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Controle da ferrugem e da mancha-aureolada do cafeeiro por meio do uso de éleos
essenciais de Lippia alba

RESUMO

Os odleos essenciais de origem vegetal, apresentam atividade antimicrobiana e antifingi
despertando interesse como potenciais alternativas para o manejo sustentavel de doengas na
agricultura. Este estudo avaliou a eficacia de dleos essenciais extraidos de Lippia alba sobre
dois patogenos do cafeeiro (Coffea arabica), Hemileia vastatrix (ferrugem) e Pseudomonas
coronafaciens pv. garcae (mancha-aureolada). Utilizando ensaios in vitro e in planta,
considerando diferentes concentracdes e momentos de aplicagdo (preventivo e curativo). Os
Oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo e caracterizados por cromatografia gasosa
seguida de espectrometria de massas (GC-MS). A caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais
por GC-MS identificaram quimiotipos ricos em linalol (LA-42), citral (LA-108), mirceno (LA-
129) e combinacdo citral-mirceno (LA-132). Os experimentos foram conduzidos
separadamente para cada patégeno. Os ensaios in vitro foram conduzidos com o objetivo de
selecionar os dleos essenciais a serem avaliados in planta, utilizando métodos de microdiluigao
em caldo. Os ensaios in planta foram conduzidos com o objetivo de tratar folhas infectadas de
mudas de café com emulsoes 6leo-dgua dos dleos essenciais. Preparadas com tween 80 nas
concentragdes de 0,0125% a 0,2%. Estas, foram aplicadas de forma preventiva e curativa (24
horas antes e depois da inoculagdo do patogeno). Os sintomas foram avaliados por escala de
notas de 0 a 5, sendo a ultima a maior severidade. As estatisticas realizadas foram a analise de
variancia, com comparacao de médias pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05) e area abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD). Os resultados obtidos in vifro ndo se reproduziram in
planta para os dois patogenos avaliados. Para Hemileia vastatrix in vitro os quimiotipos citral
(LA-108), mirceno (LA-129) e citral/mirceno (LA-132) demonstraram atividade fungicida nas
concentragoes de 0,0125%, 0,025%, 0,05%, 0,1% e 0,2%. Ja in planta, os mesmos quimiotipos
apresentaram atividade fungistatica, sendo o quimiotipo mirceno (LA-129) na concentragao de
0,05% o unico a ter melhor atividade. Por outro lado, as concentragdes de 0,0125% resultaram
em aumento da severidade, possivelmente associado a modula¢do da microbiota da filosfera.
Para Pseudomonas coronafaciens pv. garcae in vitro, os quimiotipos linalol (LA-42) e
citral/mirceno (LA-132) tiveram atividade bactericida nas concentragdes de 0,25 e 0,50%. Ja
in planta os mesmos quimiotipos tiveram atividade bacteriostatica, sendo o citral/mirceno (LA-
132) na concentragao de 0,025% com melhor reduc¢ao da doenca. Através destes resultados foi
possivel observar que oleos essenciais com a presenga do quimiotipo mirceno, apresentam
potencial significativo no controle de patogenos de ciclos de vida completamente diferentes
entre si. E que quimiotipos ricos em linalol e citral isoladamente ndo apresentaram potencial
siginificativo nas concentragdes avaliadas. Deste modo, pode-se concluir que os o6leos
essenciais de Lippia alba possuem potencial como bioinsumos. No entanto, fatores como o
quimiotipo, concentragdo € sincronizagao da aplicacdo com as etapas mais vulneraveis do ciclo
do patégeno devem ser estudados para validar o uso como potenciais bioinsumos.

Palavras-chave: Coffea arabica; Erva Cidreira, Hemileia vastatrix;, Pseudomonas
coronafaciens pv garcae; Quimiotipo.
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Control of Coffee Leaf Rust and Bacterial Halo Blight Using Essential Oils from Lippia
alba

ABSTRACT

Essential oils of plant origin exhibit antimicrobial and antifungal activity, attracting interest as
potential alternatives for the sustainable management of diseases in agriculture. This study
evaluated the efficacy of essential oils extracted from Lippia alba against two coffee pathogens
(Coffea arabica), Hemileia vastatrix (coffee leaf rust) and Pseudomonas coronafaciens pv.
garcae (bacterial halo blight), using in vitro and in planta assays and considering different
concentrations and application timings (preventive and curative). The essential oils were
extracted by hydrodistillation and characterized by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). The chemical characterization of the essential oils by GC-MS
identified chemotypes rich in linalool (LA-42), citral (LA-108), myrcene (LA-129), and a
citral-myrcene combination (LA-132). The experiments were conducted separately for each
pathogen. The in vitro assays were carried out with the objective of selecting the essential oils
to be evaluated in planta, using broth microdilution methods. The in planta assays were
conducted with the objective of treating infected leaves of coffee seedlings with oil-water
emulsions of the essential oils prepared with Tween 80, at concentrations ranging from 0.0125%
to 0.2%, applied preventively (24 hours before inoculation) or curatively (24 hours after
inoculation). Symptoms were evaluated using a severity scale ranging from 0 to 5, with the
latter corresponding to the highest severity level. Statistical analyses included analysis of
variance, mean comparison by the Scott-Knott test (p < 0.05), and the area under the disease
progress curve (AUDPC). The in vitro results were not reproduced in planta for either of the
evaluated pathogens. For Hemileia vastatrix, the citral (LA-108), myrcene (LA-129), and
citral/myrcene (LA-132) chemotypes demonstrated fungicidal activity in vitro at concentrations
of 0.0125%, 0.025%, 0.05%, 0.1%, and 0.2%. In planta, however, the same chemotypes
exhibited fungistatic activity, with the myrcene chemotype (LA-129) at 0.05% being the only
treatment to show superior activity. In contrast, applications at 0.0125% resulted in increased
disease severity, possibly associated with modulation of the phyllosphere microbiota. For
Pseudomonas coronafaciens pv. garcae, the linalool (LA-42) and citral/myrcene (LA-132)
chemotypes exhibited bactericidal activity in vitro at concentrations of 0.25% and 0.50%. In
planta, however, the same chemotypes showed bacteriostatic activity, with citral/myrcene (LA-
132) at 0.025% providing the greatest disease reduction. Through these results, it was possible
to observe that essential oils containing the myrcene chemotype have significant potential for
controlling pathogens with completely different life cycles. In contrast, chemotypes rich in
linalool and citral, when evaluated individually, did not show significant potential at the tested
concentrations. Thus, it can be concluded that essential oils from Lippia alba have potential as
bioinputs. However, factors such as chemotype, concentration, and synchronization of
application with the most vulnerable stages of the pathogen life cycle should be further
investigated to validate their use as potential bioinputs.

Keywords: Coffea arabica; Lemon balm,; Hemileia vastatrix; Pseudomonas coronafaciens pv.
garcae; Chemotype

IX



1 INTRODUCAO

Os oleos essenciais extraidos principalmente de plantas aromaticas possuem atividade
antimicrobiana ja conhecida tanto na medicina popular quanto na inddstria quimica,
farmacéutica e cosmética. Nos tltimos anos, esses compostos passaram a receber maior atengao
na agricultura devido as pressdes relacionadas a sustentabilidade e a reducdo do uso de
pesticidas sintéticos. Para aplicacdo agricola, um 6leo essencial com potencial fitossanitario
deve apresentar caracteristicas como estabilidade quimica, atividade antimicrobiana em baixas
concentragdes e acdo sobre diferentes grupos de microrganismos. Nesse contexto, Lippia alba
destaca-se como uma espécie promissora. Conhecida popularmente como erva-cidreira ou
melissa, ¢ uma planta nativa do Brasil, amplamente distribuida no pais e tradicionalmente
utilizada na medicina popular. O 6leo essencial de L. alba apresenta atividade antimicrobiana
contra diferentes tipos de microrganismos patogénicos, incluindo fungos e bactérias de interesse
humano e agricola. Além disso, sua atividade ocorre em baixas concentrag¢des, indicando
elevado potencial bioldgico. A espécie também apresenta alta variabilidade genética e quimica,
formando diferentes quimiotipos associados a produ¢do de compostos volateis especificos,
caracteristica que pode influenciar diretamente sua atividade antimicrobiana. Considerando
esse potencial, o uso de oleos essenciais de L. alba na agricultura pode representar uma
alternativa sustentavel para o manejo de doengas de culturas de importancia economica. Nesse
contexto, o cafeeiro apresenta grande relevancia. Além da importancia econdmica para o Brasil
e do reconhecimento mundial da cultura, o café constitui um modelo interessante para estudos
fitopatologicos devido a presenca de diferentes patdogenos de importancia agricola. Entre eles
destaca-se Hemileia vastatrix, fungo biotrofico responsavel pela ferrugem do cafeeiro e
altamente especifico ao hospedeiro, infectando exclusivamente espécies do género Coffea.
Avaliar a acdo dos 6leos essenciais de L. alba sobre esse patdgeno pode contribuir para
compreender o potencial desses compostos no controle de doengas foliares do cafeeiro. Além
disso, considerando que os 6leos essenciais apresentam atividade sobre diferentes grupos
microbianos, o presente estudo também incluiu Pseudomonas coronafaciens pv. garcae,
bactéria associada a mancha-aureolada do cafeeiro e que apresenta ciclo biologico distinto de
H. vastatrix. Enquanto o fungo possui colonizagdo lenta e altamente especializada, a bactéria
apresenta rapido crescimento e elevada capacidade de disseminagdo, permitindo avaliar a

resposta dos 6leos essenciais em diferentes sistemas patogénicos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Oleos essenciais

Os 0leos essenciais (OEs) sdo misturas de compostos volateis formadas por dezenas a
centenas de constituintes quimicos distintos. Sua composi¢do varia conforme a espécie vegetal,
sendo constituida predominantemente por terpenos e terpenoides, especialmente monoterpenos
e sesquiterpenos. Esses compostos sdo formados por estruturas com unidades basicas de
carbono, especialmente unidades de isopreno (Mohammed et al., 2025; Rodrigues et al., 2025;
Sousa et al., 2023). Entretanto, outros grupos quimicos também podem estar presentes em
diferentes propor¢des, incluindo compostos fendlicos, fenilpropanoides, aldeidos, alcoois,
cetonas, ésteres e hidrocarbonetos alifaticos. A abundancia relativa dessas classes quimicas ¢
responsavel pelas diferencas de aroma, propriedades bioldgicas e aplicagdes dos o6leos

essenciais (Dhifi et al., 2016; Mohammed et al., 2025; Sousa et al., 2023).

Em condi¢des de estresse, plantas aromaticas ativam o metabolismo especializado,
promovendo a sintese de terpenos, que sdo produzidos e acumulados em tecidos secretorios
especializados (Dhifi et al., 2016). Nesses tecidos, como as folhas, a producdo e o acimulo de
compostos volateis ocorrem principalmente em estruturas como tricomas glandulares, sitios
principais de produgdo e armazenamento desses compostos, localizados na superficie foliar,
além de dutos e cavidades secretoras internas do parénquima (Borromeo et al., 2025; Gostin et

al., 2024).

A biossintese desses compostos esta diretamente relacionada a duas vias metabolicas
principais nas plantas: a via do mevalonato (MVA), localizada predominantemente no citosol e
no reticulo endoplasmatico, e a via do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos plastidios.
Ambas as vias sdo responsaveis pela producdo dos precursores universais isopentenil difosfato
(IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP), que constituem as unidades basicas de cinco carbonos
envolvidas na formagao dos terpenos. A partir da condensacdo sucessiva dessas unidades,
formam-se compostos intermediarios de maior cadeia, como geranil difosfato (GPP), farnesil
difosfato (FPP) e geranilgeranil difosfato (GGPP), que atuam como precursores diretos das

diferentes classes de terpenos. Esses intermediarios sdo convertidos em monoterpenos,



sesquiterpenos e diterpenos por acdo das enzimas terpeno sintases (TPS), responsaveis pela

diversificacdo estrutural por meio de reacdes de ciclizagdo e rearranjo molecular (Figura 1).
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Figura 1. Biossintese de terpenos. Fonte: Cheng et al. (2025).

Posteriormente, modificacdes catalisadas por enzimas como citocromos P450
promovem reacdes de oxidagcdo e outras alteracdes estruturais, resultando na formacgdo de
terpenoides oxigenados e ampliando a diversidade quimica (Figura 2) observada nos o6leos

essenciais (Cheng et al., 2025).
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Figura 2. Estruturas quimicas dos terpenos e terpenoides. Fonte: Ayu Masyita et al. (2022).



Além de sua complexidade estrutural, esses compostos desempenham fungdes
ecoldgicas relevantes nas plantas, atuando principalmente como compostos volateis de defesa
e comunicac¢do. Os Terpenoides podem exercer defesa direta contra herbivoros e patdgenos,
além de atuar na atracao de polinizadores ¢ na media¢dao de interagcdes planta—inseto. Estes
também participam da sinalizacdo entre plantas, contribuindo para respostas defensivas

coordenadas em nivel comunitario (Blande 2021; Gershenzon, 2007).

As diferencas de perfis quimicos dos OEs sao de interesse industrial nas areas de
cosméticos, medicinal e, recentemente, na agricultura, como agentes antimicrobianos de origem
vegetal, sendo impulsionadas pela crescente demanda por alternativas sustentaveis na
agricultura (European Commission, 2020). Diversos estudos demonstram a capacidade dos OEs
em inibir bactérias, fungos filamentosos e leveduriformes, reforcando seu potencial como
bioinsumos (Allizond et al., 2023; Katiraee et al., 2017; Porfirio et al., 2017). No entanto, a
maior parte dessas evidéncias ainda se baseia em ensaios in vitro, nos quais a atividade
antimicrobiana ¢ avaliada apenas em condi¢des de laboratorio, sem considerar os processos
fisioloégicos da planta nem as interacdes que ocorrem nos tecidos vegetais. Embora esses
estudos tenham identificado os o6leos essenciais como fontes de compostos bioativos, a
atividade observada desses metabdlitos nem sempre se traduz em controle efetivo de patdégenos
quando os 6leos sdao aplicados em plantas. Em condigdes reais, a eficidcia pode variar, e
patdgenos podem tolerar ou se adaptar aos compostos volateis, mesmo quando estes apresentam

atividade comprovada em laboratdrio (Borges et al., 2018).

Além disso, a aplicagdo de Oleos essenciais in planta ainda carece de uma base
metodoldgica solida. Faltam critérios padronizados sobre o estdgio de desenvolvimento da
planta em que sera feita a aplicacdo, o local de aplicagao (folhas, raizes etc.), bem como sobre
doses e frequéncia de uso. Essa auséncia de padronizagdo, dificulta a comparagdo entre estudos
e contribui para a variabilidade dos resultados observados em condi¢des de in planta. Essas
limitagdes revelam uma lacuna central: a falta de compreensdo funcional da interag@o entre o

6leo essencial, o patdgeno e a planta hospedeira.

A planta exerce papel ativo nesse sistema, influenciando o desenvolvimento do
patdgeno. Peng et al. (2024) observaram que a estrutura da comunidade bacteriana da superficie
foliar se altera durante o desenvolvimento da doenca, indicando associagao entre a dindmica da

microbiota e a progressao da infecgdo. Saleem et al. (2017) demonstraram que interagdes entre



microrganismos presentes na filosfera influenciam o desempenho das plantas sob estresse
bidtico, evidenciando o papel das comunidades microbianas associadas as folhas nas respostas
do hospedeiro. Além disso, a planta também influencia a resposta aos compostos aplicados. A
aplicacdo foliar de Oleos essenciais promove aumento da atividade de enzimas associadas a
defesa vegetal, indicando resposta fisiologica da planta aos compostos aplicados exogenamente

(Stenger et al., 2021).

Ignorar esses componentes compromete a interpretacdo dos resultados e limita a
aplicacdo agrondmica dos 0leos essenciais. Assim, compreender como os 0leos essenciais se
comportam apos a aplica¢do na planta e como diferentes métodos de uso influenciam a resposta
do patogeno ¢ essencial para transformar esse conhecimento em estratégias eficazes de controle

(De Clerck et al., 2021; Dunan et al., 2023; Raveau et al., 2020).

2.2 Lippia alba

A espécie vegetal Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson, conhecida
popularmente como erva cidreira, pertence a familia Verbenaceae. Esta é amplamente
distribuida no Brasil, com registros de cerca de 15 géneros e aproximadamente 290 espécies,
ocorrendo principalmente nos dominios do Cerrado e da Mata Atlantica (Cardoso et al., 2021).
Dentro dessa familia, o género Lippia destaca-se pela diversidade de espécies e pela ampla
distribuicao no territdrio brasileiro. Uma caracteristica anatobmica comum as espécies do género
¢ a presenga de tricomas glandulares nas folhas, estruturas responsaveis pela producao e pelo
armazenamento dos Oleos essenciais. A quantidade e o tipo desses tricomas podem variar entre
espécies e entre diferentes gendtipos, influenciando diretamente tanto o rendimento quanto a
composi¢do quimica dos Oleos essenciais produzidos (De Clerck et al., 2021; Dunan et al.,

2023; Oliveira et al., 2019; Rebougas; Ferreira, 2024).

No Brasil, L. alba apresenta ampla distribui¢do geografica, com registros em todas as
cinco grandes regides do pais. A espécie ocorre nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul, abrangendo estados como Acre, Amazonas, Par4, Bahia, Pernambuco e Goiés,
Mato Grosso, Minas Gerais, S3o Paulo, Parand e Rio Grande do Sul. O que demonstra boa
adaptacao a diferentes condigdes ambientais (Cardoso, 2021; Cunha, 2017). No campo, ¢
facilmente reconhecida por seu porte arbustivo, pela presenca de flores visiveis durante o

periodo de floracdo e pelo aroma forte e geralmente agradavel (Figura 3).



Figura 3. Arbusto de Lippia alba (erva-cidreira).

Esse aroma esta relacionado a producdo de compostos volateis no 6leo essencial da
espécie, conforme descri¢des botanicas recentes de sua morfologia e caracteristicas aromaticas
(World Flora Online, 2025). No Brasil, vem sendo amplamente estudada nas areas farmacéutica
e quimica, direcionada a caracterizagdo de seus quimiotipos e a avaliagdo de propriedades
farmacoldgicas, como atividades antimicrobiana, antioxidante e ansiolitica. Evidenciando o
predominio do enfoque medicinal (Camillo, 2017; Malik et al., 2021). Os estudos com enfoque
agricola concentram-se, em sua maioria, no manejo de doengas fungicas avaliadas em
condi¢des controladas, priorizando pardmetros como a inibi¢do do crescimento micelial ou a
reducdo da severidade em plantas tratadas (Arvind Saroj et al., 2019). Portanto, embora o
potencial antimicrobiano de Lippia alba seja amplamente reconhecido, sua aplicagdo in planta

ainda nao esta consolidada.

O Instituto Agrondmico, em Campinas (IAC), mantém um banco de germoplasma de
Lippia alba desenvolvido com o objetivo de reunir, conservar e explorar a diversidade genética
e quimica da espécie para fins agrondmicos. Esse germoplasma, foi constituido a partir da coleta
de acessos provenientes de diferentes regides do Brasil, os quais foram multiplicados
vegetativamente e caracterizados quanto a morfologia e a composi¢do quimica do 6leo essencial
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), conforme descrito

por Ming et al. (2015).



A partir dessa caracterizacao, os acessos foram agrupados em diferentes quimiotipos,
definidos pela predominancia de compostos quimicos majoritarios no 6leo essencial, como
linalool, citral, mirceno e outros. Em L. alba, essa variabilidade quimica estd associada a
diversidade genética da espécie e constitui um critério fundamental para a selegdo de materiais
com potencial biolégico diferenciado (Blank et al., 2019; Peixoto et al., 2017; Rebougas;
Ferreira, 2024).

Esta diversidade quimiotipica de L. alba tem implicacdes diretas sobre a atividade
bioldgica do 6leo essencial, especialmente em relagdo a acdo antimicrobiana. Estudos prévios
do nosso grupo de pesquisa indicam que o seu Oleo essencial apresenta amplo espectro
antimicrobiano, com maior atividade frente a Escherichia coli (MIC < 0,25 mg/mL), em
comparagdo a Staphylococcus aureus e Candida albicans (SANTOS, 2022). Diante desses
resultados, surge a questdo central deste trabalho: este potencial pode ser explorado no controle

de fitopatogenos?

Dessa forma, o banco de germoplasma constitui um recurso estratégico para relacionar
quimiotipos especificos a diferentes respostas antimicrobianas e para agregar valor agrondomico
a espécie. Esse potencial estd associado a caracteristicas que favorecem sua aplicagdo pratica
no manejo agricola, como a facilidade de cultivo, a adaptacdo a diferentes condigdes
edafoclimaticas e a atividade antimicrobiana de seu 6leo essencial em baixas concentragdes,

fatores que contribuem para sua viabilidade econdmica.

No entanto, sua consolidagdo como bioinsumo ainda ¢ limitada pela falta de estudos in
planta, especialmente sobre métodos de aplicacdo, comportamento do 6leo essencial no
ambiente foliar e interagdo com a planta hospedeira. Assim, embora Lippia alba apresente alto
potencial como fonte de compostos antimicrobianos, ainda sdo necessarios estudos integrados
que avaliem seu uso in planta e em condigdes proximas as de cultivo. Considerando esse
contexto, o presente trabalho utilizou acessos pertencentes a quimiotipos contrastantes,
previamente caracterizados no banco de germoplasma do TAC, com o objetivo de avaliar o

potencial antimicrobiano do seu 6leo essencial no controle de patogenos do cafeeiro.

2.3 Cafeeiro

O café ¢ uma das bebidas mais consumidas no mundo, com aproximadamente dois

bilhdes de xicaras servidas diariamente, o que evidencia sua relevancia econdmica e social em



escala global, conforme destacado por Gosalvitr et al. (2023). O Brasil ocupa posi¢ao de
destaque na cadeia cafeeira mundial, sendo o maior produtor e exportador de café, responsavel
por cerca de um ter¢o da produgdo global em 2022, segundo dados da FAO (2023). Além disso,
os graos de café sdo cultivados principalmente em paises tropicais, sendo o Brasil responsavel
por quase 50% da producdo mundial (Ferreira et al., 2024). Em 2022, o Brasil exportou mais
de 2,36 milhdes de toneladas de graos de café, tendo como principais destinos os Estados

Unidos, a Alemanha, a Italia, a Bélgica e o Japao (Sera, 2025).

Devido a sua grande importancia para a economia brasileira, a cafeicultura impacta a
geracdo de renda, emprego e arrecadacao de impostos. Estimativas indicam que o agronegdcio
do café gera aproximadamente R$ 30,7 bilhdes em renda e cerca de 695 mil empregos diretos
e indiretos ao longo de sua cadeia produtiva. As exportagdes de café em grao contribuiram com
cerca de R$ 13,6 bilhdes, além de significativa geragdo de renda e tributos, evidenciando o
papel estratégico do setor para a economia nacional (Sesso et al., 2021). Portanto, ¢ fundamental
compreender as bases biologicas da cultura do cafeeiro, incluindo a origem e as caracteristicas

da espécie cultivada.

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae e ao género Coffea, que reune cerca de 100 a
130 espécies descritas, distribuidas predominantemente em regides tropicais da Africa, embora
apenas algumas apresentem relevancia economica, destacando-se Coffea arabica L., Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner e Coffea liberica Bull. ex Hiern, cujas sementes sao utilizadas
para a producdo da bebida (Lashermes et al., 1999). Entre essas espécies, Coffea arabica
(Figura 4) destaca-se por seu elevado valor comercial e pela alta qualidade sensorial da bebida
produzida, sendo a espécie mais cultivada no Brasil e difundida nos sistemas de produgao

cafeeira.



Rubiaceas

Figura 4. Prancha botanica ilustrativa de canephora. Fonte: Wikipedia (2025).

A espécie C. arabica teve origem a partir de um cruzamento natural entre C. canephora
e C. eugenioides e foi introduzida no Brasil no século XVIII, a partir de um nimero reduzido
de plantas. Essa introdugdo limitada, contribuiu para a formagdo de lavouras geneticamente
uniformes, condi¢cdo que esta associada & maior suscetibilidade da cultura a doengas foliares.
No territério nacional, as principais variedades de C. arabica cultivadas incluem Typica,
Bourbon, Mundo Novo, Catuai e Acaid, das quais derivaram diversas sele¢des, subvariedades
e hibridos amplamente utilizados na cafeicultura. Entre essas variedades, o Bourbon destaca-se
por sua elevada suscetibilidade a ferrugem do cafeeiro, causada por Hemileia vastatrix, o que
justifica sua utilizacdo no presente estudo como material vegetal naturalmente sensivel ao

patogeno, permitindo uma avaliagdo rigorosa da eficiéncia dos 6leos essenciais.



A produgdo de café demanda investimentos continuos em implantagdo da lavoura,
nutri¢do, colheita e manejo fitossanitario. Entre os fatores que impactam os custos de produgao,
destacam-se as doengas do cafeeiro, que podem reduzir a produtividade e exigir aplicagdes
frequentes de produtos fitossanitdrios. Nesse contexto, a busca por alternativas que
complementem as estratégias convencionais de manejo tem ganhado destaque, especialmente
diante da crescente demanda por sistemas agricolas sustentaveis. Os bioinsumos de origem
vegetal, como os 6leos essenciais, representam uma alternativa promissora por apresentarem
atividade antimicrobiana e potencial aplicacdo no manejo integrado de doengas, podendo
contribuir para a diversificagdo das ferramentas disponiveis ao produtor e para a reducao da
dependéncia exclusiva de insumos sintéticos (De Clerck et al., 2021; Dunan et al., 2023; Raveau

et al., 2020).

Como toda cultura agricola, o cafeeiro ¢ afetado por diversas doengas que comprometem
a produtividade e a qualidade dos grios. Entre as mais relevantes destacam-se a ferrugem do
cafeeiro, causada por Hemileia vastatrix, ¢ a mancha-aureolada, causada pela bactéria
Pseudomonas coronafaciens pv. garcae. Essas doencas provocam perdas significativas e
envolvem patdgenos com elevado potencial de adaptacdo e resisténcia (Oliveira et al., 2024;

Toniutti et al., 2017).

Historicamente, o controle dessas doencgas baseia-se principalmente no uso de produtos
quimicos, que apresentam alta eficiéncia e sdo utilizados h4 décadas. No entanto, as crescentes
exigéncias ambientais, regulatérias e de mercado tém pressionado os sistemas produtivos a
adotarem estratégias mais sustentaveis (Chauhan et al., 2026). Nesse contexto, o cafeeiro surge
como um modelo adequado para a avaliagdo de produtos naturais, incluindo 6leos essenciais,
no manejo de doengas. E uma cultura bem estabelecida, com sistemas produtivos organizados,
facil conducao experimental e ampla aceitagdo de tecnologias voltadas a sustentabilidade (Sai
et al., 2025). Além disso, a aplicacdo de insumos naturais pode agregar valor ao produto,

incentivar a sustentabilidade e fortalecer a competitividade do café brasileiro.

O cafeeiro também apresenta sistemas-modelo fitopatoldgicos relevantes para estudos
de interagdo planta—patogeno. O Hemileia vastatrix, ¢ um exemplo interessante, pois se trata de
um fungo altamente especializado, capaz de infectar exclusivamente o cafeeiro. Tal
especificidade € uma caracteristica interessante para a investigagao de estratégias alternativas
de manejo e para o entendimento de como essas novas abordagens podem interferir na dindmica

da infec¢do (Talhinhas et al., 2017). Dessa forma, a escolha do cafeeiro como modelo neste

10



estudo justifica-se tanto por sua importancia econdmica e social quanto por sua relevancia

cientifica.

2.4 Ferrugem do cafeeiro causada por Hemileia vastatrix

A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo biotrofico obrigatorio Hemileia vastatrix, é
a principal doenca foliar do Coffea arabica. Os sintomas incluem o aparecimento de manchas
cloréticas (Figura 5a) na face adaxial das folhas, associadas a formag¢ao de pustulas alaranjadas

na face abaxial (Figura 5b), culminando em desfolha precoce e reducdo do vigor das plantas.

Figura 5. Lesoes tipicas de ferrugem em folha de Coffea arabica. a. macha clorotica; b. pustulas
alaranjadas.

Isso provoca grandes perdas de produtividade, especialmente em regides com alta
umidade e temperaturas amenas, condigdes que favorecem a infeccao e dificultam o manejo

(Talhinhas et al., 2017).

O ciclo da ferrugem do cafeeiro inicia-se a partir de folhas infectadas, com a presenga
de pustulas ativas responsaveis pela producao de esporos. Esses sdo facilmente dispersos pelo
vento e entram em contato com folhas sadias. Na presenga de temperaturas amenas entre 20 e
23 °C, associadas a elevada umidade relativa do ar e a presenga de molhamento foliar continuo
por varias horas, os esporos germinam em até 24 horas, formando tubos germinativos, estruturas
que penetram os estomatos da folha. Apos a penetragdo, o fungo coloniza o apoplasto dos

tecidos foliares, estabelecendo uma relagdo biotréfica, na qual passa a absorver nutrientes das
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células hospedeiras dentro de 10 dias (Figura 6). Essa fase compromete a sintese de clorofila,

manifestando-se visualmente como areas cloroticas na face adaxial da folha.
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Colonizagido pelos hapoplastos

Figura 6. Ciclo de vida de Hemileia vastatrix em folhas de Coffea arabica.

A medida que a colonizagdio avanca entre 15 e 20 dias, o micélio se desenvolve
internamente e, posteriormente, emerge na face abaxial da folha, formando estruturas
reprodutivas. Nesse estagio inicial da esporulagdo, tornam-se visiveis pequenas pustulas no
centro da lesdo clorotica. Com a progressao da infecgdo, as estruturas reprodutivas aumentam
gradualmente de tamanho, do centro para as extremidades da lesdo, originando pustulas de
coloragdo alaranjada caracteristicas da ferrugem. O continuo consumo de nutrientes leva a
degeneracao dos tecidos, resultando em necrose das areas afetadas ao longo de 30 dias. Em
estagios avangados, a perda funcional da folha culmina em sua queda precoce, encerrando o
ciclo da doenca e contribuindo para a manutencdo do indculo no ambiente (Bekele, 2022;

Ramirez-Camejo et al., 2022; Talhinhas et al., 2017; Avelino et al., 2015).

Do ponto de vista biologico, os esporos representam um estagio sensivel do patdgeno.
Suas membranas sdo ricas em lipidios, o que os torna suscetiveis a compostos que afetam a
integridade celular, como os monoterpenos presentes em Oleos essenciais. Os quais tém
demonstrado potencial antifiingico, principalmente pela inibicdo da germinag¢ao dos esporos
(Pedroso et al., 2024). Apesar disso, ainda sao poucos os estudos que avaliam o uso de oleos
essenciais in planta no controle da ferrugem do cafeeiro. Faltam informagdes sobre dose,

momento de aplicacdo e eficacia em condigdes proximas as de campo.
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No manejo convencional da ferrugem do cafeeiro, fungicidas a base de estrobilurinas,
triaz6is e antibiodticos agricolas sdo amplamente utilizados como referéncia de eficiéncia no
controle da doenga (Cabral et al., 2022; Athina Koutouleas, 2023). Esses produtos sao
frequentemente empregados como controles positivos em estudos experimentais, permitindo a
comparagao da resposta de novas alternativas, como bioinsumos, com praticas consolidadas no

manejo fitossanitario.

2.5 Mancha aureolada causada por Pseudomonas coronafaciens pv. garcae

A mancha-aureolada do cafeeiro, causada por Pseudomonas coronafaciens pv. garcae,
¢ uma das principais doengas bacterianas que afetam viveiros e lavouras jovens de Coffea

arabica (Figura 7).

Figura 7. Lesdes tipicas de Mancha aureolada em folhas de Coffea arabica.

A doenga causa perda de vigor, desfolha e atraso no desenvolvimento das plantas. O
patégeno pertence ao complexo Pseudomonas syringae e apresenta alta capacidade de

sobreviver na superficie das folhas.

O ciclo da doenga inicia-se a partir de folhas infectadas ainda aderidas a planta ou ja

caidas no solo, que atuam como importantes fontes de inoculo. A disseminagdo ocorre

13



principalmente por chuva, neblina e respingos de agua, que promovem a redistribuigdo da
bactéria e favorecem a formacdo de microferimentos em folhas sadias. Em seguida a bactéria
atinge a superficie foliar e pode permanecer por periodos prolongados nessa condi¢do (Calixto
etal., 2025; Freitas 2017; Morris et al., 2019). A penetracao nos tecidos vegetais ocorre em até

1 dia pela face abaxial das folhas, por meio dos estdmatos ou de ferimentos (Figura 8).

Uma vez no interior do tecido vegetal, P. coronafaciens pv. garcae coloniza o apoplasto
das células e inicia sua multiplicagdo. Entre 2 e 4 dias apds a infec¢do, surgem os primeiros
sintomas visiveis, caracterizados por pequenos pontos escuros ou levemente encharcados. Com
o avango da colonizagdo, a bactéria ativa mecanismos de viruléncia, com destaque para o
sistema de secrecao do tipo III, responsavel pela injecdo de efetores e pela supressao das defesas
da planta. Entre 4 e 7 dias, as lesdes aumentam de tamanho e passam a apresentar aspecto
encharcado mais evidente (Patricio et al., 2021; Raimundi et al., 2021; Rodrigues et al., 2015),

conforme Figura 8.
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Figura 8. Ciclo de vida da Pseudomonas coronafaciens pv. garcae em folhas de Coffea ardbica.

Entre 7 e 10 dias apds a infec¢do, ocorre a formacao de necrose central acompanhada
por um halo amarelado caracteristico na face adaxial da folha. Esse halo resulta da clorose
induzida pela acdo de toxinas e efetores bacterianos, que comprometem o metabolismo e a
fotossintese das células adjacentes a lesdo. Em condigdes favoraveis e sob alta pressao de

in6éculo, a doenga atinge a fase avangada (=10 dias), com coalescéncia das lesdes,
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enfraquecimento do tecido foliar e queda precoce das folhas, comprometendo o vigor das
plantas e a produtividade do cafeeiro (Patricio et al., 2021; Raimundi et al., 2021; Rodrigues et

al., 2015).

O manejo da mancha-aureolada baseia-se em medidas preventivas, uma vez que a
doenga ¢ favorecida por condigdes ambientais especificas, especialmente alta umidade, ventos
e ferimentos nos tecidos vegetais. Entre as principais estratégias de controle destacam-se a
producao de mudas sadias em viveiros protegidos, a utilizagdo de quebra-ventos para reduzir
danos mecanicos e a dissemina¢do do patdgeno, além da adocdo de praticas culturais que
minimizem condigdes favoraveis a infec¢do. Essas medidas sdo fundamentais para reduzir a
incidéncia da doenca e os prejuizos associados a cultura do cafeeiro. O uso de bactericidas a
base de cobre também ¢ empregado no manejo da doenga; entretanto, sua eficacia pode ser

variavel e ha risco de fitotoxicidade, especialmente em plantas jovens (Freitas, 2017).

2.6 Bioinsumos

A agricultura passa por um processo de transi¢do. O uso intensivo de pesticidas
quimicos, embora eficiente no curto prazo, tem sido cada vez mais limitado por questdes
ambientais, regulatorias, econdmicas e sociais. Esse cenéario tem impulsionado a busca por
alternativas sustentaveis para o manejo de doengas agricolas, entre elas os bioinsumos (Barbosa
et al., 2025). As pressoes regulatérias tém papel central nessa mudanga. A Unido Europeia
estabeleceu metas para a redu¢do do uso de pesticidas quimicos, impactando diretamente paises
exportadores de commodities agricolas, como o Brasil (Beckman, 2022). Além disso,
organismos internacionais destacam que a adocao de insumos de menor impacto ambiental ¢

essencial para atender as metas globais de sustentabilidade

No Brasil, esse movimento ¢ refor¢ado por politicas publicas que estimulam a pesquisa,
producao e uso de bioinsumos (Brasil, 2020; CBI, 2024; FAO, 2023). O Programa Nacional de
Bioinsumos, lancado pelo MAPA em 2020, incentiva o uso de insumos biologicos para
aumentar a produtividade agricola e reduzir impactos ambientais (Barbosa, 2025). Além das
pressdes regulatorias, fatores economicos e de mercado contribuem para a adogdo de
bioinsumos. No setor cafeeiro, a recorréncia de doengas, aliada ao aumento do custo de
defensivos quimicos e ao risco de sele¢dao de patdgenos resistentes, eleva o custo de producao
e reduz a eficiéncia do manejo convencional (Avelino et al., 2015; Beckman et al., 2022; Brasil,

2020). Ao mesmo tempo, mercados de cafés especiais e certificados impdem restrigdes ao uso

15



de moléculas sintéticas, favorecendo insumos com menor producdo de residuos e impacto
ambiental. Nesse cendrio, os bioinsumos de origem vegetal, especialmente os 6leos essenciais,

ganham destaque (Ahmed et al., 2023; CBI, 2024).

Esses compostos apresentam atividade antimicrobiana, rapida degradacdo no ambiente
e baixo acumulo de residuos. Sua diversidade quimica permite aplicacdes em diferentes
sistemas planta—patogeno, o que amplia seu potencial de uso no manejo sustentavel de doengas
agricolas. Paralelamente, observa-se um avango tecnolégico importante. Oleos essenciais tém
sido incorporados a formula¢des mais estaveis, como emulsdes e sistemas carreadores, com o
objetivo de aumentar sua persisténcia e eficacia em condigdes de campo (Christova et al., 2024;

Dunan et al., 2023; Ziedan et al., 2022).

Esse movimento demonstra que esses compostos estdo deixando de ser apenas objetos
de estudo académico e passam a integrar solu¢des com potencial de aplicagdo pratica. Apesar
desse avancgo, desafios permanecem. A variabilidade da composi¢do quimica, a influéncia dos
quimiotipos, a volatilidade e a dificuldade de definir doses e momentos ideais de aplicacao
ainda limitam a ado¢ao ampla desses produtos. Essas lacunas reforgam a necessidade de estudos

in planta, capazes de integrar a interagdo entre composto natural, patdogeno e planta hospedeira.

Além da escolha do composto ¢ da dose, o momento de aplicagdo ¢ um fator
determinante para a eficiéncia de bioinsumos no manejo de doengas foliares. Tratamentos
preventivos correspondem as aplicagdes realizadas antes da infec¢ao, com o objetivo de reduzir
o estabelecimento do patogeno e o indculo inicial. Essa estratégia ¢ amplamente utilizada no
manejo integrado de doengas, especialmente no uso de bioinsumos, que tendem a apresentar

melhor desempenho quando aplicados de forma antecipada.

Tratamentos curativos referem-se as aplicagdes realizadas apds o inicio da infec¢do ou
ao aparecimento dos primeiros sintomas da doenga, com o objetivo de reduzir o progresso da
patogénese e limitar os danos a planta. A eficiéncia dessa abordagem depende fortemente da
rapidez da interven¢do, sendo maior quando aplicada nos estagios iniciais da infeccao. A
avaliagdo comparativa dessas estratégias ¢ fundamental para compreender o potencial de 6leos
essenciais em condicdes in planta e orientar sua aplicagdo no manejo sustentavel de doengas

do cafeeiro.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

Parte-se da hipdtese de que dleos essenciais dos diferentes quimiotipos de Lippia alba
apresentam efeito sobre patdgenos do cafeeiro, evidenciado previamente por sua atividade
antimicrobiana em ensaios in vifro contra outros patdogenos e avaliado, neste estudo, em
condi¢des in vitro e in planta. Assume-se que esse efeito pode variar em fungdo do quimiotipo
do 6leo essencial, da dose aplicada e do momento de aplicagao, resultando em diferentes niveis
de controle da doenca. Considerando que o trabalho envolve dois patégenos com ciclos
biologicos distintos, Hemileia vastatrix, um fungo biotrofico estrito de ciclo longo, e
Pseudomonas coronafaciens pv. garcae, uma bactéria de ciclo rapido, pressupde-se que a
resposta aos tratamentos possa diferir entre as doengas avaliadas. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de 6leos essenciais de diferentes quimiotipos de Lippia alba sobre
Hemileia vastatrix e Pseudomonas coronafaciens pv. garcae, por meio de ensaios in vitro € in
planta, considerando a influéncia do quimiotipo, da dose ¢ do momento de aplicagdo

(preventivo e curativo) na eficiéncia de controle das doengas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do oOleo essencial de Lippia alba

4.1.1 Critério de selecdo dos acessos de Lippia alba

Para obter o 6leo essencial, foram coletados diferentes acessos (linhagens de plantas que
possuem uma identidade genética inica) de Lippi alba pertencentes ao Banco de Germoplasma
do Instituto Agrondmico, em Campinas (IAC). A selecdo dos acessos seguiu critérios diferentes
para cada patogeno, baseando-se em hipdteses tedricas e em dados de triagens biologicas
anteriores conduzidas pela Marina Eré. Para o fungo Hemileia vastatrix, o desenho
experimental baseou-se na hipdtese de sinergismo dos compostos majoritdrios (citral e
mirceno), com base no potencial biologico previamente observado contra Candida albicans. Ja

para a bactéria Pseudomonas coronafaciens pv. garcae, os tratamentos foram selecionados a
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partir dos resultados mais promissores obtidos em uma triagem prévia de 6leos essenciais

(Tabela 1).

Tabela 1. Critério de selecao dos acessos de dleos essenciais de Lippi alba.

Acesso  Quimiotipo Patégeno Alvo Triagem Ensaio

LA-108 Citral Hemileia vastatrix Nao In vitro / In planta
LA-129 Mirceno Hemileia vastatrix Nao In vitro / In planta
LA-132 Citral/Mirceno Hemileia vastatrix Nao Invitro / In planta
LA-42 Linalol Pseudomonas coronafaciens pv.garcae Sim Invitro / In planta
LA-132 Citral/Mirceno  Pseudomonas coronafaciens pv.garcae Sim In vitro / In planta

Legenda: Esta tabela resume a estratégia de selecdo dos acessos avaliados na pesquisa. A primeira
coluna apresenta o cddigo do acesso; a segunda indica o quimiotipo (o composto quimico que domina
o0 6leo essencial); a terceira aponta o patogeno alvo testado. A quarta coluna sinaliza se a escolha foi
baseada em uma triagem prévia (testes anteriores que comprovaram a eficacia daquele 6leo especifico)
ou se partiu de uma hipotese inédita.

4.1.2 Coleta dos acessos de Lippia alba

As plantas selecionadas eram adultas e cultivadas em condi¢des rusticas no campo
experimental do IAC, localizado em Campinas, SP, Brasil. A regido apresenta clima subtropical
umido do tipo Cwa, segundo a classificagdio de Koppen-Geiger, caracterizado por verdes
quentes e chuvosos e invernos secos, com temperatura média anual em torno de 22 °C e
precipitagdo anual aproximada entre 1.300 e 1.500 mm, conforme dados institucionais da regido
(Beck et al., 2018). As coletas foram realizadas nos anos de 2024 e 2025, sempre no periodo da
manha, utilizando folhas maduras e totalmente expandidas, sob temperatura ambiente entre 25

e 30 °C.

Foram coletados ramos de aproximadamente 30 cm, e acondicionados em caixas
plasticas, sendo posteriormente submetidos a secagem natural durante sete dias em casa de
vegetacao, onde as amostras permaneceram sobre bancada, em ambiente com temperatura entre

25 e 30 °C, sem controle de umidade relativa ou luminosidade (Figura 9).
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Figura 9. Coleta do material vegetal de Lippia alba. a. Ramos em caixas plasticas submetidos a secagem
natural; b. Ramos secos; ¢. Sacos plasticos com folhas maceradas.

Apos a secagem, as folhas foram separadas manualmente dos galhos e maceradas até a
obten¢do de fragmentos pequenos e homogéneos. O material seco foi armazenado em sacos
plasticos devidamente identificados de acordo com o acesso. Em seguida foram encaminhados
ao Laboratorio de Fitoquimica do Instituto Agronémico, em Campinas (IAC) para a extragdo

do 0Oleo essencial.

4.1.3 Extracao do dleo essencial

Para cada extragdo de 6leo essencial, aproximadamente 80g de folhas maceradas foram
transferidas para um baldo de fundo redondo de vidro borossilicato, contendo aproximadamente
1000 mL de agua destilada a temperatura ambiente. A extracdo foi realizada por hidrodestilagao

em aparelho tipo Clevenger acoplado a condensador reto refrigerado por circulagdo continua

de 4gua mantida em baixa temperatura, com adic¢ao periddica de gelo (Figura 10).

Figura 10. Extracdo do 6leo essencial de Lippia alba. a. Clevenger; b. Baldes de vidro com folhas
maceradas; ¢. Oleo essencial extraido.
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O sistema foi aquecido em manta térmica até o inicio da ebulicdo. Apds o inicio da
ebulicdo, o conjunto foi mantido sob refluxo continuo por 2 horas, periodo previamente
determinado como necessario para a estabilizacdo do volume de 6leo essencial coletado em
ensaios preliminares. Ao final da destilagdo, a fase oleosa foi separada da fase aquosa por
decantagao. O 6leo essencial bruto foi coletado com micropipetas e transferido para frascos de
vidro ambar, os quais foram armazenados em freezer doméstico (= —18 °C). Depois calculou-

se o rendimento do 6leo essencial, expresso em porcentagem (massa/massa).

4.1.4 Perfil Quimico de Oleos Essenciais por Cromatografia Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM)

Para a identificagdo e quantificagdo dos compostos volateis dos 6leos essenciais (OEs),
foi realizada uma andlise por CG-EM utilizando os sistemas Thermo GC TRACE 1310 e
Shimadzu QP2010 ULTRA, equipados com detector de ionizagdo em chama (DIC) e
espectrometro de massas (EM), operando com uma razao de divisao de fluxo (split) de 3:7 para
0 EM e o DIC, respectivamente. O injetor foi mantido a 220 °C com uma razdo de divisdo de
fluxo (split) de 1:20 para o gas de arraste (hélio, grau de pureza de 99,9999%). A separacdo das
substancias foi realizada em uma coluna capilar TR-5M (30 m % 0,25 mm % 0,25 um), seguindo
uma programacao de temperatura de 60 °C a 240 °C (3 °C min ') e uma vazao do gas de arraste

hélio de 1 mL min.

O espectrometro de massas (EM) operou em modo de varredura completa (full scan),
com impacto eletronico de 70 eV e uma faixa de aquisicao de 40 a 450 m/z. A temperatura da
interface foi mantida em aproximadamente 240 °C, e o detector de ionizacdo em chama foi
aquecido a 250 °C. A identificag¢do dos constituintes quimicos foi realizada por meio de analise
comparativa dos espectros de massas das substancias com a biblioteca do National Institute of
Standards and Technology (NIST 14) e indices de retencao da literatura (Adams, 2017). Os
indices de retencao foram calculados a partir da injecao de uma mistura de n-alcanos (C9-C24,
Sigma EUA) sob as mesmas condi¢des cromatograficas das amostras, aplicando a equagdo de

Van den Dool e Kratz (1963).
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4.2 Ensaios com Hemileia vastatrix

4.2.1 In vitro

4.2.1.1 Delineamento experimental

Os ensaios in vitro foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC).
O arranjo experimental foi disposto em esquema fatorial 3 x 5 + 2, composto pela combinagao
de trés dleos essenciais, cinco concentragdes e dois tratamentos adicionais (controles positivo
e negativo), totalizando 17 tratamentos, com 3 repeticdes cada. Os 6leos essenciais foram
incorporados ao meio de cultura ainda quente antes do vertimento nas placas de Petri. Apds a
solidificacdo do meio, cada placa recebeu a inoculacdo de dos esporos do patdégeno. Como
controle negativo, utilizou-se apenas o meio de cultura, e como controle positivo, o fungicida

comercial Opera®, servindo como referéncia bioldgica para a interpretagdo dos resultados.

Tabela 2. Esquema do delineamento (DIC) para os tratamentos in vitro.

Tratamentos 0,0125% 0,025% 0,05% 0,1% 0,2%
LA-108 3 3 3 3 3
LA-129 3 3 3 3 3
LA-132 3 3 3 3 3

CP - - - - -
CN - - - - -

Legenda: LA-108 (citral), LA-129 (mirceno), LA-132 (citral/mirceno). Controle negativo (CN): Meio
de cultura + patdgeno. Controle positivo (CP): Meio de cultura + produto comercial de referéncia +
patogeno. De 0,0125% a 0,2% sdo as concentragdes avaliadas.

4.2.1.2 Obtencao do indculo, preparo e viabilidade

Os esporos de Hemileia vastatrix foram coletados da cole¢do BAG do centro de café do
IAC, identificados como ragas II (v5), I (v2v5), III (vlv5) e XV (v4v5). Uma vez que o
patdgeno € classificado como biotréfico obrigatorio e ndo pode ser cultivado em meio de cultura
artificial. A dependéncia de tecido vegetal vivo para sua multiplicag¢do inviabiliza a manutencao
do fungo em condig¢des de laboratdrio, tornando necessaria a obtengdo direta do indculo a partir
de folhas infectadas. Folhas de cafeeiro foram selecionadas com base na intensidade dos
sintomas, priorizando-se pustulas maduras de coloragao alaranjada e auséncia de coinfecgdes

visiveis (Figura 11).
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Figura 11. Coleta dos esporos de Hemileia vastatrix. a. Folhas de Coffea arabica com ferrugem; b.
Esporos soltos; ¢. Dicromato de potassio.

As folhas foram coletadas em sacos de papel e transportadas ao laboratdrio, onde os
esporos foram imediatamente raspados da superficie foliar com pipeta Pasteur com extremidade
cortada e transferidos para microtubos tipo Eppendorf. Para armazenamento de curto a médio
prazo, os esporos foram mantidos em dicromato de potéssio, acondicionados com uma pequena
camada de algoddo e conservados sob refrigeracdo entre 2 e 8 °C até o momento do uso

experimental.

Antes de iniciar o experimento in vitro, realizou-se o ensaio de viabilidade dos esporos
para confirmar se o lote estava viavel para prosseguir com o experimento. Uma aliquota de
esporos foi distribuida sobre uma lamina contendo 50 pL. de dgua destilada e incubada em
camara imida a 22 °C por 24 horas. Apds a incubag¢do, a lamina foi avaliada em microscopio

optico (40x%) (Figura 12).
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Figura 12. Viabilidade dos esporos de Hemileia vastatrix. a. Visdo do microscopio optico (40x); b.
Campo de visdo ampliado.

Foram analisados trés campos de visdo, contabilizando-se 100 esporos por campo,
incluindo esporos germinados e ndo germinados. O critério utilizado para germinagao
considerou a emissdo do tubo germinativo com comprimento igual ou superior ao didmetro do
esporo como critério de viabilidade. Apos a avaliagdo da viabilidade, foi preparada a suspensao
de esporos destinada aos ensaios de atividade antifingica. A concentracdo da suspensao de
esporos foi determinada por contagem direta sob microscopio Optico, contabilizando-se os
esporos presentes em quatro quadrantes grandes da grade. A concentracao foi calculada a partir
da média do niimero de esporos por quadrante, considerando o volume correspondente a cada

quadrante grande da camara de Neubauer (1 x 10~* mL).

4.2.1.3 Avaliacao da atividade antifangica sobre os esporos de Hemileia vastatrix

Os ensaios in vitro foram conduzidos no Instituto Biologico de Campinas. Foram
avaliados a atividade antifungica dos oOleos essenciais de Lippia alba sobre os esporos de
Hemileia vastatrix. Sendo possivel dois resultados, atividade fungistatica, ¢ a capacidade de
inibir o crescimento e a atividade fungicida, a capacidade de matar o fungo. O meio de cultura
agar-agar foi preparado com 7,5g de agar e 0,2g de Pentabiotico® Veterindrio (para evitar

contaminag¢do bacteriana), dissolvidos em 500 mL de 4gua destilada, seguido de esterilizagado
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em autoclave (121 °C por 20 min) e resfriamento até aproximadamente 40 °C, temperatura que
permite a incorporagdo dos dleos essenciais sem volatilizacdo excessiva. Os 0leos essenciais
foram incorporados diretamente ao meio de cultura com o objetivo de promover sua
distribuicdo homogénea e garantir o contato direto e continuo com os esporos durante o
processo de germinacao. A quantidade de 6leo essencial para cada concentragdo, foi calculada
para as 3 repeti¢des e depois distribuidas para cada poco da placa de ELISA, no qual comporta
5 ml (Tabela 3).

Tabela 3. Volume total de dleo essencial incorporado ao meio de cultura para as 3 repetigdes.

Concentracio (% v/v) Volume de 6leo essencial (ul) Meio de cultura (mL)
0,0125 1,8 15
0,025 3,75 15
0,05 7,5 15
0,1 15 15
0,2 30 15

Legenda: (% v/v): volume de 6leo essencial adicionado em rela¢do ao volume final do meio de cultura.
Volume de 6leo essencial (uL): volume adicionado ao meio de cultura para obtencdo das concentragdes
finais avaliadas (% v/v). Meio de cultura (ml): volume total de meio de cultura para as 3 repeticdes.

Em seguida, foi adicionada dgua nas colunas sem meio de cultura, apenas para manter
a umidade interna das placas, favorecendo a germina¢do dos esporos, sem participagdo
experimental. Apos a distribui¢do, as placas foram mantidas em repouso até a completa
solidificacdo do meio de cultura. Apos a solidificagdo, foram inoculados 100 pL da suspensao
de esporos na superficie de cada pogo. As placas inoculadas foram cobertas com papel-jornal

para favorecer o escurecimento total e incubadas em cadmara BOD a 22 °C por 24 horas.
4.2.2 In planta
4.2.2.1 Obtencao das mudas de Coffea arabica para ensaios in planta
As mudas foram obtidas do centro de café¢ do Instituto Agrondmico de Campinas.
Apresentavam desenvolvimento vegetativo uniforme, auséncia de sintomas visiveis de doencas

e numero semelhante de folhas. As mudas foram cultivadas em tubetes individuais contendo

substrato comercial apropriado para cafeeiro e irrigadas regularmente (Figura 13).
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Figura 13. Mudas de Coffea arabica.

Para os ensaios envolvendo a ferrugem do cafeeiro, foram utilizadas mudas do cultivar
Bourbon Amarelo J9, selecionado por apresentar maior suscetibilidade a doencga, favorecendo
o adequado estabelecimento da infec¢do. Para os ensaios com a mancha aureolada, utilizaram-
se mudas da cultivar Catuai Amarelo IAC62 material de referéncia adotado pelo grupo de
pesquisa, amplamente caracterizado em estudos anteriores. As mudas s6 forma utilizadas no

experimento quando atingiram 6 meses de idade.

4.2.2.2 Delineamento experimental

Os ensaios in planta foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 3 x 3 x 2, correspondente a trés 6leos essenciais, trés concentragdes
e dois momentos de aplicacdo. Adicionalmente, foram incluidos dois controles: controle
positivo - CP (tratamento com produto comercial Opera®), utilizados como referéncia
bioldgica e controle negativo - CN (plantas inoculadas sem nenhum tratamento), conforme

Tabela 4.
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Tabela 4. Delineamento inteiramente casualizado (DIC) in vitro para Hemileia vastatrix

Tratamento Aplicacio 0,0125% 0,05% 0,1%
LA-108 Preventivo 6 6 6
LA-129 Preventivo 6 6 6
LA-132 Preventivo 6 6 6
LA-108 Curativo 6 6 6
LA-129 Curativo 6 6 6
LA-132 Curativo 6 6 6

CP Preventivo - - -
CN - - - -

Legenda: Os numeros 6 na tabela representam a quantidade de repeti¢des utilizadas por tratamento.
Preventivo: Aplicagdo dos 6leos essenciais ou do controle positivo realizada antes da inoculagdo com
Hemileia vastatrix. Curativo: Aplicagdo dos 6leos essenciais realizada apés a inoculagdo com o
patogeno. CP (Controle Positivo): Fungicida comercial Opera® aplicado de forma preventiva. CN
(Controle Negativo): Mudas inoculadas apenas com o patdégeno, sem a aplicacdo de tratamentos
fungicidas ou oleos.

Cada muda constituiu uma unidade experimental, sendo utilizadas seis por tratamento.
Em cada uma, quatro folhas foram selecionadas para inoculagdo e avaliag¢do (Figura 17), sendo

consideradas subamostras para obtengao da média.

Figura 14. Distribuicdo das plantas no delineamento experimental. a. Distribui¢do das plantas nas

bandejas; b. Folhas selecionadas.

4.2.2.3 Preparo dos oleos essenciais de Lippia alba para aplicacio

O preparo dos 6leos essenciais foi conduzido no centro de genética LABIPLAM do

Instituo Agrondmico em Campinas. Preparou-se uma emulsdo 6leo-em-agua para permitir a
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dispersdo homogénea dos 6leos essenciais em meio aquoso. Foram usados Tween 80, Oleos

essenciais e dgua destilada, armazenados em tubos falcon (Figura 15).

Figura 15. Emulsdes de oleo essencial de Lippia alba da mais concentrada 0,2%, 0,05% e 0,0125%
respectivamente.

Essa emulsdo foi homogeneizada em vortex e mantido sob refrigeracdo (8°C) até o
momento da aplicagdo. O preparo foi feito igualmente para as duas aplicagdes, preventiva e
curativa. E reproduzidas para cada 6leo essencial respectivo o seu acesso (LA-108, LA-129 e

LA-132). As quantidades usadas de cada ingrediente seguem na Tabela 5.

Tabela 5. Formulagao utilizada para o preparo de 30 mL de cada emuls@o.

Componentes Funcio 0,0125% 0,05% 0,2%

Tween 80 Emulsificante 3,75uL 15ul 60ul
Oleo essencial Antifungico 3,75ul 15uL 60uL
Agua destilada Veiculo 30mL 30mL 30mL

Legenda: Tween 80: Utilizado como agente emulsificante (tensoativo). Oleo essencial: Ingrediente
ativo antifingico. Agua destilada: Veiculo aquoso da formulagdo. Os volumes estdo expressos em
mililitros (mL) e microlitros (ulL). O volume da formulagao aplicado foi de 5 mL por muda, totalizando
30 mL por tratamento (6 repeti¢des). O consumo total de 6leo essencial para o preparo das concentragdes
avaliadas de cada acesso de Lippia alba foi de 78,75mL.
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4.2.2.4 Aplicacao dos dleos essenciais nas folhas de Bourbon Amarelo

Foram iniciados os experimentos quando as mudas atingiram 6 meses de idade. Todas
elas foram mantidas em sala de incubagdo com temperatura mantida controlada a 22°C por meio
de condicionador de ar, com fotoperiodo ajustado para 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Os
tratamentos foram definidos como preventivo e curativo em fun¢do do momento de aplicagao
dos 6leos essenciais de Lippia alba em relagdo a inoculagdo do patégenos Hemileia vastatrix.
O tratamento preventivo foi realizado por meio da aplicacdo dos 6leos essenciais 24 horas antes
da inoculagdo dos patdégenos, com o objetivo de avaliar o efeito dos compostos quando
aplicados previamente ao contato entre planta e patdgeno. Ja o tratamento curativo, foi realizado
por meio da aplicacdo dos Oleos essenciais 24 horas apds a inoculagdo, quando o processo
infeccioso ja havia sido iniciado, permitindo avaliar o efeito dos oOleos essenciais quando
aplicados apo6s o estabelecimento inicial da infec¢do. As aplicacdes foram feitas nas faces

abaxial e adaxial das folhas (Figura 16).

Figura 16. Aplicagdo dos dleos essenciais de Lippia alba nas folhas utilizando pulverizador manual. a.
Parte abaxial da folha; b. Parte adaxial da folha.

Embora a penetragdo inicial de H. vastatrix ocorra predominantemente pela face
abaxial, em fun¢do da maior densidade estomatica, a pulverizacdo em ambas as faces assegurou
a formag¢ao de um filme continuo do tratamento, reduzindo falhas de cobertura e limitando o

avango do patogeno pelos tecidos foliares. A pulverizagdo foi padronizada com o uso de
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pulverizador manual, aplicando-se dois jatos por face foliar. Esse numero foi previamente
determinado por fornecer cobertura homogénea, sem causar escorrimento excessivo, garantindo
volumes equivalentes entre os tratamentos. O modo de aplicacdo foi idéntico para os
tratamentos preventivos e curativos, diferindo apenas no momento da aplicagdo em relagao a

inoculacdo do patdgeno.

4.2.2.5 Inoculacido de Hemileia vastatrix nas folhas de Bourbon Amarelo

Foram preparadas as suspensoes de esporos de Hemileia vastatrix no LABIPLAM do
centro de genética do IAC e levados para a sala e incubagdo. Foram usados os esporos que
estavam armazenados em dicromato de potassio. Realizou-se a pesagem direta do indculo,
utilizando-se 1 mg de esporos por mL de agua destilada. Como havia 108 plantas, 432 folhas,

entdo preparou-se 432mg de esporos para 432 mL de 4gua destilada.

A inoculagdo foi realizada pela aplicacdo de 1 mL da suspensao de esporos diretamente
na face abaxial das folhas das mudas, utilizando pulverizador manual pressurizado, a fim de
promover a deposicdo uniforme da solucdo sobre a superficie foliar. Apds a inoculagdo, as
plantas foram mantidas em bandejas cobertas com sacos plasticos pretos previamente
umedecidos, permanecendo em ambiente escuro e com elevada umidade relativa por 24 horas,
condi¢des favoraveis a germinacdo dos esporos € a penetragdo pelos estdmatos foliares (Figura
17). Em seguida, os sacos plasticos foram removidos, e as plantas mantidas sob fotoperiodo de

12 horas, com iluminagdo LED, até o aparecimento dos primeiros sintomas.

Figura 17. Etapas da inoculagdo de Hemileia vastatrix em folhas de Coffea arabica. a. Folha inoculada
com a suspensdo de esporos; b. bandejas com mudas cobertas com sacos plasticos pretos.
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4.2.2.6 Avaliacio da atividade dos o6leos essenciais sobre a ferrugem

A avaliacdo da atividade dos 6leos essenciais sobre a ferrugem, foi avaliada segundo

uma escala de notas de Eskes. No qual através do nimero de lesdes observados ¢ possivel

estimar a severidade e % de 4area lesionada (Figura 18).

Figura 18. Escala visual criada como exemplo de padronizagdo na contagem do numero de lesdes
observados.

As observagdes foram feitas a cada dois dias, até o prazo de 30 dias ap6s a inoculagdo,

quando todos os tratamentos atingiram o nivel maximo de severidade de 5 (Tabela 6)

Tabela 6. Escala de notas para avaliagdo da severidade da doenga, adaptada de Lucas (2017) .

Lesoes Ponto Area lesionada (%)
0 0 0
1-2 1 0,6-1,3
2-4 2 1,3-25
4-8 3 2,5-5.2
8-15 4 52-9,7
15-29 5 9,7-18,5

Legenda: Escala diagramatica de notas utilizada para a quantificagdo da severidade da ferrugem do
cafeeiro (Hemileia vastatrix). Lesdes visiveis: Contagem absoluta do numero de pustulas observadas
por folha. Severidade: indice expresso em escala de notas (0 a 5) utilizado como variavel resumo para a
padronizagdo e analise estatistica dos dados. Porcentagem de area foliar lesionada: Proporgdo da area foliar total
ocupada ou colonizada pelas lesdes do patdgeno.

4.2.2.7 Analise de dados

Para obter os dados de severidade da ferrugem, consideraram-se os seguintes tempos:
18, 26 e 31 dias apds a inoculagdo, quando houve mudangas significativas das lesdes. Cada
tempo de avaliacdo foi analisado individualmente por andlise de variancia (ANOVA), apos

verificagdo dos pressupostos de normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e
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homogeneidade das variancias pelo teste de Levene. Quando constatado efeito significativo dos
tratamentos (p < 0,05), as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. A evolugdo da doenga ao longo do periodo experimental foi analisada por meio
da construcao das curvas de progressao da severidade. As andlises estatisticas foram realizadas

no software R, e os graficos foram elaborados com auxilio do ChatGPT.

4.3 Ensaios com Pseudomonas coronafaciens pv garcae

4.3.1 In vitro

4.3.1.1 Delineamento experimental

O experimento in vitro foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
utilizando microplacas de 96 pocos, contendo oito linhas (A-H) e doze colunas (1-12). O
delineamento correspondeu a um arranjo fatorial 2 x 8, composto por dois acessos de Lippia
alba LA-42 e LA-132 e oito concentragdes, de 2mg/mL até 0,0156 mg/mL na razdo 1:2. Como
controles, foram incluidos: controle positivo — CP (antibidtico cloranfenicol), controle negativo
- CN (meio de cultura + DMSO + in6culo), controle de esterilidade — CE (meio de cultura +

DMSO, sem indculo) e controle do solvente — CS (DMSO < 1%).

Tabela 7. Delineamento inteiramente casualizado (DIC) in vitro para Pseudomonas coronafaciens pv

garcae
Linha Concentracoes (mg/mL) LA-42 LA-132
A 2,0 2 2
B 1,0 2 2
C 0,5 2 2
D 0,25 2 2
E 0,125 2 2
F 0,0625 2 2
G 0,0313 2 2
H 0,0156 2 2
CP - - -
CN - - -
CE - - -
CS - - -

Legenda: Linha: Corresponde as concentracdes testadas. Concentragdes: Obtidas na dilui¢do seriada.
LA-42: Acesso pertencente ao quimiotipo Linalol. L-132: Acesso pertencente ao quimiotipo
Citral/Mirceno. Numero 2 representa o numero de repeticdes realizadas. CP: controle positivo
(antibidtico cloranfenicol). CN: controle negativo (meio de cultura + DMSO + in6culo). CE: Controle
de esterilidade (meio de cultura + DMSO, sem indculo). CS: controle do solvente (DMSO < 1%).
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4.3.1.2 Preparo da placa de Microdilui¢do em caldo

A atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de Lippia alba foi avaliada frente a cepa
fitopatogénica Pseudomonas coronafaciens pv. garcae (IBSBF 1197) concebida pela Dr. Suzete
da UNICAMP e preparada pelo CPQBA de Campinas. Usou-se 0 método de microdilui¢do em
caldo conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005; M7-
A6), com adaptacdes para fitopatogenos bacterianos. Este ensaio possibilita dois resultados,
atividade bacteriostatica, ¢ a capacidade de inibir o crescimento da bactéria e a atividade

bactericida, ¢ a capacidade de matar.

Foram preparadas emulsdes-mae dos acessos LA-42 e LA-132 a partir de 15 mg do 6leo
essencial. Posteriormente, foram dissolvidos em solucao contendo Tween 80 e dimetilsulfoxido
(DMSO) até completa emulsificagdo. Em seguida, adicionou-se caldo Mueller Hinton (MHB)
para obten¢do de uma solugdo mae final a 8 mg/mL. Essa solugdo, foi utilizada para a
preparagdo das diluigdes seriadas na placa de 96 pogos. Cada pogo continha 400ul total de
volume, sendo 100ul da solu¢ao mae de 6leo essencial, 100ul de MHB, e 200ul da suspen¢ao
bacteriana a 1 x 10° UFC/mL. Assim a concentracdo inicial do 6leo essencial na linha A foi de
2mg/ml. A partir dessa concentrag@o, foram realizadas dilui¢cdes seriadas na razao 1:2 ao longo
das linhas seguintes (B—H), originando uma faixa de concentragdes entre 1 mg/mL e 0,0156
mg/mL. Para cada acesso foram feitas duplicaras. O calculo utilizado para obter a concentragao
inicial foi:

Cf=CixVi/Vtotal —— Cf=8mg/mL x 100uL / 400uL = 2mg/mL

A suspensao bacteriana foi preparada a partir de cultura jovem, padronizada para 0,5 na
escala de McFarland e diluida no MHB até concentragdo final de 1 x 10° UFC/mL. Os pogos
das colunas 11 e 12 foram preenchidos com agua estéril para minimizar evaporagao durante a
incubacdo. Por fim, as placas foram vedadas com Parafilm® e incubadas por 24 h a 28 + 2 °C,

com leitura confirmatoria apos 48 h.

4.3.1.3 Avaliacao da atividade antibacteriana no ensaio de Microdilui¢ao em caldo

Ap6s o periodo de incubacdo, foi adicionado 0,5% (20 L por pogo) de cloreto de trifenil

tetrazolio (TTC) sobre os pogos para a visualizacao da atividade antibacteriana. Em seguida, as
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placas foram incubadas no escuro por trés horas. O TTC foi utilizado devido a sua sensibilidade
para deteccdo metabdlica e ampla aceitagdo em ensaios microbiologicos (Bochner, 1989; Chiers
et al., 2020). A presenca de coloragdo vermelha indica crescimento bacteriano ativo, enquanto

a auséncia de coloracdo sugere inibicdo completa (Figura 19).

Figura 19. Placa de 96 pogos com a presenca de coloragdo vermelha (crescimento bacteriano ativo) e a
auséncia de coloracdo (inibi¢do completa).

4.3.1.4 Interpretacio dos resultados

Apds a visualizagdo de quais Oleos essenciais extraidos inibiram o crescimento
bacteriano (auséncia de coloracdo vermelha nos pogos). Foram identificadas todas as
concentragdes respectivas. Em seguida, determinou-se a concentragdo inibitoria minima (CIM),
definida como a menor concentragdo do dleo essencial capaz de impedir completamente o
desenvolvimento de coloragdo vermelha e de turbidez visivel no meio. A partir de todas as
concentragdes que tiveram atividade inibitoria, realizou-se um segundo ensaio para a
determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM). Ou seja, para confirmar se, a mesma

concentragdo para inibir o crescimento bacteriano € a mesma para causar morte bacteriana.

Assim foram feitas aliquotas de 10 uL dos pogos considerados inibitorios e repicadas
em placas de agar Mueller—Hinton, incubadas a 28 °C por 48 horas. A CBM correspondeu a
menor concentragdo capaz de impedir totalmente o crescimento bacteriano nas placas de
repique. Os valores de CIM e CBM foram expressos em mg/mL, convertidos posteriormente

para pg/mL conforme densidade de cada 6leo essencial. Apds a determinacdo da CIM e CBM
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para cada dleo essencial, classificou-se os resultados em categorias de atividade antibacteriana,
segundo a classificagdo proposta por Sartoratto et al. (2004). Ela estabelece categoria alta

resultados <500 ug/mL, moderada 500 — 1500 ug/mL ou baixa > 1500 ug/mL.

4.3.2 In planta

4.3.2.1 Obtenciao das mudas de Coffea arabica para ensaios in planta

Para os ensaios com a mancha aureolada, utilizaram-se mudas da cultivar Catuai
Amarelo TAC62 material de referéncia adotado pelo grupo de pesquisa, amplamente

caracterizado em estudos anteriores.

4.3.2.2 Delineamento experimental

Os ensaios in planta foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 2 x 2 x 2 correspondentes a dois acessos, duas concentracdes e dois
momentos de aplicacdo (Tabela). Adicionalmente, foram incluidos dois controles: controle
positivo - CP (tratamento com produto comercial Kasumin®), utilizados como referéncia
biologica e controle negativo - CN (plantas inoculadas sem nenhum tratamento). Cada

tratamento foi composto por quatro repeti¢des, sendo uma planta por repeticao (Tabela 8).

Tabela 8. Delineamento inteiramente casualizado (DIC) in planta para Pseudomonas coronafaciens pv

garcae
Acesso 0,025% 0,05% Aplicacio
LA-42 4 4 Preventivo
LA-132 4 4 Preventivo

LA-42 4 4 Curativo

LA-132 4 4 Curativo
CP 4 4 Preventivo

CN 4 4 -

Legenda: O numero 4 na tabela representa a quantidade de repetigdes utilizada por tratamento.
Preventivo: Aplicagdo dos 6leos essenciais ou do controle positivo realizada antes da inoculagdo com
Pseudomonas coronafaciens pv garcae. Curativo: Aplicacdo dos oleos essenciais realizada apds a
inoculag@o com o patégeno. CP (Controle Positivo): Bactericida comercial Kasumin® aplicado de forma
preventiva. CN (Controle Negativo): Mudas inoculadas apenas com o patégeno, sem a aplicagdo de
tratamentos bacterianos.
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4.3.2.3 Inoculacio de Pseudomonas coronafaciens pv garcae nas folhas de Catuai

Amarelo

Inicialmente, preparou-se uma suspensao de Pseudomonas coronafaciens pv. garcae,
que foi cultivada em meio TSA e transferida para caldo TSB. Posteriormente, foi incubada em
estufa tipo BOD a 28 °C por 24 horas, sob agitacao constante, até atingir a fase exponencial de
crescimento. A suspensdo bacteriana foi padronizada para aproximadamente 1 x 10®* UFC mL
por leitura espectrofotométrica a 600 nm. A inoculagdo foi realizada nos 4 primeiros pares de
folhas, na face abaxial. Por meio de dispositivo de abrasdao previamente umedecido na

suspensdo bacteriana, promovendo microlesdes que facilitam a entrada do patégeno.

4.3.2.4 Preparo dos oleos essenciais para aplicaciao

Para os ensaios com Pseudomonas coronafaciens pv. garcae, foram preparados 20 mL
da emulsdo para cada dleo essencial, concentracdes (0,025% e 0,05% v/v) e tipo de aplicagdo
(preventivo e curativo). Para esse volume, as aliquotas de 6leo essencial foram de 5 pL
(0,025%) e 10 uL (0,05%), complementadas com Tween 80 em volume equivalente ao do 6leo
e agua destilada até 20 mL. Considerando ambos os modos de aplicagdo, o volume total de 6leo

essencial utilizado por 6leo essencial foi de 30 pL (Tabela 9).

Tabela 9. Componentes e volumes utilizados para cada emulsdo nas concentracdes testadas.

Componente Funcao 0,025% 0,05%
Tween 80 Emulsificante S5ul 10ulL
Oleo essencial Antimicrobiano S5ul 10uL
Agua destilada Veiculo 20mL 20mL

Legenda: Tween 80: Utilizado como agente emulsificante (tensoativo). Oleo essencial: Ingrediente
ativo antifingico. Agua destilada: Veiculo aquoso da formulagio. Os volumes estio expressos em
mililitros (mL) e microlitros (uL). O volume da formulagao aplicado foi de 5 mL por muda, totalizando
20 mL por tratamento (6 repeti¢des). O consumo total de 6leo essencial para o preparo das concentragdes
avaliadas de cada acesso de Lippia alba foi de 30uL.
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4.3.2.5 Avaliacao da atividade dos 6leos essenciais sobre a mancha aureolada

Foram avaliados o grau de desenvolvimento da doenca em escala de 5 graus, segundo
Rodrigues (2017). Considerando-se: grau 1, lesdes secas, pequenas e dispersas; grau 2, lesdes
enxarcadas, pequenas e mais agrupadas; grau 3, lesdes enxarcadas, maiores e mais agrupadas;
grau 4, lesdes enxarcadas ocupando mais da metade da area inoculada; e grau 5, lesdes
ocupando toda a area inoculada (Figura 20). As avaliagdes foram realizadas ao longo do tempo

até a progressao dos sintomas atingir o grau maximo (nota 5).

Figura 20. Escala ordinal de severidade de 1 a 5. Fonte: Rodrigues (2017).

Os dados obtidos nos ensaios in planta foram analisados considerando-se a planta como
unidade experimental, com quatro repeti¢cdes por tratamento. Para cada data de avaliacdo, a
severidade da doenga por planta foi estimada pela média das notas atribuidas as quatro folhas
avaliadas (F1-F4). Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) apos
verificacdo dos pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade de variancias.
Quando identificado efeito significativo dos tratamentos, as médias foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott, adotando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

O progresso temporal da doenga foi resumido por meio da Area Abaixo da Curva de
Progresso da Doenca (AACPD). Depois, foi calculada a eficiéncia dos tratamentos em relagao
ao controle negativo, expressa em porcentagem de redugdo da severidade da doenca. Para
compreender as diferengas entre 0 momento de aplicagdo dos oOleos essenciais, foi realizada
uma Analise de Componentes Principais (PCA) utilizando os dados de severidade da doenca
obtidos nas avaliagdes realizadas aos 18, 26 e 30 dias apds a inoculacdo. Na andlise, foram
incluidos todos os tratamentos. Os resultados foram representados por componentes principais
(PC1 e PC2), com inclusdo de elipses de confianca de 95% para visualizagdo da dispersao dos
tratamentos de acordo com o tipo de aplicagdo. As andlises estatisticas foram realizadas através

do software RStudio 2026.05.1+225 e auxilio do ChatGPT.

36



S RESULTADOS

5.1 Rendimento e Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Foram observadas variagdes no rendimento entre os diferentes acessos avaliados, com
valores variando de 0,35% a 1,43%. Para os 0leos essenciais usados no controle de Hemileia
vastatrix, o maior rendimento foi o OEs extraido do acesso LA-108, ja para Pseudomonas
coronafaciens pv garcae, o maior rendimento foi do acesso LA-132. A caracterizacdo quimica
por CG-EM, mostrou o quimiotipo presente em cada 6leo essencial e sua quantidade. Isso
permitiu classificar, a classe de cada acesso e relacionar com sua atividade sobre os patdégenos

avaliados, conforme Tabela 10.

Tabela 10. Rendimento e Classe Quimica dos acessos avaliados.

Acesso Rendimento (%) Quimiotipo Y% Classe Quimica

LA-42 0,89 Linalol 67,57 Monoterpeno oxigenado

LA-108 1,43 Citral 41,51 Monoterpeno oxigenado

LA-129 0,35 Mirceno 40,75 Monoterpeno hidrocarboneto

LA-132 1,36 Citral/Mirceno 48,51 Monoterpeno oxigenado/hidrocarboneto

Legenda: Rendimento (%): massa de 6leo essencial obtida em relacdo a massa seca do material vegetal.
Quimiotipo: composto presente em maior abundancia relativa no o6leo essencial. (%): porcentagem
relativa determinada por CG-EM. Classe quimica: grupo quimico ao qual pertence o composto
majoritario.

5.2 Ensaios com Hemileia vastatrix

5.2.1 In vitro

Os esporos de Hemileia vastatrix expostos ao meio de cultura sem tratamento
desenvolveram tubos germinativos, indicando que permaneceram viaveis. Em contraste, os
esporos expostos aos oleos essenciais extraidos de Lippia alba, em todas as concentracdes
avaliadas, ndo desenvolveram tubos germinativos, resultando em 100% de inibi¢do da
germinagdo (Figura 21). Resultado semelhante foi observado para o controle positivo (produto

comercial), no qual também nao houve formacdo de tubos germinativos.

37



Figura 21. Comparagdo entre controle negativo ¢ 6leo essencial de Lippia alba a. Germinac¢do dos esporos de

Hemileia vastatrix b. Inibi¢ao da germinagdo dos esporos de H. vastatrix.

5.2.2 In planta

Nos tratamentos aplicados antes da inoculagdo (tratamento preventivo) de Hemileia
vastatrix, foram observados diferentes padrdes de resposta. Quando comparados ao controle
negativo, a maioria dos tratamentos apresentou aumento da severidade da ferrugem. Para
quantificar a magnitude desse efeito, os valores de AACPD foram convertidos em porcentagem
de reducdo da severidade em relacdo ao controle negativo. Dentre os tratamentos avaliados,
apenas o controle positivo e o tratamento LA-129 a 0,05% apresentaram valores positivos de

reducdo da severidade (Figura 22).
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Figura 22. Efeito dos oleos essenciais de Lippia alba sobre a severidade da ferrugem do cafeeiro em
aplicacdes preventiva e curativa. Os painéis apresentam os valores de area abaixo da curva de progresso
da doenga (AACPD) para a aplicagdo preventiva (A) e curativa (C), bem como a reducdo da severidade
em relagdo ao controle negativo para a aplicagdo preventiva (B) e curativa (D). CN: controle negativo,
plantas inoculadas sem tratamento; CP: controle positivo, produto comercial. Os tratamentos 108, 129
e 132 correspondem aos diferentes acessos (LA) avaliados nas concentracdes I (0,0125%), II (0,05%) e
111 (0,2%). As barras representam a média dos tratamentos ¢ as barras de erro representam o erro padrido
da média.

Nos tratamentos aplicados apds a inoculagdo (tratamento curativo) de Hemileia
vastatrix, foram observados diferentes padrdes de resposta. Quando comparados ao controle
negativo, a maioria dos tratamentos apresentou aumento da severidade da ferrugem, enquanto
o tratamento LA-129 a 0,05% foi o unico a promover redu¢do da severidade da doenga. Os

resultados de reducao da severidade (%) foram os mesmos tratamentos.
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5.3 Ensaios com Pseudomonas coronafaciens pv. garcae

5.3.1 In vitro

Os oleos essenciais extraidos dos acessos LA-42 (quimiotipo linalol) e LA-132
(quimiotipo citral/mirceno) apresentaram elevada atividade antibacteriana contra Pseudomonas
coronafaciens pv. garcae, evidenciada pelos efeitos bacteriostatico e bactericida observados nas
mesmas concentragcdes minimas de 0,25 e 0,5 mg/mL. Esses resultados indicam forte potencial
antimicrobiano dos dois acessos, uma vez que foram capazes de inibir o crescimento bacteriano
e promover a eliminacdo do patdgeno em baixas concentracdes. Com base nesse desempenho
in vitro, os acessos foram selecionados para avaliacdo em mudas jovens de Coffea arabica, com
o0 objetivo de verificar se a atividade observada em condi¢des controladas seria mantida em

condi¢des in planta.

5.3.2 In planta

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre o progresso da mancha aureolada ao longo
do periodo experimental, foi calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga
(AACPD), que representa a severidade acumulada da doenga durante as avaliagdes.
Adicionalmente, os valores de AACPD foram convertidos em porcentagem de redugdo da
severidade em relacdo ao controle negativo (CN), permitindo quantificar a eficacia dos
tratamentos. Tanto as aplicagdes realizadas antes da inoculacao de Pseudomonas coronafaciens
pv. garcae (tratamento preventivo) quanto aquelas realizadas apos a inoculagdo (tratamento
curativo) apresentaram padrdo de resposta semelhante. Entretanto, os tratamentos preventivos

mostraram desempenho ligeiramente superior aos curativos.

De modo geral, todos os tratamentos contendo 6leos essenciais apresentaram valores de
AACPD inferiores aos observados no controle negativo, indicando redu¢do do progresso da
doenca. No entanto, a magnitude dessa redugao foi relativamente proxima entre os tratamentos
avaliados. O maior efeito foi observado para o tratamento LA-132.1 (0,025%), que promoveu
reducdo de 31,34% da severidade na aplicagdo preventiva, superando inclusive o controle
positivo, cuja reducdo foi de apenas 8,39%. Por outro lado, o controle positivo apresentou baixa

eficiéncia na redu¢do da severidade da doenga nas condigdes deste experimento (Figura 23).
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Figura 23. Efeito dos 6leos essenciais de Lippia alba sobre a severidade da mancha aureolada em
aplicagOes preventiva e curativa. Os painéis apresentam os valores de area abaixo da curva de progresso
da doenga (AACPD) para a aplicagdo preventiva (A) e curativa (C), bem como a reducdo da severidade
em relagdo ao controle negativo para a aplicagdo preventiva (B) e curativa (D). CN: controle negativo,
plantas inoculadas sem tratamento; CP: controle positivo, produto comercial. Os tratamentos 42 e 132
correspondem aos diferentes acessos (LA) avaliados nas concentragdes I (0,025%), I1 (0,05%). As barras
representam a média dos tratamentos e as barras de erro representam o erro padrdo da média.

A analise de componentes principais (PCA) explicou 94,3% da variabilidade total dos
dados. O controle nao inoculado (MOK) apresentou clara separacdo dos demais tratamentos,
enquanto os controles positivos (CP) e negativo (CN) permaneceram agrupados na regido
associada as variaveis de severidade. Embora ndo tenha sido observada separagdo evidente
entre os quimiotipos linalol (LA-42) e citral/mirceno (LA-132), o tratamento LA-132 a 0,025%
posicionou-se mais proximo ao MOK, sugerindo menor progressao da doenga e comportamento
mais semelhante ao das plantas sadias. Por outro lado, os tratamentos preventivos e curativos
apresentaram ampla sobreposicdo, indicando que a forma de aplicagdo ndo constituiu a

principal fonte de variacao dos dados (Figura 24).
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Figura 24. Analise de componentes principais (PCA) baseada nas avaliagdes de severidade da mancha
aureolada do cafeeiro nos dias 4, 8, 11, 14, 17 ¢ 23 apés a inoculagdo. O grafico explica 94,3% da
variabilidade total dos dados, sendo 87,1% representados pelo PC1 e 7,2% pelo PC2. Os pontos
representam os tratamentos com os 6leos essenciais dos quimiotipos linalol (LA-42) e citral/mirceno
(LA-132) aplicados de forma preventiva ou curativa. CN = controle negativo; CP = controle positivo;
MOK = controle ndo inoculado. As elipses representam os intervalos de confianca de 95% para os
grupos preventivo e curativo. Os vetores indicam a contribuicdo das avaliagcdes de severidade para a
formacg@o dos componentes principais.

6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo, demonstraram que os 6leos essenciais extraidos de
Lippia alba quando aplicados nas folhas de café, apresentam atividade fungistatica contra
Hemileia vastatrix e bacteriostatica contra Pseudomonas bacteriostatica coronafaciens pv.
garcae. Entre os quimiotipos avaliados, apenas mirceno (acesso LA-129) e citral/mirceno
(acesso LA-132) apresentaram reducdo da severidade das doengas, enquanto os quimiotipos
ricos em linalol (acesso LA-42) e citral (acesso LA-108) ndo promoveram controle significativo

nas condig¢des avaliadas.

Potg¢ et al. (2020) demonstraram que o monoterpeno mirceno ¢ capaz de alterar

propriedades fisico-quimicas de membranas bioldgicas, enquanto Albayrak et al. (2023)
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observaram alteracdes morfologicas e celulares em fungos fitopatogénicos expostos ao
composto. Além disso, Cruz et al. (2022) relataram atividade antimicrobiana de um oleo
essencial contendo elevada propor¢ao de mirceno, indicando que compostos ricos nesse
constituinte podem apresentar atividade biologica relevante. Embora a atividade antimicrobiana
para esse monoterpeno seja comprovada, poucos estudos avaliaram diretamente sua relagao
com o controle de Hemileia vastatrix e Pseudomonas coronafaciens pv. garcae. Dessa forma,
os resultados obtidos ampliam as evidéncias disponiveis ao indicar que quimiotipos contendo
mirceno podem apresentar maior potencial biologico do que quimiotipos contendo linalol ou

citral nas condi¢des avaliadas.

Embora os quimiotipos linalol e citral apresentem reconhecida atividade
antimicrobiana, sua eficiéncia depende do microrganismo-alvo, da concentragdo utilizada e das
condi¢des de aplicacdo. No caso do linalol, a auséncia de controle observada contra
Pseudomonas coronafaciens pv. garcae é compativel com os resultados de Liu et al. (2020) e
Guo et al. (2021), que relataram concentragdes inibitorias e bactericidas relativamente elevadas
para espécies de Pseudomonas. O linalol é frequentemente descrito como um composto capaz
de alterar a permeabilidade das membranas celulares e promover extravasamento de

constituintes intracelulares (Bakkali et al., 2008; Nazzaro et al., 2013).

De forma semelhante, o desempenho limitado do quimiotipo rico em citral reforcam
estudos que apontam a elevada volatilidade e a baixa persisténcia desse aldeido monoterpénico
apos a aplicagdo foliar (Ay et al., 2019; Dai et al., 2023; Liao et al., 2023). Morales-Aranibar et
al. (2023) também demonstraram que formulagdes ricas em citral geralmente requerem
concentragdes superiores para promover redugdes consistentes da ferrugem-do-cafeeiro, o que
esta de acordo com a auséncia de controle observada neste estudo, apesar da completa inibigao

da germinacgao dos esporos em condigoes in vitro.

Os ensaios in vitro demonstraram elevada atividade antimicrobiana e antifiingica,
enquanto os experimentos in planta apresentaram controle parcial ou inexistente para a maioria
dos tratamentos com Oleos essenciais. Essa discrepancia entre a atividade observada em
condig¢des laboratoriais e o desempenho em plantas ja foi relatada por diferentes autores. Pereira
et al. (2012), ao avaliarem Oleos essenciais contra a ferrugem do cafeeiro, observaram inibi¢ao
da germinagdo de esporos acompanhada apenas de redugdo parcial da severidade da doenca.
De forma semelhante, Gafnian-Betancur et al. (2024) verificaram que 6leos essenciais de tomilho
e melaleuca apresentavam atividade antifingica expressiva in vitro, mas baixa eficiéncia em

folhas destacadas e plantas envasadas. Resultados semelhantes também foram descritos por
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Amini et al. (2016), que destacaram que fatores ambientais, fisioldgicos e fisico-quimicos
podem alterar significativamente a disponibilidade dos compostos ap6s a aplicagdo, limitando

sua eficacia em condigdes reais.

Além disso, observou-se influéncia do momento de aplicacdo, com tendéncia de melhor
desempenho dos tratamentos curativos para a ferrugem e dos tratamentos preventivos para a
mancha-aureolada. O comportamento observado em relacdo ao momento de aplicagao também
concorda com estudos anteriores. Para Hemileia vastatrix, a tendéncia de melhor desempenho
dos tratamentos curativos estd de acordo com trabalhos que associam a eficiéncia dos 6leos
essenciais a inibi¢ao da germinagao dos esporos ¢ a interferéncia em etapas iniciais do processo
infeccioso (Pereira et al., 2012). Para Pseudomonas coronafaciens pv. garcae, por outro lado, a
tendéncia de melhor desempenho dos tratamentos preventivos ¢ compativel com a rapida
colonizagdo da superficie foliar descrita para espécies do género Pseudomonas (Yang et al.,
2023). Resultados semelhantes foram relatados por Nunes da Silva et al. (2025), que
observaram maior eficiéncia de determinados 6leos essenciais quando aplicados previamente a

inoculac¢ao bacteriana.

Outro resultado que se destacou neste estudo, foi o aumento da severidade da ferrugem
observado na menor concentracdo avaliada (0,0125%), independentemente do 6leo essencial
utilizado. Esse comportamento ndo ¢ normalmente relatado em estudos que avaliam Oleos
essenciais como agentes de controle de fitopatdgenos, os quais geralmente descrevem reducao
progressiva da atividade bioldgica em funcao da diminui¢do da concentragdo, mas ndo aumento
da severidade da doenca. Esse resultado sugere que concentragdes subletais podem desencadear
efeitos indiretos que vao além da acdo antimicrobiana direta dos compostos avaliados. Estudos
recentes demonstram que terpenoides e outros compostos volateis participam ativamente da
estruturagao das comunidades microbianas associadas a filosfera (De Mandal e Jeon, 2023;
Ishizaki et al., 2025; Zhang et al., 2024). Rosalie et al. (2018) também demonstraram que o
linalol ¢ capaz de modular comunidades bacterianas associadas as plantas de maneira
dependente da concentracdo. Embora essa hipotese nao tenha sido avaliada diretamente neste
trabalho, os resultados observados sdo consistentes com o conhecimento atual sobre a influéncia

dos metabolitos secundarios vegetais na organizacao da microbiota foliar.

Em conjunto, esses resultados evidenciam que a atividade de compostos isolados como
antimicrobianos nem sempre se traduz em eficiéncia agrondmica. Além disso, reforcam a

importancia de considerar fatores como concentragdo, persisténcia dos compostos, composi¢ao
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quimica completa dos 6leos essenciais e interagao com o ambiente bioldgico ao interpretar os

resultados obtidos em plantas.

7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho confirmam a hipétese de que os dleos essenciais de Lippia
alba apresentam efeito sobre Hemileia vastatrix e Pseudomonas coronafaciens pv. garcae,
sendo a resposta dependente do quimiotipo, da concentracdo utilizada e da forma de aplicagao.
Observou-se que patdogenos com caracteristicas biologicas distintas respondem de maneira
diferente aos oOleos essenciais extraidos. Entre os quimiotipos avaliados, o citral/mirceno
(acesso LA-132) apresentou maior potencial para o manejo preventivo da mancha-aureolada,
enquanto o quimiotipo mirceno (acesso LA-129), na concentragdo de 0,05% e aplicagao
curativa, destacou-se no controle da ferrugem do cafeeiro, sendo o Unico tratamento capaz de

reduzir a severidade da doenga em comparagdo ao controle negativo.

Dessa forma, conclui-se que os 6leos essenciais de Lippia alba apresentam potencial
como bioinsumos, sendo utilizados como ferramentas complementares no manejo integrado de
doencas do cafeeiro. Os objetivos propostos foram alcangados ao identificar quimiotipos
promissores, avaliar o efeito da concentragdo e da forma de aplicagdo e comparar a resposta
dos patdogenos em condic¢Oes in vitro e in planta. No entanto, seu uso pratico depende do
entendimento do ciclo biologico do patdgeno e do ajuste adequado do quimiotipo, da dose e do
momento de aplicagdo, sendo necessarios estudos adicionais para consolidar sua aplicacdo em

condi¢des de campo.
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