreu por meio de montagem de laminas
com a suspensdo de esporos retirada dos pocos. O numero de esporos germinados em um

total de 100 esporos aleatorios foi avaliado em microscopio.
2.2.3. Inibicdo do crescimento micelial, esporulacgao e agressividade de A. welwitschiae
2.2.3.1 Crescimento e esporulagéo de A. welwitschiae

O metodo de difusdo &gar foi realizado seguindo as recomendagdes do CLSI
(2015). As concentracdes (10 a 90%) dos hidrolatos L. alba e O. basilicum foram
adicionados ao meio BDA fundente. O tratamento controle foi constituido do meio sem
adicdo de hidrolato. Ap6s a homogeneizacdo, os meios foram distribuidos em placas de
Petri (90 mm) e no centro de cada placa foi inoculado 10 pL da suspensdo de A.

welwitschiae (1x10° conidios.mL™?). O delineamento foi o inteiramente casualizado
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composto por 19 tratamentos e cinco repeticdes. As placas foram vedadas e mantidas a 28
°C por oito dias. Apos esse periodo foi avaliado o crescimento micelial e esporulacdo. O
crescimento micelial foi mensurado com uma régua milimetrada e a esporulacdo foi
quantificada conforme a metodologia descrita no preparo da suspensdo (Item 2.1) e o

resultado foi expresso em conidios.mL™.
2.2.3.2 Efeito dos hidrolatos sob a patogenicidade e agressividade de A. welwitschiae

Os esporos de A. welwitschiae produzidos durante o crescimento das colonias em
meio de cultura com hidrolato (item 2.2.3.1) foram avaliados quanto a sua patogenicidade
e agressividade. Mudas de sisal produzidas a partir de bulbilhos e com 20 cm de altura
foram utilizadas para a realizagéo do ensaio experimental. O experimento foi montado em
casa de vegetagdo do Centro de Ciéncias Agrarias Ambientais e Bioldgicas da
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia. No caule de todas as mudas foram feitos
dois micro furos utilizando uma agulha hipodérmica. Em cada ferimento foi inoculado com
100 pL da suspensdo de esporos de A. welwitschiae (1x107 conidios.mL™) de cada
tratamento (item 2.2.3.1). O delineamento foi o inteiramente casualizados com cinco
repeticdes. Trinta dias depois da inoculacdo do A. welwitschiae foi avaliada a incidéncia e
severidade da doenca nas mudas. A avaliacdo da severidade ocorreu através do corte
longitudinal do caule e foi aplicada a escala de notas descrita por Barbosa (2019). Os dados
de severidade foram transformados para indice da doenca, conforme a equacdo proposta
por Mckinney (1923).

2.4 Teste in vivo
2.4.1. Controle da podriddo vermelha do sisal em casa de vegetacéo.

O experimento foi montado em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias
Ambientais e Biologicas da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, campus de Cruz
das Almas- Bahia, Brasil.

Os tratamentos foram constituidos das concentra¢fes 70 a 100% do hidrolato de L.
alba e O. basilicum (baseado nos resultados in vitro). O controle foi formado pela
inoculacdo do A. welwitschiae sem aplicacdo de hidrolatos. Tambeém foi adicionado um
controle sem inoculagdo do A. welwitschiae e aplicagcdo de hidrolatos, sendo aplicada
apenas agua destilada autoclavada.
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No caule de todas as mudas foram feitos dois micro furos utilizando uma agulha
hipodérmica. Em cada ferimento foi aplicado 100 pL dos tratamentos. Vinte e quatro horas
apos a aplicacdo (baseado em testes preliminares), os mesmos ferimentos foram inoculados
com 100 pL da suspensdo de esporos de A. welwitschiae (1x10’ conidios.mL™). O
delineamento foi blocos casualizados formado por dez tratamentos com cinco repeticoes e
a parcela experimental foi composta por oito plantas.

Trinta dias depois da inoculagdo do A. welwitschiae foi avaliada a severidade da
doenca nas mudas. A avaliacdo da severidade ocorreu conforme descrito no o item
(2.2.3.2).

2.4. Anélise de dados

Os tratamentos controles dos experimentos foram considerados como a
concentracdo 0%. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05) e
para o caso de diferenca significativa entre os tratamentos foi realizado a analise de
regressdo linear, sendo selecionado o modelo que apresentou o maior coeficiente de
determinacdo (R?). As andlises foram realizadas utilizando o pacote estatistico R v. 3.0.2
(R Core Team, 2016).

3. Resultados e discussao

A concentracdo minima inibitéria (MIC) do hidrolato de L. alba foi de 50% com
acao fungicida nas concentracdes de 70, 80 e 90% e acdo fungistatica nas concentracoes de
50 e 60%. O hidrolato de O. basilicum apresentou MIC na concentragdo de 70% e
nenhuma das concentracgdes inibitdrias (70, 80 e 90%) apresentou efeito fungicida.

A germinacéo de esporos de A. welwitschiae foi inibida significativamente (p<0,01)
pelos hidrolatos de L. alba e O. basilicum. No tratamento controle (concentracdo de 0%)
houve a germinacdo de 100% comprovando a alta viabilidade dos esporos. O hidrolato de
L. alba apresentou uma reducdo expressiva no nimero de esporos germinados a partir da
concentracdo de 60% e, inibiu 100% dos esporos na concentragdo de 80 e 90%.
Diferentemente do hidrolato de L. alba, as concentragdes do hidrolato de O. basilicum

inibiram apenas 33% dos esporos de A. welwitschiae na concentracao de 90% (Figura 1).
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Figura 1. Esporos de A. welwitschiae germinados na presenca dos hidrolatos de L. alba ()
@QO. basilicum (). #r*(p<0,01).

Os hidrolatos testados possuem acdo antifingica sobre outras espécies de
Aspergillus. O hidrolato de L. alba inibe o A. niger em concentragdes >250 pL.mL™? (Hey
et al., 2018), o hidrolato de O. basilicum reduz o crescimento micelial de A. parasiticus
(Ozcan, 2005). Os resultados obtidos confirmam que hidrolatos testados apresentaram ag&o
antimicrobiana contra o A. welwitschiae assim como os seus OEs (Capitulo 1/ Artigo 1), e
que possuem potencial para utilizacdo no controle do patdégeno da podridao vermelha do
sisal. E possivel que, 0s mesmos componentes com acg&o antimicrobiana presente nos OEs,
embora em quantidades diferentes, também estejam presentes nos hidrolatos. Smigielski et
al. (2016) compararam as composi¢Ges quimicas do OE e hidrolato de O. basilicum
constataram que ambos possuiam o metileugenol (45,8 e 33,4%, respectivamente) como
componente principal. Hey et al. (2018) também analisaram a composi¢do quimica do OE
e hidrolato de L. alba e encontraram a carvona (41,6 e 92,7%, respectivamente) como
componente principal para ambos.

O diametro das col6nias de A. welwitschiae foi reduzido significativamente
(p<0,01) pelos hidrolatos. O tratamento controle apresentou crescimento normal, atingindo
9 cm de diametro. O hidrolato de L. alba apresentou aumento do efeito inibitério com o
aumento da concentracdo, obtendo inibicdo de 100% do crescimento micelial nas
concentracdes de 80 e 90%. Nas concentra¢des de O. basilicum, embora nenhuma tenha

inibido totalmente o crescimento micelial do A. welwitschiae, obeservou-se diminuicao
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significativa com o aumento da concentracdo, obtendo inibicdo de 75% com a
concentracdo de 90% (Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados por Ozcan
(2005) na avaliacdo de diferentes hidrolatos sob o A. parasiticus. O hidrolato de O.
basilicum proporcionou inibicdo do crescimento micelial de 42%, enquanto outros
hidrolatos, como de Pimpinella anisum L. inibiu 100%.

Embora néo seja totalmente esclarecida, as hifas de A. welwitschiae tém um papel
de grande importancia na infeccdo nas plantas de sisal. Ferimentos naturais no caule
(causados pelas altas temperaturas ambientais) e os cortes das folhas para o desfibramento
séo apontados como vias de infecgdo para o A. welwitschiae (Silva et al., 2008). As hifas
do patdgeno colonizam todo o tecido caulinar, iniciando na epiderme e posteriormente
seguindo para o cilindro vascular da planta (Duarte et al., 2018). A inibicdo do crescimento
micelial de A. welwitschiae pelos hidrolatos apresenta potencial de controle preventivo
para a podriddao vermelha, pois ao aplicar no caule, sob a epiderme ou ap6s o corte das
folhas, os hidrolatos podem inibir o crescimento micelial e consequentemente evitar a

infeccdo dos tecidos caulinares da planta pelo patdgeno.
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Figura 2. Diametro das coldnias de A. welwitschiae crescidas no meio BDA com 0s
hidrolatos de L. alba (@) e O. basilicum @). **(p<0,01).

A esporulacdo do A. welwitschiae também foi afetada pelos hidrolatos. Todas as

concentracdes dos hidrolatos conseguiram reduzir significativamente (p<0,01) a producao
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de esporos em relagdo ao tratamento controle que apresentou aproximadamente 4,5 x 10°
esporos.mL*. Em geral, a concentracio de 40% para ambos os hidrolatos proporcionou a
menor producio de esporos de A. welwitschiae sendo 1,1 x 10° e 0,8 x 10° esporos.mL*
para L. alba e O. basilicum, respectivamente (Figura 3). Os hidrolatos podem proporcionar
deformaces nas estruturas reprodutivas do A. welwitschiae que pode reduzir o nimero de
esporos produzidos, assim como os OEs (Capitulo 1/ Artigo 1) ou até mesmo interferir
diretamente na formacdo dos esporos pela alteracdo da percepcdo de sinais fisiologicos
responsaveis pela reproducao (Tzotzakis e Economakis, 2007).

Os esporos (conidios) sdo a principal forma de propagacdo de fungos do género
Aspergillus. O A. welwitschiae produz uma alta quantidade de esporos com alta viabilidade
e por serem leves sdo facilmente dispersos pelo ar. Nas areas produtoras de sisal, no
Nordeste brasileiro, os esporos de A. welwitschiae tem um papel importante da
disseminacdo do patdgeno, pois devido as suas caracteristicas, eles podem ser levados
desde uma planta para outra, como entre areas produtoras. A reducdo da quantidade de
esporos produzidos também €é importante para 0 manejo da podridao vermelha do sisal,
pois 0 menor numero de esporos corresponde a menos fonte de indculo e possivelmente

reduzem as chances novas infecgdes (Agrios, 2005).
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Figura 3. Producdo de esporos por A. welwitschiae crescidas no meio BDA com o0s
hidrolatos de L. alba @) e O. basilicum@). **(p<0,01).

O teste de patogenicidade e agressividade realizada com os esporos produzidos em
meio de cultura com hidrolato revelou que a patogenicidade dos esporos nao foi afetada,
pois todas as mudas inoculadas com o0s esporos apresentaram sintomas da podridao
vermelha do sisal (Figura 4 e 5). As mudas inoculadas com os esporos do tratamento
controle (0%) (Figura 3) apresentaram caules totalmente apodrecidos com tombamento e
morte das plantas (Figura 4 e 5). Nas mudas que receberam os esporos produzidos nas
diferentes concentraces de ambos hidrolatos (Figura 3), em geral, os sintomas foram
iniciais, houveram algumas mortes apenas nas concentragdes mais baixas e os caules

apresentaram a pigmentacdo vermelha caracteristica da doenca (Figura 4 e 5).
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Figura 4. Patogenicidade de A. welwitschiae crescido em meio de cultura BDA com

diferentes concentracdes de hidrolato de L. alba.
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Figura 5. Patogenicidade de A. welwitschiae crescido em
diferentes concentracdes de hidrolato de O. basilicum.

meio de cultura BDA com
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Ao contrario da patogenicidade, a severidade do A. welwitschiae foi afetada
significativamente (p<0,01) pelas concentracGes dos hidrolatos. O indice da doenca nas
mudas do tratamento controle (0%) foi de 100%, confirmando o maior grau de severidade
da doenca que € a morte das plantas (Figura 4 e 5). Independente do hidrolato, as
concentragdes testadas obtiveram resultado semelhante na diminuicdo da agressividade dos
esporos, obtendo inibicdo acima de 84% a partir da concentracdo de 20% (Figura 6).
Dentre as concentracdes, a 10% foi a que apresentou o maior indice da doenca, sendo 30 e

50% para os hidrolatos de L. alba e O. basilicum, respectivamente.
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Figura 6. Indice da podridido vermelha do sisal em mudas inoculadas com esporos
produzidos em meio BDA com hidrolato de L. alba @) e O. basilicum@).**(p<0,01).

A reducdo da agressividade dos esporos que foram produzidos em placas de Petri
com meio de cultura com hidrolato, sugere que houve uma perda de caracteristicas
importante para o A. welwitschiae. I1sso pode ter sido gerado pela condicdo de estresse do
fungo devido ao meio de cultivo com hidrolato ou/e os compostos volateis dos hidrolatos
presente na placa podem ter afetado diretamente esporos. E possivel que tenha ocorrido
inibicdo ou diminuicdo da velocidade de producdo de alguma enzima hidrolitica

responsavel pela colonizagdo do tecido caulinar da planta. Para OEs e hidrolatos essas
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questBes ainda ndo foram investigadas, entretanto, por serem metabolitos secundarios das
plantas e de baixo peso molecular igual as fitoalexinas é possivel que o efeito possa ser
semelhante sob o fungo fitopatogénico. As fitoalexinas nos fungos podem causar
desorganizacdo dos conteudos celulares e inibicdo de enzimas (Schwan-Estrada et al.,
2005).

As mudas tratadas com os hidrolatos de L. alba e O. basilicum e inoculadas com A.
welwitschiae apresentaram reducdo significativa (p<0,01) no indice da podriddo vermelha
(Figura 7 e 8). As mudas que ndo foram tratadas com os hidrolatos apresentaram indice da
doenca de 100%, ou seja, apresentam caules totalmente apodrecidos e morreram durante o
periodo de avaliacdo (Figura 7 e 8). Entretanto, nas mudas que foram tratadas, o indice foi
reduzido em aproximadamente 94% nas concentracdes acima de 70%, resultando em
mudas apenas com sintomas iniciais da podridao vermelha como lesdes iniciais no tecido
do caule préximo ao tecido basal da folha, com cor avermelhado e sem morte durante o
periodo de avaliacdo (Figura 7 e 8). Provavelmente, os hidrolatos de L. alba e O. basilicum
aplicados de maneira preventiva estimularam a producdo de fitoalexinas nas mudas de
sisal. Embora sejam inexistentes informacdes sobre a inducédo de fitoalexinas em plantas de
sisal e o potencial indutor dos hidrolatos de L. alba e O. basilicum, consideravel inducéo
de fitoalexinas, por hidrolatos de outras plantas ja foram demonstrados como, o hidrolato
de Baccharis trimera que aplicado na concentracdo de 50% induziu a producdo de
fitoalexina em plantas de sorgo (Moura et al., 2014). Franzener et al. (2007) também
constataram a inducédo significativa da producdo de fitoalexina em plantas de sorgo por
hidrolatos de Helietta apiculata, Conyza canadensis, Cymbopogon nardus em
concentracdes de 25%. Em outro estudo, plantas de Phaseolus vulgaris foram tratadas com
tintura de L. alba na concentragdo de 20% e apresentaram menores valores do progresso da
doenca (AACPD) do crestamento bacteriano comum, causado pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli. Esse resultado foi atribuido aos maiores teores de
polifenoloxidase, peroxidase e proteinas sollveis totais em comparagdo com as plantas ndo
tratadas, evidenciando uma possivel indugio de resisténcia (Vigo et al., 2009). E possivel
também que os resultados de controle da podriddo vermelha do sisal pelos hidrolatos
testados, também possam estar relacionados com o efeito dos hidrolatos diretamente ao A.
welwitschiae, pois mesmo com intervalo de 24h entre o tratamento e a inoculacao do

patdgeno, a superficie tratada pode possui compostos capazes de inibir ou reduzir a
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quantidade de esporos germinados e também diminuir o crescimento micelial como foi
verificado nos experimentos in vitro.

Embora esse seja o primeiro relato de controle de doenca de plantas por hidrolatos
em mudas, outros autores também tém reportado o efeito de hidrolatos no controle de
fungos fitopatogénicos, principalmente em frutos. Belabbes et al. (2017) relataram efeito
protetor (100%) contra a podriddo causada por Penicillium expansum em peras que foram
tratadas com hidrolato de Calendula arvensis. Tabet Zatla et al. (2017) reduziram em 70%
a infeccdo de frutos de morango por Botrytis cinerea com a utilizacdo de hidrolato (0,1
mL.L™?) de Daucus carota subsp. sativus como tratamento preventivo. O hidrolato de
Thymus capitatus (0,2 pg.mL™) foi aplicado preventivamente em frutos de Citrus sinensis
e inibiu 100% o crescimento de micelial P. italicum (Tabti et al., 2014). Frutos de maca
foram preventivamente tratados com hidrolato de Marrubium vulgare na concentracdo de
0,15 mL.L? e conseguiram reduzir em 85% a podriddo causada por P. expansum (Zatla et
al., 2019).
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Figura 7. Mudas de sisal tratadas com hidrolatos de L. alba (LA) e O. basilicum (M) e

inoculadas com A. welwitschiae.
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Figura 8. indice da podriddo vermelha do sisal em mudas tratadas com hidrolatos de L.

alba (#) e O. basilicum () e inoculadas com A. welwitschiae. **(p<0,01).

Os resultados evidenciados neste estudo demonstram que os hidrolatos de L. alba e
O. basilicum podem ser utilizados como um produto preventivo no controle da podridao
vermelha do sisal. Outro ponto que reforca a utilizacdo dos hidrolatos no controle é que
além de se obter uma quantidade 100 vezes maior em comparac¢do com os OEs (obtida no
processo de hidrodestilacdo), os hidrolatos testados inibiram A. welwitschiae em
concentragfes médias de 50% e controlaram a podriddo vermelha em concentracdes 70%,
comprovando a viabilidade da utilizagdo. Além disso, as espécies medicinais estudadas sao
de facil acesso aos agricultores, pois a L. alba é uma espécie que cresce espontaneamente
em regides semiaridas permitindo que seja manejada juntamente com a cultura do sisal,
enguanto que o O. basilicum é uma espécie condimentar de facil cultivo.

Trabalhos futuros precisam ser conduzidos para testar o efeito dos hidrolatos sob

em condicOes de campo com mudas e plantas adultas, bem como a avaliagdo de estratégias
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para aplicacdo dos hidrolatos, como o tratamento através da pulverizacdo ou imersdo nos

hidrolatos no caso das mudas.
4. Concluséao

Os hidrolatos de L. alba e O. basilicum possuem efeito sobre o A. welwitschiae e
aplicados preventivamente, controlam a podriddo vermelha em mudas de sisal a partir da

concentragéo de 70%.
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USO DE HIDROLATO DE Lippia alba (Mill.) N. E. Brown COMO NOVA
TECNOLOGIA NA PRODUCAO DE MUDAS DE SISAL (Agave sisalana Perrine)
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Uso de hidrolato de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown como nova tecnologia na producgéo
de mudas de sisal (Agave sisalana Perrine)

Renata de Lima?, Leonardo de Oliveira Barbosa!, Franceli da Silval?
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Resumo: A propagacdo do sisal ocorre na sua grande maioria de forma vegetativa, seja
através de bulbilhos ou rebentos. A utilizacdo de mudas de sisal com boa qualidade
fitossanitaria e nutricional é um fator importante para se obtenha alta produtividade. Este
trabalho objetivou avaliar o efeito do hidrolato de L. alba na producéo e sanidade de mudas
de sisal. Cento e vinte bulbilhos de sisal permaneceram imersos no hidrolato de L. alba nos
tempos de 6, 12, 24 e 48h. A testemunha foi composta por 30 bulbilhos sem hidrolato (Oh).
Na sequéncia, os bulbilhos foram plantados e permaneceram em casa de vegetacao por 240
dias. Apods esse periodo, 15 mudas de cada tratamento foram utilizadas para avaliagdo de
varidveis agronémicas e as outras 15 foram avaliadas com relacdo a resisténcia a podriddo
vermelha. As mudas de sisal tratadas com hidrolato de L. alba apresentaram maior altura
(25-30 cm) em relagdo com as mudas sem hidrolato (Oh) que obtiveram apenas 20 cm. O
hidrolato também proporcionou mudas com caules entre 2,8-2,9 mm, enquanto as mudas
do controle ndo ultrapassaram 2,58 mm. As mudas imersas por 48h se destacaram-se por
apresentarem em média 12 folhas por planta e comprimento e largura de 25 e 4,3 cm,
respectivamente. O volume de raiz foi maior nas mudas tratadas variando entre 19-21 mL.
A massa fresca e seca (g) das mudas produzidas foi maior quando os bulbilhos
permaneceram embebidos no hidrolato, principalmente, em intervalos de tempo superior a
25h. O indice da doenca (%) da podridao vermelha foi de 100 % nas mudas controle (Oh),
resultando na morte de todas as plantas. A reducdo do indice da doenga mostrou-se
diretamente relacionada com o tempo de imerséo no hidrolato, com reducéo significativa
em aproximadamente 70% no intervalo de 48h. O hidrolato de L. alba proporcionou
aumento no crescimento de mudas de sisal e maior resisténcia ao ataque de A.

welwitschiae.

Palavra-chave: Erva-cidreira, promocao de crescimento, inducdo de resisténcia, podridao
vermelha do sisal.
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Use of hydrolate Lippia alba (Mill.) N. E. Brown as a new technology in the production
of sisal seedlings (Agave sisalana Perrine)

Renata de Lima?, Leonardo de Oliveira Barbosa!, Franceli da Silval?

1Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, CCAAB, 44380-000 Cruz das Almas, BA.

2Corresponding author: franceli.silva@gmail.com

Abstract: The propagation of sisal occurs mostly in a vegetative form, either through
bulbils or shoots. The use of sisal seedlings with good phytosanitary and nutritional quality
IS an important factor to obtain high productivity. This work aimed to evaluate the effect of
L. alba hydrolate on the production and sanity of seedlings of sisal. One hundred and
twenty sisal bulbilli remained immersed in the hydrolate of L. alba at 6, 12, 24 and 48
hours. The control was composed of 30 bulbilli without hydrolate (0Oh). Then, the bulbils
were planted and remained in a greenhouse for 240 days. After this period, 15 seedlings
from each treatment were used to evaluate agronomic variables and the other 15 were
evaluated for resistance to red rot. The sisal seedlings treated with L. alba hydrolate
showed a higher height (25-30 cm) in relation to the seedlings without hydrolate (0Oh) that
obtained only 20 cm. The hydrolate also provided seedlings with stems between 2.8-2.9
mm, while the seedlings of the control did not exceed 2.58 mm. Seedlings immersed for 48
hours stood out for presenting an average of 12 leaves per plant and length and width of 25
and 4.3 cm, respectively. The root volume was higher in the treated seedlings, varying
between 19-21 mL. The fresh and dry mass (g) of the seedlings produced was greater when
the bulbilli remained embedded in the hydrolate, mainly, in intervals of time greater than
25h. The disease index (%) of red rot was 100% in the control seedlings (Oh), resulting in
the death of all plants. The reduction in the disease rate was directly related to the time of
immersion in the hydrolate, with a significant reduction of approximately 70% in the
interval of 48 hours. The hydrolate of L. alba provided an increase in the growth of sisal

seedlings and greater resistance to the attack of A. welwitschiae.

Keyword: Lemon balm, growth promotion, resistance induction, sisal bole rot disease.
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Introducéo

O sisal (Agave sisalana Perrine) é uma especie suculenta caracterizada
principalmente pelas fibras duras vegetais de suas folhas. A planta também vem sendo
investigada e apresentando potencial como matéria-prima para producdo de etanol (Yan et
al., 2020). O cultivo do sisal ocorre na sua maioria em regides aridas e semiaridas de paises
como Brasil, México, China, Tanzania e Quénia (Yang et al., 2015; FAOSTAT, 2020).
Nessas regides, a cadeia produtiva do sisal emprega e gera renda para milhares de familias
e, em alguns casos € a Unica fonte de renda.

Em 2018, o Brasil se destacou no cenario internacional como o pais com maior area
plantada, com 91306 hectares e o maior produtor de fibra de sisal, com 80 mil toneladas,
correspondendo a 40% de toda a fibra de sisal produzida no mundo (FAOSTAT, 2020). No
Brasil, o cultivo do sisal se concentra no semiarido de Estados como Paraiba, Ceard, Rio
Grande do Norte e Bahia, sendo esse ltimo o maior produtor nacional, com 95,3% de toda
a producdo (IBGE, 2017). Apesar do Brasil se destacar entre os paises produtores de sisal,
o cultivo ocorre na sua grande maioria sem um manejo adequado, como espacamento,
adubacdo e o uso de mudas de boa qualidade sanitaria e nutricional.

A propagacdo do sisal € predominantemente assexuada, seja por bulbilhos ou
rebentos (Moreira et al., 1999). Os bulbilhos sdo originados de gemas que se encontram
logo abaixo da linha de insercdo das flores no escapo floral e em geral apresentam 6 e 10
cm de altura e apresentam 6 a 8 folhas e pequenas raizes adventicias (Silva et al., 2008). Os
rebentos séo gerados nos rizomas e sdo a forma mais utilizada pelos produtores no Brasil
(Silva et al., 2008). As recomendacGes técnicas para os produtores é a utilizacdo de
rebentos com 40-50 cm altura e com 12-15 folhas (Silva et al., 2008). Para a producéo de
mudas a partir de bulbilhos é recomendada a permanéncia dos bulbilhos em viveiro por um
ano antes do transplantio para o campo (Medina, 1963). Em contrapartida, as mudas de
rebento estdo disponiveis para o plantio, sendo necessario apenas a retirada da planta mae,
entretanto, evidencias tém sugerido que esse tipo de muda é uma importante fonte de
disseminacédo da podriddo vermelha do sisal, causada pelo fungo Aspergillus welwitschiae
(Abreu, 2010). Além de se evitar a disseminacéo da principal doenca da cultura do sisal, as
plantas oriundas de mudas de bulbilho se destacam em relagcdo as mudas de rebentos por
apresentarem folhas com maior producéo de biomassa, o0 que resulta em maior producgéo de
fibra (Medina, 1963).
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Neste contexto, existe a necessidade do desenvolvimento de tecnologias para a
producdo de mudas de sisal a partir de bulbilhos de forma que possa diminuir o tempo de
producdo além de garantir mudas com boa qualidade fitossanitaria e nutricional. Na
literatura existe caréncia de informacdo sobre a producdo de mudas de sisal, além disso,
muitos trabalhos sdo datados entre 1951-1963 (Medina, 1963; Souza et al., 2016).

A extracdo de Oleos essenciais das plantas arométicas por hidrodestilacdo permite a
obtencdo de um subproduto conhecido como hidrolato, hidrossol, &gua aromatica ou agua
floral. S&o constituidos pela agua de condensacdo do processo de destilagdo e por
componentes polares, oxigenados, aromaticos, hidrofilicos e volateis que formam ligagdes
de hidrogénio com a &gua (D’Amato et al., 2018). Estudos demonstraram que alguns
hidrolatos podem induzir a producdo de fitoalexina que atuam na defesa da planta contra
patogenos (Franzener et al., 2007; Vigo et al., 2009; Moura et al., 2014). Constatou-se que
0 uso de hidrolato de Lavandula angustifolia Mill. aumentou a atividade antioxidante e
promoveu o crescimento de plantas de Nicotiana benthamiana, principalmente quando
aplicado no estagio inicial do crescimento (Seong et al., 2019). O hidrolato de Ipomea
Carnea aplicado na cultura do milho resultou em plantas maiores (Suradkar et al., 2016).

O hidrolato de Lippia alba, espécie que cresce espontaneamente em regides
semidaridas, apresenta acdo antifungica sobre fungo A. welwitschiae em experiéncias in
vitro e in vivo (Capitulo 2/Artigo 2). A utilizacdo do hidrolato de L. alba no tratamento de
bulbilhos para a producdo de mudas de sisal ainda ndo foi investigada. O uso do hidrolato
pode ser uma estratégia viavel na produgdo de mudas de sisal, pois o hidrolato pode atuar
na ativacdo de mecanismos de defesas da planta e na promocéo de crescimento, reduzindo
o tempo de producdo de mudas. O objetivo desse trabalho ¢é avaliar o efeito do hidrolato de

L. alba no crescimento e sanidade de mudas de sisal.

Material e Métodos

Obtencédo do hidrolato de L. alba e bulbilhos de sisal
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Folhas e caules secos de L. alba (HURB 8794) foram utilizados para extragéo de
o6leo essencial por hidrodestilacdo em aparato do tipo Clevenger. O hidrolato, subproduto
desse processo, foi coletado e armazenado em frasco ambar sob-refrigeracdo até a sua
utilizacao.

Os bulbilhos foram obtidos de plantas de sisal adultas em &reas produtoras no
municipio de Conceicdo do Coité-BA. Em laboratorio, os bulbilhos foram selecionados no

tamanho de 10-12 cm de altura e com 4-6 folhas.

Implantacé@o do experimento em casa de vegetagao

Cento e vinte bulbilhos foram organizados em uma bandeja de plastico retangular
com capacidade para 3L. Em seguida, foi adicionado sobre os bulbilhos 1,5L de hidrolato
de L. alba. Os tratamentos consistiram nos intervalos de tempo que os bulbilhos
permaneceram imersos no hidrolato, sendo 6, 12, 24 e 48h. A testemunha foi composta por
bulbilhos que ndo foram imersos no hidrolato (Oh). Cada tratamento foi composto por 30
repeticdes (bulbilhos).

Em cada intervalo, 30 bulbilhos foram retirados e plantados em sacos plasticos para
mudas com capacidade para 3L, contendo uma mistura de solo e substrato comercial para
producdo de mudas na propor¢do 1:1. O experimento foi montado em casa de vegetacdo do
Centro de Ciéncias Agréarias Ambientais e Biologicas da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia, campus de Cruz das Almas- Bahia, Brasil. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado.

Duzentos e quarenta dias apds o plantio dos bulbilhos (8 meses) foi realizado a
avaliacdo das mudas de sisal. Quinze mudas foram utilizadas para avaliar as varidveis
agrondmicas como, altura (cm), didmetro do caule (mm), nimero de folhas, comprimento e
largura da folha (cm), comprimento (cm) e volume (mL) de raiz, massa fresca e seca da
parte aérea e raiz (g), clorofilaae b.

Quinze mudas de cada tratamento (0, 6, 12, 24 e 48h) foram avaliadas com relacao
a resisténcia a podriddo vermelha do sisal. No caule de todas as mudas foram feitos dois
micro furos utilizando uma agulha hipodérmica. Em cada ferimento foi aplicado 100 pL de
uma suspensdo de esporos de Aspergillus welwitschiae (1x10” conidios mL™). O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Trinta dias depois da inoculagédo
do A. welwitschiae foi avaliada a severidade da doenca nas mudas. A avaliacdo da

severidade ocorreu através do corte longitudinal do caule e foi aplicada a escala de notas
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descrita por Barbosa (2019) composta por seis classes (0-5). Os dados de severidade foram
transformados para indice da doenca (%), conforme a equacdo proposta por Mckinney
(1923).

Analise de dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05) e para o
caso de diferenca significativa entre os tratamentos foi realizado a anélise de regressdo
linear. As analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico R v. 3.0.2 (R Core
Team, 2016).

Resultados e discussao

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis de clorofila
A (média 55,2) e B (média 57,7) e comprimento das folhas (média 34,4 cm) pelo teste F da
analise de variancia (p<0,05). Os bulbilhos imersos no hidrolato de L. alba resultaram em
mudas de sisal com altura variando entre 25-30 cm, enquanto as mudas sem hidrolato
apresentaram 20 cm (0 horas), com ponto maximo estimado de aproximadamente 39 h.
(Figura 1). O diametro (mm) do caule das mudas néo tratadas (2,58 mm) foi inferior ao das
mudas que receberam o hidrolato (2,8-2,9 mm). O aumento no didmetro dos caules esteve
diretamente relacionado com o tempo dos bulbilhos no hidrolato, teve inicialmente um
aumento logaritmico nos tempos de 6 a 24h e diminuindo posteriormente no intervalo de
48h. O ponto maximo estimado foi de 30 h (Figura 1). Os resultados encontrados nesse
estudo estdo superiores ao reportados por Souza et al. (2016) na avaliacdo de compostos
organicos minerais na producdo de mudas de sisal a partir de bulbilhos. As mudas de sisal
produzidas no composto C5 (30% esterco + 30% farinha de rocha + 40% residuo de sisal)
apresentaram altura e didametro de 10,45 cm e 2,29 mm, respectivamente.

Embora a equagdo logaritmica de 2° grau ajustou melhor os dados, com R2
variando entre 84-89%. O namero, comprimento (cm) e largura (cm) das folhas das mudas
de sisal foram maiores quando o intervalo de imerséo no hidrolato foi de 48h, apresentando
em média 12 folhas por planta e obtiveram comprimento e largura de 24,82 e 4,3 cm,
respectivamente. Os pontos maximos estimados para essas trés variaveis foram de 40, 39 e
32, respectivamente (Figura 1). O volume de raiz (mL) das mudas tratadas com hidrolato

foi significativamente (p<0,01) maior ao das mudas controle (17,33 mL). As mudas
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tratadas apresentaram volume de raiz semelhante, variando entre 19-21 mL, com ponto

maximo estimado de aproximadamente 29 h (Figura 1).
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Figura 1. Altura (cm), didmetro (mm), namero de folha, comprimento e largura de folha

(cm) e volume de raiz (mL) de mudas de sisal (A. sisalana Perrine) com 240 dias
produzidas com hidrolato de L. alba em diferentes intervalos de imerséo.

A massa fresca e seca (g) das mudas produzidas foi significativamente (p<0,01)

maior quando os bulbilhos permaneceram imersos no hidrolato, principalmente, em
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intervalos de tempo superiores as 25h. Nas mudas imersas em hidrolatos por48h a
quantidade de massa na parte aérea nas mudas foi maior, sendo aproximadamente 123 g e
9 g de massa fresca e seca, respectivamente (Figura 2 e 3). Além de proporcionar maior
crescimento na parte area, o tratamento de 48h também resultou em maior quantidade de
massa seca da raiz com 3,289 (Figura 2 e 3). Os valores de biomassa seca (parte area +
raiz) das mudas produzidas com hidrolato sdo semelhantes aos obtidos por Souza et al.

(2016), as mudas de sisal produzidas no composto C5 obtiveram biomassa seca de 9,96 g.

..
8

—

=

6 A O > e ~~
< 120 s —e g9 0
¢ * S
o 8 g
%100 o E 7 | s
B e y = 81,022 +2,5715x -0,0356x2 2 & y=6,6188+0,1365x -0,0019x*
& 80 ;‘ R?= 0,8913** B 6 R2= 0,9208**
& % s
3 60 .
A PM=36,12 § 4 PM=35,92
E 40 ©w 3
= 3 2
9 20 g
§ 1
0 0
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
25 3,5
—e
o . s 3 * B
© 20 s & —743 ——_ R
g T ’ *  y=2,5113+0,0164x
15 y= 17,435 + 0,278x -0,0054x2 R2= 0,7528%*
3 R?=0,5763** < 2
1]
Lé:ilo r%l,S
< 3
4 PM=25,74 I
$s :
0,5

(=]
(=]
)
—
(]
—
-]
N
H
w
<
w
=)
S
H
o0

(=]
(=]
(=)

12 18 24 30 36 42 48

Tempo (Horas)
**(p<0,01) PM= ponto maximo
Figura 2. Massa fresca e seca da parte aérea e raiz (g) de mudas de sisal (A. sisalana

Perrine) com 240 dias produzidas com hidrolato de L. alba em diferentes intervalos de
imersao.
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Figura 3. Mudas de sisal (A. sisalana Perrine) com 240 dias produzidas com hidrolato de

L. alba em diferentes intervalos de imerséo.

Apesar das plantas oriundas de mudas de bulbilho se destacarem em relacdo as
mudas de rebentos por apresentarem folhas com maior producdo de biomassa e producao
de fibra (Medina, 1963). Os agricultores optam pelas mudas de rebento pelo o facil acesso
as mudas e por estarem disponiveis para a realizacdo do plantio ou replantio. Estudos
epidemioldgicos indicam que o uso de mudas de rebento é uma das principais causas de
disseminacdo da podriddo vermelha do sisal, uma vez que 70% dessas mudas ja
apresentam sintomas da doenga (Abreu, 2010). Uma das principais dificuldades na
utilizacdo de mudas de bulbilhos é o tempo para que a muda alcance a altura de 40-50 cm
(conforme recomendac0es técnica), que geralmente leva um ano (Medina, 1963; Silva et
al., 2008). Nesse contexto, os resultados obtidos nesse estudo demonstram que o hidrolato
de L. alba pode contribuir para redugdo desse prazo com a promogdo de crescimento das
mudas. Vale destacar que essa tecnologia ainda precisa ser ajustada, pois 0s resultados
apresentados foram de mudas de bulbilhos que receberam o hidrolato uma vez na fase do
plantio. Possivelmente com mais aplicacbes em intervalos quinzenais ou mensais 0s

resultados sejam ainda expressivos.
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A utilizacdo de hidrolatos na promocgdo de crescimento de plantas tem sido
investigado recentemente, entretanto os estudos tém demonstrado que a aplicacdo desse
subproduto da hidrodestilacdo apresenta potencial para uso na agricultura (Suradkar et al.,
2016; Seong et al., 2019). Em nosso estudo, independente do tempo de imersdo, todos 0s
intervalos obtiveram maiores médias para todas as varidveis analisadas em comparacdo
com o controle (Oh). Resultado semelhante foi encontrado por Suradkar et al. (2016) que
testaram o hidrolato de Ipomea Carnea na cultura do milho e constataram que 5 mL do
hidrolato proporcionou plantas com 48 cm de altura, enquanto as plantas controlem
apresentaram apenas 40 cm sob as mesmas condigBes. Seong et al. (2019) também
reportaram que o hidrolato de L. angustifolia contribuiu para aumento na altura (14,43 cm),
comprimento (11,37 cm) e largura (11,07 cm) das folhas de plantas de N. benthamiana,
principalmente quando aplicado no estagio inicial de crescimento. De acordo com 0s
autores, essa promocao de crescimento foi causada pelo aumento da atividade antioxidante
das plantas tratadas com o hidrolato.

O indice da doenca (%) da podriddo vermelha foi de 100 % nas mudas controle
(Oh), resultando na morte de todas as mudas, com apodrecimento dos seus caules (Figura
4). A diminuicdo do indice da doenca esteve diretamente relacionada com o tempo de
imersdo no hidrolato, com reducéo significativa (p<0,01) em aproximadamente 70% no
intervalo de 48h (Figura 4). O fato das mudas tratadas com o hidrolato ndo morrerem
durante o periodo de 30 dias e apresentarem, na sua maioria, apenas sintomas iniciais da
podriddo vermelha sugerem um aumento na resisténcia ao A. welwitschiae, (Figura 4).
Possivelmente as plantas tratadas ativaram mais rapidamente seus mecanismos de defesa
contra o patdégeno do que as plantas do controle. Barbosa (2019) reportou que a
lignificacdo celular e a producdo de compostos fenolicos sdo dois mecanismos de defesa
do sisal. A via fenilpropanoide é responsavel pela biossintese desses dois mecanismos de
defesa da planta (Schwan-Estrada et al., 2008). E provavel que o hidrolato de L. alba tenha
contribuido de alguma forma para a ativacdo dessa via metabolica. Efeito semelhante foi
causado pelo hidrolato de L. angustifélia em N. benthamiana resultando numa maior
expressdo do gene para fenilalanina aménia liase (PAL), enzima mais importante no

primeiro passo da via de sintese de fenilpropandide (Seong et al., 2019).
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O menor indice da doenca nas mudas tratadas evidéncia que mesmo sem nenhum
tratamento direto sobre o A. welwitschiae, as plantas foram capazes de reduzir
significativamente a agressividade do patégeno. Baseado nos resultados, provavelmente, as
mudas produzidas com o hidrolato estariam menos susceptiveis ao ataque do A.
welwitschiae ao serem transplantadas para o campo. Com base em estudos preliminares
(Capitulo 2/Artigo 2) outra forma de aumentar a qualidade sanitaria dessas mudas seria,
antes de serem levadas para campo, a realizacdo de uma aplicacao do hidrolato de L. alba
como um controle preventivo.

A utilizacdo de hidrolato de L. alba na produgdo de mudas de sisal é uma estratégia
totalmente viavel, pois além de se obter uma grande quantidade de hidrolato no processo
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de extracdo do dleo essencial na hidrodestilacéo, existe a facilidade da obtencdo da prépria
planta. A L. alba é uma planta de facil propagacdo vegetativa e que cresce
espontaneamente em regides semiaridas, permitindo que seja manejada nas entre linhas da

cultura do sisal.
Concluséao

O hidrolato de L. alba promove o crescimento de mudas de sisal e contribui para

maior resisténcia das plantas ao A. welwitschiae.

Referéncias bibliogréaficas

ABREU, K. C. L. DE M. Epidemiologia da podriddo vermelha do sisal no Estado da
Bahia. 2010. Tese (Doutorado em Ciéncias Agrarias) — Universidade Federal do

Recdncavo da Bahia, Cruz das Almas, Bahia, Brasil, 2010.

BARBOSA, L. DE O. Podriddo vermelha do sisal: Controle com Trichoderma spp., escala
de notas e estudos histopatolédgicos. Tese (Doutorado em Ciéncias Agrarias) —

Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas, Bahia, Brasil, 2019.

D’AMATO, S. et al. Hydrosols: Biological activity and potential as antimicrobials for food
applications. Food Control, v.86, p.126-137, 2018.

FAOSTAT. (2020). Food and agriculture organization of the United Nations: statistics

division. Retrieved Marco 28, 2020, from: http://faostat.fao.org/

FRANZENER, G.S. M.F. Atividades antibacteriana, antifingica e indutora de fitoalexinas

de hidrolatos de plantas medicinais. Semina: Ciéncias Agrarias, v.28, n. 1, p 29-38,2007.

IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Levantamento Sistematico da

Producéo Agricola, janeiro de 2017.

MCKINNEY, H.H. A new system of grading plant diseases. Journal of Agricultural
Research, v. 26, p. 195-218,1923.

MEDINA, J.C. Multiplicacdo do sisal (Agave sisalana Perrine) por bulbilhos e rebentdes e

métodos de preparo e plantio das mudas. Bragantia, v. 22, n. unico, p. 559-574, 1963.


http://faostat.fao.org/

91

MOREIRA, J. A. N.; BELTRAO, N. E. de M.; SILVA, O. R. R. F. da. Botanica e
morfologia do sisal. In: SILVA, O. R. R. F. da; BELTRAO, N. E. de M. O Agronegdcio
do sisal no Brasil. Brasilia, D. F.: Embrapa — SPI; Campina Grande: Embrapa — CNPA,
1999.

MOURA, G. S. et al. Atividade antimicrobiana e indutora de fitoalexinas do hidrolato de
carqueja [Baccharis trimera (Less.) DC.]. Revista Brasileira de Plantas Medicinais,
v.16, n.2, p. 309-315, 2014.

R CORE TEAM (2016) R: a language and environment for statistical computing. R

foundation for statistical computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/.

SCHWAN-ESTRADA, K. R. F; STANGARLIN, J. R; PASCHOLATI, S. F. Mecanismos
bioguimicos de defesa vegetal. In: PASCHOLATI, S.F; LEITE, B; STANGARLIN, J.R;
CIA, P. (Ed.). Interagdo Planta Patogeno — fisiologia, Bioquimica e Biologia Molecular.
Piracicaba: FEALQ, v. 13, 2008.

SEONG, E.S. et al. Effect of lavender hydrosol on antioxidant activity and growth

in Nicotiana benthamiana. Brazilian Journal of Botany, v.42, p. 23-28, 2019.

SILVA, O. R. R. F. et al. Cultivo do Sisal no Nordeste Brasileiro. Circular Técnica n.
123, Embrapa, Campina Grande, PB, julho, 2008.

SOUSA, C.S. et al. Potencial agricola de um composto organomineral a base de residuo de
sisal, esterco e farinha de rocha para producéo de mudas de sisal. Scientia Plena, v.12, n.
2, 2016.

SURADKAR, V. B. et al. Effect of Hydrosol of Ipomea carnea Leaves, Flowers and
Lantana Camera Leaves on the growth of wheat, maize and cotton plant. International

Journal of Pharmaceutical Sciences and Research, v.7, n.8, p.3477- 3479, 2016.

VIGO, S.C. et al. Acdo de tinturas e 0leos essenciais de plantas medicinais sobre o
crestamento bacteriano comum do feijoeiro e na producdo de proteinas de indugéo de

resisténcia. Summa Phytopathologica, v.35, n.4, p.293-304, 2009.

YAN, X. et al. Agave: A promising feedstock for biofuels in the water-energy-food-
environment (WEFE) nexus. Journal of Cleaner Production, v.261, 2020.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0959652620313305#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09596526

YANG, X. et al. A roadmap for research on crassulacean acid metabolism (CAM) to
enhance sustainable food and bioenergy production in a hotter, drier world. New
Phytologist, v. 207,n. 3, p. 491-504, 2015.

92



