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Resumo
A pinta preta, cujo agente causal é Alternaria solani, atinge inúmeras culturas em todo o Brasil, causando prejuízos significativos na cultura do tomateiro, afetando diretamente a produtividade. O método de controle mais empregado é a utilização de fungicidas, porém alguns produtos apresentam problemas de fitotoxidez em maiores doses ou quando aplicados com frequência. Uma alternativa ao uso frequente de agrotóxico é a utilização de óleos essenciais, que podem induzir resistência nas plantas, não causando danos ao meio ambiente e ao homem. Diante do exposto, este trabalho foi realizado objetivando avaliar a atividade antifúngica in vitro do óleo essencial de bergamota sobre Alternaria solani, a partir das concentrações de 500, 1000, 1500, 2000 e 2500 µL L⁻¹, com cinco repetições. Discos miceliais do isolado foram adicionados em meio suco V8-ágar solidificado em placas de Petri, as quais foram vedadas e mantidas em câmara BOD a temperatura de 25 °C e escuro. Foram avaliados os parâmetros crescimento micelial e esporulação. As avaliações do crescimento micelial iniciaram-se após 24 h a implantação do experimento, por meio da medição diária de dois eixos perpendiculares entre si, com auxílio de paquímetro, sendo finalizada quando um tratamento atingiu total superfície da placa de Petri. A esporulação foi contabilizada em número de esporos por mL através de câmara de Neubauer. O aumento das doses do óleo essencial diminuição a atividade antifúngica, reduzindo o crescimento micelial e a esporulação de A. solani.

Palavras Chave: Controle alternativo, tomate, pinta preta.
Introdução
O tomate (Solanum lycopersicum) se destaca como a segunda hortaliça mais cultivada no mundo, perdendo apenas para a cultura da batata (Santos et al., 2011). É amplamente cultivada em regiões tropicais e subtropicais no mundo inteiro. Além do seu valor econômico, alimentar e medicinal, o cultivo do tomateiro também tem grande importância social, na geração de empregos diretos e indiretos, pois demanda grande quantidade de mão-de-obra, desde o seu cultivo até sua comercialização final (Dill, 2009).

O tomateiro é uma das espécies cultivadas mais sujeitas à ocorrência de doenças. As doenças fúngicas são aquelas mais comumente encontradas, sendo a atividade agrícola que mais utiliza fungicida (Filgueira, 2003). A pinta-preta do tomateiro (Alternaria solani) é uma das doenças foliares mais frequentes, ocorrendo em praticamente todas as regiões onde se cultiva o tomateiro (Filgueira, 2008). 

Estudos têm comprovado que os métodos clássicos de controle de patógenos acabam sendo prejudiciais, uma vez que os fungicidas sintéticos são mais persistentes no ambiente e menos seletivos, provocando alterações na biodiversidade do local. Assim, essa problemática vem reforçando a necessidade de pesquisas em busca de métodos alternativos para o controle de fitopatógenos (Camargo, 2007).

As substâncias naturais obtidas de extratos vegetais e óleos essenciais, além de ter como vantagem o fato de não oferecer riscos à saúde humana e não promover a contaminação ambiental, são promissoras no controle de doenças em várias culturas e uma alternativa ao uso de agrotóxicos (Lucas, 2012).

Pesquisas desenvolvidas com extrato bruto ou óleo essencial obtidos de plantas medicinais têm indicado o potencial das mesmas no controle de fitopatógenos, tanto por sua ação fungitóxica direta quanto pela indução de resistência, indicando a presença de compostos com características de eliciadores (Stangarlin et al., 1999).
A bergamota, pertencente ao gênero Citrus, tem como principal destino o consumo in natura e a indústria de sucos, destinando-se também à extração do óleo essencial contido em sua casca. Pesquisas têm sido realizadas para utilização destes óleos como agente antimicrobiano (Pires e Piccoli, 2012).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a atividade antifúngica de dosagens de óleo essencial de bergamota sobre o crescimento micelial e esporulação de A. solani.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratório de Fitopatologia da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, Escola de Ciências Agrárias e Medicina Veterinária, localizada no município de Toledo.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com seis tratamentos, sendo: 1) testemunha; 2) 500 μL L⁻¹ de óleo essencial; 3) 1000 μL L⁻¹ de óleo essencial; 4) 1500 μL L⁻¹ de óleo essencial; 5) 2000 μL L⁻¹ de óleo essencial e 6) 2500 μL L⁻¹ de óleo essencial. Foram implantados cinco repetições para cada tratamento.
O óleo essencial de bergamota foi obtido em farmácia de manipulação na cidade de Toledo, PR, com 100% de pureza das amostras.

O meio de cultura utilizado no experimento foi o suco V8-ágar autoclavado a 121 °C por 15 min e 1 atm. Com o meio ainda fundente foram adicionadas as concentrações do óleo essencial e detergente Tween 20, na proporção de 1:1 para homogeneização das soluções.
As placas de Petri tinham a medida de 90 mm de diâmetro. Após a solidificação do meio de cultura, no centro de cada placa foi depositado um disco micelial de 6 mm da colônia com 14 dias de idade. Em seguida, as mesmas foram vedadas com filme plástico e mantidas em câmara tipo BOD, à temperatura de 25 °C e ausência de luz.

A eficiência da atividade antifúngica foi avaliada conforme metodologia descrita por Stangarlin et al. (1999), através das medições diárias do diâmetro das colônias (mm), em dois eixos perpendiculares entre si, com início 24 horas após a instalação do experimento e perdurando até o momento em que uma colônia fúngica atingiu toda a superfície do meio de cultura.

A variável esporulação de cada tratamento foi avaliada ao término do teste de crescimento micelial. Para isto, foram adicionados 10 mL de água deionizada em cada placa de Petri, e realizada a raspagem da colônia com auxílio de uma lâmina de vidro. A suspensão obtida foi filtrada com gaze, e após foi determinado o número de esporos por mL com auxílio da câmara de Neubauer.

Os dados obtidos foram submetidos à análise de regressão a 5% de probabilidade por meio do software estatístico Sisvar (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussão

O resultado da análise de variância (Tabela 1) revelou que ocorreram diferenças significativas a 5% de probabilidade para as dosagens de óleo essencial de bergamota nos parâmetros de crescimento micelial e esporulação do patógeno em estudo (Tabela 1).

Tabela 1 - Análise de variância para os parâmetros crescimento micelial (CRE) e esporulação (ESP) da Alternaria solani. Toledo, PR.
	Fonte de Variação
	GL
	QUADRADO MÉDIO

	
	
	CRE
	ESP

	TRATAMENTO
	5
	3056,08*
	1356,51*

	ERRO
	24
	2,66
	161,60

	Média Geral
	
	61,23
	103,97

	CV (%)
	
	2,66
	12,23


*: significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F.

No 10° dia após a implantação do experimento, o crescimento micelial das placas do tratamento testemunha atingiram 100% do diâmetro da placa de Petri (90 mm).
O aumento da concentração do óleo essencial de bergamota proporcionou decréscimo no crescimento micelial do patógeno (Figura 1). A concentração de 2000 µL L-1 inibiu 64,50% do desenvolvimento do mesmo, apresentando-se como a dosagem mais eficaz do experimento. Seguido das dosagens de 2500 µL L-1 que inibiu 59,99%, 1500 µL L-1 (42,88%), 1000 µL L-1 (14,07%) e 500 µL L-1 (10,34%) do desenvolvimento da A. solani.
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Figura 1 – Crescimento micelial (mm) de Alternaria solani submetida a dosagens de óleo essencial de bergamota (μL Lˉ¹). Toledo, PR.
Pesquisas têm sido realizadas para utilização de óleos essenciais do gênero Citrus como potenciais agentes antimicrobianos. Analisando o efeito inibitório dos óleos de citros sobre o fungo Penicillium expansum, Pires e Piccoli (2012) constataram eficácia no controle. Em contrapartida, o óleo de limão-cravo apresentou efeito estimulante de crescimento do patógeno em estudo, podendo estar relacionado às característica do óleo essencial.

Na pós-colheita de frutos de tomate, a incidência de Alternaria solani e Rhizopus sp. apresentou redução de 40% em relação à testemunha quando utilizado óleo essencial de bergamota. Os autores Ranieri et al. (2015) citam que a ativação dos mecanismos de defesa do tomate pode estar relacionada com a redução das doenças.
Vicenço et al. (2009) não constataram efeito inibitório dos fungos Alternaria sp. e Colletotrichum sp. quando tratados com óleo essencial de bergamota. A eficiência de inibição micelial está diretamente ligada à dosagem de óleo essencial utilizada.

As substâncias voláteis do óleo essencial de bergamota em pH 7,0 podem inibir o crescimento micelial de podridão mole (Pectobacterium carotovorum), assemelhando-se ainda com o antibiótico de uso agrícola (Guerra, 2011).
Ao término do crescimento micelial, a esporulação obtida apresentou decréscimo quadrático quando submetido ao aumento da concentração do óleo essencial de bergamota (Figura 2).
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Figura 2 – Esporulação (x104 mL-1) de Alternaria solani submetida a dosagens de óleo essencial de bergamota. Toledo, PR.
Concentrações abaixo de 500 µL L-1 do óleo essencial de bergamota estimularam a esporulação da Alternaria solani. A concentração de 2500 µL L-1 diminui a esporulação da A. solani em 16,87%, podendo ser explicada pela maior concentração de componentes nas soluções, apresentando-se como a dosagem mais eficaz para a diminuição da doença.

Óleos essenciais possuem uma ampla composição química podendo ser fontes de compostos biologicamente ativos, principalmente contra microrganismos (Oliveira et al., 2011).

Extratos brutos aquosos das plantas cânfora, capim-limão e alecrim foram avaliados na atividade antifúngica e controle da pinta preta do tomateiro por Itako et al. (2008). Os autores constataram que os extratos diminuíram o número de lesões do patógeno. Quanto a esporulação do fungo, o extrato bruto aquoso de alecrim na concentração de 10% apresentou redução de 78,9%. A cânfora e o capim-limão proporcionaram decréscimo de esporulação do patógeno nas concentrações de 20% dos extratos, onde a porcentagem de redução chegou a 91,5 e 93,2% respectivamente.

Existem relatos apresentados também por Santos et al. (2010), onde o óleo essencial de aroeira-vermelha (Schinus molle) apresentou redução expressiva no diâmetro dos micélios dos fitopatógenos Alternaria spp., Botrytis spp., Colletotrichum spp. e Fusarim spp.
Lucas (2012) verificou o controle da pinta preta em tomateiro, através de óleos essenciais de canela, citronela, capim-limão, cravo-da-índia, tomilho, eucalipto e árvore-de-chá. Todos os óleos essenciais, em alguma concentração, apresentaram algum nível de inibição da doença, comprovando que as plantas medicinais possuem capacidade de indução de resistência.

Conclusão

Observou-se que o aumento das doses de óleo essencial de bergamota proporcionou a redução do crescimento micelial e esporulação de A. solani, apresentando-se como uma alternativa no controle do patógeno.
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