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Resumo
A pinta preta, agente causal Alternaria solani, é uma das doenças que mais atinge o tomateiro, afetando diretamente a produtividade. Uma fonte de inibição dessa e outras doenças é o uso de óleos essenciais, podendo substituir a utilização de fungicidas, não causando danos ao meio ambiente e ao homem. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifúngica do óleo essencial de melaleuca sobre Alternaria solani, a partir de concentrações de 500, 1000, 1500, 2000 e 2500 µL L⁻¹. Discos miceliais do isolado foram adicionados em meio suco V8-ágar solidificado em placas de Petri, as quais foram vedadas e conservadas em câmara BOD a temperatura de 25 °C e escuro. Foi analisado o crescimento micelial do patógeno por meio de medições diárias 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. A concentração de 2500 µL L⁻¹ apresentou 55,57% de inibição do crescimento micelial. A menor esporulação do patógeno foi alcançada com a dose de 500 µL L⁻¹ do óleo essencial de melaleuca. O óleo essencial de melaleuca apresenta-se como uma alternativa para a atividade antifúngica da pinta preta do tomateiro.
Palavras Chave: Controle alternativo, tomate, pinta preta.
Introdução
O tomateiro está entre as hortaliças mais cultivadas, sendo o Brasil considerado um dos maiores produtores mundiais e o maior da América Latina. Em contrapartida, a cultura é suscetível ao ataque de diversos patógenos, sendo que as doenças fúngicas são as mais encontradas no cultivo, sendo superior às bacterioses e viroses. Com isso, a tomaticultura é a atividade agrícola que mais utiliza fungicida (Filgueira, 2008).

A pinta-preta do tomateiro, cujo agente causal é o fungo Alternaria solani, é uma das doenças mais frequentes e ocorre em todas regiões de cultivo. Esta doença provoca prejuízos diretos na produtividade, por infectar os frutos e também, prejuízos indiretos, reduzindo o vigor da planta e danificando os frutos, pois causa desfolha e os frutos ficam mais expostos ao sol (Inoue-Nagata et al., 2016).

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). 

Os óleos essenciais podem ser considerados uma fonte de compostos biologicamente ativos, principalmente contra microrganismos, devido sua ampla composição química (Oliveira et al., 2011).

Muitos trabalhos vem sendo realizados comprovando a ação fungitóxica dos óleos e extratos de plantas medicinais, inibindo o crescimento micelial e produção de esporos fúngicos, confirmando sua eficácia (Dill, 2009).
A melaleuca é uma árvore aromática nativa da Austrália, com grande interesse econômico devido a presença de óleo volátil armazenado no tecido foliar (Abreu, 2006). Possui ação antisséptica, germicida e antifúngica devido a seus constituintes (Teske e Trentini, 1997).

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

Material e Métodos

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

O delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) foi adotado 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 realizadas cinco repetições para cada tratamento, sendo que cada placa de Petri correspondeu a uma repetição. 
O óleo essencial de melaleuca foi obtido em farmácia de manipulação na cidade de Toledo (PR), com 100% de pureza das amostras.

O meio de cultura suco V8-ágar foi preparado e autoclavado (121 °C por 15 min). Para os tratamentos, com o meio ainda fundente, foi adicionada a concentração de óleo essencial e detergente Tween 20 na proporção de 1:1 para homogeneização das soluções.
Após a solidificação do meio de cultura em cada placa de Petri (90 mm de diâmetro), foi depositado disco micelial de 6 mm da colônia com 14 dias de idade no centro das placas. 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), por meio das medições diárias do diâmetro das colônias (mm), em dois eixos perpendiculares entre si, iniciando 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.
Ao término do teste de crescimento micelial foi avaliada a esporulação de cada uma das colônias. Para isto, 10 mL de água destilada foram adicionados em cada placa de Petri. Após a raspagem da colônia com auxílio de uma lâmina de vidro, foi filtrada a suspensão com gaze, sendo determinado o número de esporos por mL em 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

A análise de variância apresentada na Tabela 1 revelou que ocorreram diferenças significativas a 5% de probabilidade para as dosagens de óleo essencial de melaleuca nos parâmetros de crescimento micelial e esporulação do patógeno em estudo.
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
	1832,29*
	1864,45*

	ERRO
	24
	8,10
	182,23

	Média Geral
	
	65,75
	89,93

	CV (%)
	
	4,33
	15,01


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

A colônia fúngica da testemunha atingiu toda a superfície da placa de Petri (90 mm) no 10° dia após a implantação do experimento. Conforme pode ser observado na Figura 1, houve efeito dose-dependente para as concentrações do óleo de melaleuca, reduzindo de maneira linear o crescimento micelial da A. solani.
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Figura 1 – Crescimento micelial (mm) de Alternaria solani na presença de dosagens de óleo essencial de melaleuca (μL Lˉ¹). Toledo, PR.

A concentração de 2500 µL L-1 inibiu 55,57% do desenvolvimento do patógeno, apresentando-se como a dosagem mais eficaz do experimento. Seguido das dosagens de 2000; 1500; 1000 e 500 µL L-1 que inibiram o crescimento em 42,61%; 35,20%; 20,25% e 8,01%, respectivamente. O efeito fungitóxico do óleo essencial pode ser atribuído à sensibilidade do fungo pelo contato direto com os componentes do tratamento.

A eficiência da utilização de óleo essencial de melaleuca no controle de patógenos foi comprovada por Lucas (2009), onde variados óleos foram testados no controle de mancha bacteriana em tomateiro, com controle de 42% da doença.

Avaliando o efeito do óleo essencial de melaleuca sobre fungos fitopatogênicos, Martins et al. (2010) concluíram que o desenvolvimento de Alternaria alternata, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum podem ser inibidos com a utilização do óleo essencial de melaleuca, com concentração a partir de 0,2%.
Avaliando a ação inibitória de óleos essenciais no desenvolvimento da A. solani, Abreu (2006) obteve 100% de inibição com as concentrações de 750 µL L-1 de óleo essencial de cravo, capim-limão, palma rosa e canela e de 2000 µL L-1 de óleo essencial de eucalipto e melaleuca, apresentando-se como uma alternativa sustentável. 
As dosagens do óleo essencial de melaleuca apresentaram resposta linear crescente significativa na esporulação do patógeno. A menor dosagem testada (500 µL L-1) foi a única que resultou em menor número de esporos em comparação a testemunha. As dosagens superiores proporcionaram o aumento de esporulação do patógeno, conforme a Figura 2.
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Figura 2 – Esporulação (x104 mL-1) de Alternaria solani submetida a dosagens de óleo essencial de melaleuca. Toledo, PR.
Lorenzetti et al. (2011), analisando a bioatividade de óleos essenciais no controle do mofo cinzento do morangueiro, constataram que o óleo essencial de melaleuca proporcionou aumento na produção de conídios do patógeno em relação a testemunha, assemelhando-se ao presente trabalho, sendo que os compostos contidos no óleo essencial pode favorecer a esporulação de determinados patógenos.
Resultados semelhante ao presente estudo foram encontrados por Carvalho et al. (2008), onde o aumento da concentração de extrato bruto aquoso de capim-limão proporcionou aumento da esporulação de Colletotrichum gloeosporioides. O favorecimento ou inibição da esporulação dos patógenos varia de acordo com o óleo essencial utilizado e também com o comportamento de cada patógeno estudado.

Barbosa et al. (2015) observaram atividade fungicida do óleo de melaleuca sobre Colletotrichum musae isolado de bananeiras, onde uma possível condição de agente inibitórios nas concentrações acima de 50 µL L-1 pode ter inibido o desenvolvimento do fungo.
A inibição total de patógeno com óleo essencial de melaleuca foi verificada por Marinelli et al. (2012) com o fungo C. gloeosporioides na concentração de 0,46%. A elevada concentração do óleo pode ter favorecido estes resultados, uma vez que no presente trabalho foram utilizadas concentrações inferiores.
Ramos et al. (2016) avaliaram o efeito de óleos essenciais e vegetais no controle in vitro de C. gloeosporioides e constataram que o óleo de melaleuca apresentou atividade antifúngica na concentração de 0,8%.
Conclusão

Observou-se que o aumento das doses de óleo essencial de melaleuca proporcionou diminuição constante no crescimento micelial da Alternaria solani, porém, o óleo apresentou eficácia na inibição da esporulação do patógeno apenas na menor dosagem.
Referências 
ABREU, C. L. M. Controle de Alternaria solani em tomateiro (Lycopersicon esculentum) com óleos essenciais. 2006. 82f. Tese (Doutorado em Agronomia) – Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho (UNESP), Botucatu, 2006.

BARBOSA, M. S.; VIEIRA, G. H. C.; TEIXEIRA, A. V. Atividade biológica in vitro de própolis e óleos essenciais sobre o fungo Colletotrichum musae isolado de bananeira (Musa spp.). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Campinas, v. 17, n. 2, p. 254-261, 2105.
CAMARGO, R. F. Tratamentos alternativos na qualidade sanitária e fisiológica de sementes de espécies florestais. 2007. 75 f. Dissertação (Mestrado em Agronomia) – Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, 2007.
CARVALHO, J. B.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; BONALDO, S. M.; CRUZ; M. E. S.; CARLOS; M. M.; STANGARLIN, J. R. Fungitoxicidade de Cymbopogon citratus e Cymbopogon martinii a Colletotrichum gloeosporioides em frutos de pimentão. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 10, n. 1, p. 88-93, 2008.

DILL, A. M. Extratos vegetais no controle da pinta preta (Alternaria solani) em tomateiro. 2009. 55 f. Dissertação (Mestrado em Agronomia) – Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, 2009.

FERREIRA, D. F. SISVAR: a computer statistical analysis system. Ciência e Agrotecnologia. Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, 2011.

FILGUEIRA, F. A. R. Novo manual de olericultura: agrotecnologia moderna na produção e na comercialização de hortaliças. 3. ed. Viçosa, MG: UFV, 2008.

INOUE-NAGATA, A. K.; LOPES, C. A.; REIS, A.; PEREIRA, R. B.; QUEZADO-DUVAL, A. M.; PINHEIRO, J. B.; LIMA, M. F. Doenças do tomateiro. In: AMORIM, L.; REZENDE, J. A. M.; BERGAMIN FILHO, A.; CAMARGO, L. E. A. (eds). Manual de fitopatologia, 5 ed., v. 2, Ouro Fino: Agronômica Ceres, p. 710-711, 2016.

LORENZETTI, E. R.; MONTEIRO, F. P.; SOUZA, P. E.; SOUZA, R. J.; SCALICE, H. K.; DIOGO JÚNIOR, R.; PIRES, M. S. O. Bioatividade de óleos essenciais no controle de Botrytis cinerea isolado de morangueiro. Revista Brasileira de Plantas Medicianais, Botucatu, v. 13, especial, p. 619-627, 2011.
LUCAS, G. C. Óleos essenciais no controle da mancha bacteriana do tomateiro. 2009. 93 f. Dissertação (Mestrado em Fitopatologia) – Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2009.

MARINELLI, E.; ORZALI, L.; LOTTI. E.; RICCIONI, L. Activity of some essential oils against pathogenic seed borne fungi on legumes. Asian Journal of Plant Pathology, v. 6, p. 66-74, 2012.
MARTINS, J. A. S., SAGATA, E.; SANTOS, V. A.; JULIATTI, F. C. Avaliação do efeito do óleo de Melaleuca alternifólia sobre o crescimento micelial in vitro de fungo fitopatogênicos. Bioscience Journal, Uberlândia, MG, v. 27, n. 1, p. 49-51, 2010.

OLIVEIRA, M. M. M. et al. Rendimento, composição química e atividade antilisterial de óleos essenciais de espécies de Cymbopogon. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 13, n. 1, p. 8-16, 2011.

RAMOS, K.; ANDREANI JUNIOR, R.; KOZUSNY-ANDREANI, D. I. Óleos essenciais e vegetais no controle in vitro de Colletotrichum gloeosporioides. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Campinas, v. 18, n. 2, p. 605-612, 2016.

STANGARLIN, J. R.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; CRUZ, M. E. S.; NOZAKI, M. H.  Plantas medicinais e controle alternativo de fitopatógenos. Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento, Brasília, v. 2, n. 11, p. 16-21, 1999.

TESKE, M.; TRENTINI, A. M. M. Herbarium compêndio de fitoterapia. 3 ed. Curitiba, 1997.
                                                                                   07 a 09 de maio de 2018

