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RESUMO GERAL 

 A Brassicaceae agrupa diversas espécies de importância econômica. No Brasil, variedades 

como repolho (Brassica oleracea var. capitata), couve-manteiga, (B. oleracea var. acephala) 

e rúcula (Eruca sativa) são amplamente consumidas pelo valor nutricional. A mancha de 

alternaria é uma das principais doenças incidente nessas culturas, provocando danos 

significativos na produção, inviabilizando a comercialização dessas hortaliças. Muitos 

terpenos, incluído o carvacrol, têm sido estudados no controle de fitopatógenos. Assim, o 

Objetivo foi avaliar o potencial de inibição do carvacrol frente a Alternaria brassicicola e 

verificar o sua fitotoxicidade em sementes de brássicas. A patogenicidade de quatro isolados 

(CFS131, CFS132, CFS135 e CFS143) de A. brassicicola foi confirmada em plantas de couve-

manteiga, repolho e rúcula. A concentração mínima inibitória (CMI) do carvacrol, em relação 

a A. brassicicola, foi determinada pelo método de microdiluição em placas de poliestireno, com 

96 poços. O potencial de inibição do crescimento micelial (PIC %) do carvacrol sobre A. 

brassicicola foi determinado pelo método de difusão em meio de cultura e sobreposição do 

disco micelial, utilizando diferente concentrações, e a partir dos resultados obtidos foi 

determinada a CE50.  A fitotoxicidade foi realizada em sementes de couve-manteiga, repolho e 

rúcula, avaliando-se diferentes concentrações de carvacrol.  O efeito fungicida dos ativos 

clorotalonil, difenoconazol e flutriafol foi determinado sobre A. brassicicola na dose 

recomendada, duas vezes a dose recomendada e metade da dose recomenda, em relação a cada 

fungicida. A CMI variou entre os isolados, sendo 300 ppm para CFS131 e CFS132, 400 ppm 

para o isolado CFS135 e 500 ppm para CFS143.  O PIC % evidenciou que a partir de 250 ppm 

houve 100 % de inibição dos isolados CFS131 e CFS135 e com 150 ppm o CFS132 e CFS143 

foram completamente inibidos. A CE50 dos isolado foi de 59,66; 91,63; 94,67 e 88,62 ppm para 

os isolados CFS132, CFS135, CFS131 e CFS143 respectivamente. Os químicos apresentaram 

efeito fungicida em todas as doses, inibindo 100 % dos quatro isolados. As sementes de couve 

foram tolerantes ao carvacrol, germinando 92 a 99 % em 25 a 250 ppm, reduzindo para 75 % 

quando exposta a 300 ppm. Em rúcula e repolho a germinação foi acima de 90 % em 25 a 100 

ppm. A partir de 150 ppm, houve uma redução na germinação, sendo 50 e 75 % para repolho e 

rúcula, respectivamente. Em 250 e 300 ppm obteve-se 5 e 0 % de germinação para repolho, 7 

e 2 % para rúcula. Os resultados apresentados nos permitem inferir que o carvacrol apresenta 

alto potencial para controle in vitro de A. brassicicola. Estudos adicionais devem ser 

conduzidos acerca potencial de controle da molécula in vivo. 

Palavras chaves: Terpenos, Mancha de alternaria, Controle Alternativo, Brássicas. 



 

 

GENERAL ABSTRACT 

The Brassicaceae family includes various species of economic importance. In Brazil, varieties 

such as cabbage (Brassica oleracea var. capitata), collard greens (B. oleracea var. acephala), 

and arugula (Eruca sativa) are widely consumed due to their nutritional value. Alternaria leaf 

spot is one of the main diseases affecting these crops, causing significant damage to production 

and hindering the commercialization of these vegetables. Many terpenes, including carvacrol, 

have been studied for controlling plant pathogens. Thus, the objective was to evaluate the 

inhibitory potential of carvacrol against Alternaria brassicicola and assess its phytotoxicity on 

brassica seeds. The pathogenicity of four isolates (CFS131, CFS132, CFS135, and CFS143) of 

A. brassicicola was confirmed on collard greens, cabbage, and arugula plants. The minimum 

inhibitory concentration (MIC) of carvacrol against A. brassicicola was determined using the 

microdilution method in 96-well polystyrene plates. The percentage inhibition of mycelial 

growth (PIC%) of carvacrol on A. brassicicola was determined using the culture medium 

diffusion method and mycelial disc overlay with varying concentrations, and from the obtained 

results, the EC50 was determined. Phytotoxicity was assessed on collard greens, cabbage, and 

arugula seeds at different concentrations of carvacrol. The fungicidal effects of the active 

ingredients chlorothalonil, difenoconazole, and flutriafol were determined against A. 

brassicicola at the recommended dose, twice the recommended dose, and half the 

recommended dose for each fungicide. MIC values varied among isolates, being 300 ppm for 

CFS131 and CFS132, 400 ppm for CFS135, and 500 ppm for CFS143. The PIC% indicated 

that at 250 ppm, there was 100% inhibition of isolates CFS131 and CFS135, and at 150 ppm, 

isolates CFS132 and CFS143 were completely inhibited. The EC50 values for the isolates were 

59.66, 91.63, 94.67, and 88.62 ppm for CFS132, CFS135, CFS131, and CFS143, respectively. 

The chemicals exhibited fungicidal effects at all doses, inhibiting 100% of the four isolates. 

Collard seeds were tolerant to carvacrol, germinating 92 to 99% at 25 to 250 ppm, decreasing 

to 75% at 300 ppm. In arugula and cabbage, germination was above 90% at 25 to 100 ppm. At 

150 ppm, germination decreased to 50% and 75% for cabbage and arugula, respectively. At 250 

and 300 ppm, germination rates were 5% and 0% for cabbage and 7% and 2% for arugula. The 

results suggest that carvacrol has high potential for in vitro control of A. brassicicola. Further 

studies should be conducted to evaluate the potential of this molecule for in vivo control. 

Keywords: Terpenes, Alternaria leaf spot, Alternative control, Brassicas  
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Introdução geral  

Cultivo de hortaliças  

Olericultura é uma palavra que possuem origem do latim olus, oleris que significa 

hortaliça e collere que se trata de cultivar. As olerícolas ou hortaliças como são popularmente 

conhecidas, compõe um grande grupo de plantas cultivadas, abrigando uma importante 

diversidade de plantas (Lactuca sativa L., Brassica oleracea L. e Eruca sativa L.), tuberosas 

(Solanum tuberosum L., Ipomoea batatas (L.) Lam., Daucus carota L. e Raphanus sativus L.) 

e alguns frutos (Solanurn lycopersicum L., Cucumis sativus L., Cucumis melo L., Citrullus 

lanatus Thumb. Mansf. e Cucurbita pepo L.). O cultivo dessas hortaliças, geralmente, apresenta 

um curto ciclo de vida, com poucos ou mínimos tratos culturais intensivos quando compradas 

com milho e soja. O consumo dessas hortaliças pode ser de forma natural ou processada (Haber; 

Marinho; Clemente, 2012; Melo; Araujo, 2016). 

O mercado de olericultura no Brasil é evidenciado por seu alto desempenho atrelado a 

procura pelos consumidores. As hortaliças são plantas alimentícias de grande importância, 

apresentam características nutricionais e medicinais além de serem fontes naturais de vitaminas, 

sais minerais e fibras e produzem altas concentrações de fitoquímicos benéficos, como 

açúcares, proteínas e antioxidantes. Podem possuir substâncias funcionais que podem atuar na 

prevenção de doenças como hipertensão, diabetes, arterioscleroses e câncer. Além disso, por 

serem alimentos de baixo teor calórico, auxiliam na precaução e controle da obesidade (Chang; 

Yang; Riskowski, 2013; Melo; Araujo, 2016; Mapa, 2010). 

Após os anos 2000 a produção mundial das hortaliças vem crescendo e ganhando espaço 

no mercado, onde produtos como batata, tomate, melão, cebola, melancia, alho dentre outras 

olerículas, vêm aumentando sua área plantada e sua produtividade no contexto global (De 

Camargo Filho; De Camargo, 2017). Segundo dados do IBGE (2017), no Brasil existem cerca 

de 814.10 unidades produtoras de hortaliças, que são responsáveis por um valor estimado de 

mais de R$ 37 milhões de reais nos últimos anos. Na região Nordeste brasileira estão 293.782 

dessas unidades produtoras, responsáveis por uma produção que rendeu mais de R$ 4 milhões.  

Vale ressaltar que a olericultura pode ser considera uma atividade econômica de alto risco 

devidos os problemas fitossanitários e sua sensibilidade às condições climáticas adversas (De 

Melo, Vilela, 2007). 

 

Família Brassicaceae 

Dentro da ordem Brassicales a maior família é a Brassicaceae, ela representa um grupo 

monofilético possuindo cerca de 4.000 espécies de mais de 400 gêneros, com diversas espécies 
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economicamente importantes empregadas na alimentação, condimentos ou ornamentais 

(Avato; Argentieri, 2015). No Brasil, existem diversas variedades dessa família, dentre elas as 

de maior importância alimentícia: couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis), repolho (B. 

oleracea var. capitata), couve-manteiga, (B. oleracea var. acephala) brócolis (B. oleracea var. 

italica) e rúcula (Eruca sativa) sendos as mais consumidas devida ao seu alto valor nutricional 

(Melo et al., 2017). No que diz respeito a ornamentação espécies, de diversos gêneros como 

Iberis, Lobularia, Cheiranthus, Erysimum e Hesperi são usadas como plantas ornamentais 

(Raza et al., 2020). 

Além das características alimentícias e ornamentais, diversas espécies de brássicas 

possuem um potencial medicinal, devidos os seus altos constituintes fotoquímicos, além de 

serem alimentos ricos em vitamina C (Chauhan; Tiwari; Singh, 2016). Cerca de 25% das 

espécies pertencentes a essa família podem atuar como hiperacumuladores de metais pesados 

em solos poluídos e algumas espécies podem hiperacumular cádmio, zinco e níquel (Devi et 

al., 2017; Raza et al., 2020). 

Diversos fatores podem influenciar a qualidade e o rendimento da produção de 

brássicas, incluindo aspectos sazonais, variações climáticas, deficiência nutricional, 

monocultura, uso excessivo de agroquímicos, escassez de água, as pragas e principalmente 

doenças de origem biótica, como as causadas por fungos, oomicetos, protozoários, bactérias, 

vírus e nematoides (Driscoll, 2020; Oliveira, 2019). 

As principais doenças de etiologia bacteriana na cultura das brássicas são a podridão 

negra causada por Xanthomonas campestris pv. campestris e podridão mole causada por 

espécies de Pectobacterium, podendo causar grandes perdas no campo e no período de 

armazenamento, alterando assim a produtividade e de qualidade do produto. Em geral, essas 

podridões são mais severas em condições climáticas de altas temperatura e umidade. Nesse 

contexto, doenças fúngicas mais importantes é a mancha de alternaria causada por espécies do 

gênero Alternaria. Em alguns casos essa doença pode levar uma perda de mais de 70% da 

produção (Amorim et al., 2016; Dharmendra et al., 2014;). 

 

Mancha de Alternaria 

O gênero Alternaria pode incluir diversas espécies de fungos que podem colonizar os 

tecidos das plantas de forma saprófitica e patogênica, estando amplamente distribuído na 

natureza, podendo provocar podridão em frutas e vegetais tanto no campo como na pós-

colheita, acarretando consideráveis perdas na produção (Ostry, 2008). Dentre as espécies mais 
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comuns estão A. alternata (Fr.) Keissl. 1912, A. tenuissima (Kunze) Wiltshire 1933, A. 

arborescens E.G. Simmons 1999, A. radicina Meier, Drechsler & E.D. Eddy 1922, A. brassicae 

(Berk.) Sacc. 1880, A. brassicicola (Schwein.) Wiltshire 1947 e A. infectoria E.G. Simmons 

1986. Estas são colonizadoras de cereais, tomates, maçãs, uvas, oleaginosas, sementes de 

girassol, laranjas, limões, melões, pepinos, couves-flores, pimentas e tangerinas, além de 

diversas outras brássicas (Amorim et al., 2016; Lee; Patriarca; Magan, 2015). 

A mancha de alternaria é uma doença que se desenvolve bem em temperaturas entre 

20ºC e 24ºC e umidade relativa do ar entre 70% e 90%. A geminação dos conídios e penetração 

do tubo germinativo nos tecidos do hospedeiro é possível com um mínimo de orvalho. Todas 

as partes da planta hospedeira podem ser infectadas e manifestar sintomas como pequenas 

necroses marrom escuras em cotilédones e hipocótilos e tombamento das plântulas. Em plantas 

adultas, são observadas nas folhas manchas arredondadas ou irregulares, de cor marrom a cinza 

ou marrom escura com dimensões variando de 1 mm a 20 mm, circundadas por halo amarelado. 

Folhas severamente afetadas murcham e secam. Nas nervuras, caules e ramos, as lesões são 

deprimidas, oblongas ou lineares, podendo ser puntiformes, irregulares, deprimidas, necróticas, 

pardas ou negras (Amorim et al., 2016). 

Espécies de Alternaria podem produzir diversos metabólicos secundários, dentre eles 

mais de 70 toxinas, que desempenham mecanismos essenciais para patogenicidade dos fungos 

e podendo ser prejudiciais a saúde humana e de animais. Vale ressaltar que esses compostos 

estão em diferentes grupos químicos como esteróides, terpenóides, piranonas, quininas, 

fenólicos, amida, ciclopeptídeos, etc (Contam, 2011; Lou et al., 2013). As principais toxinas 

produzidas pela Alternaria pertencem aos grupos químicos dibenzo-α-pironas, que incluem o 

alternariol (AOH) e o éter monometílico do alternariol (AME), e os tetrapeptídeos cíclicos 

representados pela tentoxina (TEN). Essas micotoxinas são comumente produzidos por 

diferentes cepas de Alternaria em diferentes substratos (tomate, trigo, mirtilos, nozes, etc.) e 

tais compostos podem ser uma risco para a saúde humana e animal devido à toxicidade 

conhecida e sua presença frequente como contaminantes naturais nos alimentos (Pose et al., 

2010). 

Morfologicamente os fungos pertencentes ao gênero Alternaria possuem colônias 

geralmente cinza, esverdeadas, marrom, marrom-escuras. O micélio é superficial, com hifas 

incolores, em tons de oliva escuro ou marrons. Os conídios são solitários ou em cadeias, secos, 

ovoides, obovoides, cilíndricos, estreitamente elipsoides ou obclavados, podendo ser bicudos 

ou não bicudos, pálidos ou oliváceos médios ou castanhos, lisos ou verrucosos, com transverso 
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e com ou sem septos oblíquos ou longitudinais. Os septos podem ser espessos, escuros e rígidos 

e uma estrutura interna semelhante a uma célula pode ser formada (Lawrence; Rotondo; 

Gannibal, 2016). 

Para a identificação  de espécies de Alternaria são usados mais de dez lóculos gênicos, 

dentre eles se tem o DNA ribossômico nuclear (LSU, SSU), as regiões intermediárias como o 

ITS, além genes que são codificadores de proteínas, como Alt-a1(alternaria major allergen 

gene), GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), RPB2 (RNA polimerase II), 

EndoPGe (Endo-poligalacturonase) e OPA10-2 (Anonymous Noncoding Region), são as 

alguns dos genes mais utilizados na filogenia para classificação de espécies de Alternaria (LI 

et al., 2023). A taxonomia do gênero Alternaria passou por diferentes revisões, e a classificação 

atual é baseada em abordagens morfológicas e moleculares, dividindo o gênero em 27 seções 

(Lawrence; Rotondo; Gannibal, 2016). 

Existem diversas praticas que podem ser empregadas no manejo de doenças, visando a 

redução de sua severidade. A prática mais eficaz para controlar a mancha de alternária em 

brássicas seria o desenvolvimento variedades resistentes. No entanto, ainda não há registros de 

brássicas que apresentem resistência a esse patógeno. Dessa forma os produtores optam pelo 

uso de fungicidas para o manejo dessa doença (Bashir et al.2018; Subhani et al. 2018). Vale 

ressaltar  que a combinação do controle químico (fungicidas) combinados  com  o  controle 

cultural (espaçamento  adequado)  pode ser uma alternativa no manejo da mancha de alternária. 

Esses métodos podem implicar na redução nos danos causados por tal doença nas variedades 

de brássicas (Tonin et al., 2023) 

 

Controle químico  

O controle químico baseia-se na utilização de moléculas orgânicas ou inorgânicas, 

obtidas de forma natural ou sintética, para proteção de plantas contra patógenos sendo um dos 

principais métodos utilizados pois pode garantir uma alta produtividade e melhor qualidade 

visadas da agricultura moderna. Os principais fungicidas utilizados atualmente pertencem aos 

grupos químicos dos QoI (Ininidores de quinona externa), DMI (Inibidores da desmetilação de 

esteróis), MBC (Metil benzimidazol carbamato), SDHI (Inibidores da enzima succnato 

desidrogenase), ditiocarbomatos e produtos inorgânicos (Amorim; Rezende; Bergamani, 2018). 

O uso desordenado de produtos químicos pode ocasionar danos tanto ao meio ambiente 

quanto na saúde humana resultante da exposição a esses produtos de forma direta ou 

indiretamente. Os registros indicam que o Brasil é um dos países com o maior consumo de 
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agrotóxicos ocupando a sexta posição no ranking mundial (Rigotto; Vasconcelos; Rocha, 

2014). Existem diversas formas onde os seres humanos podem ser contaminados por esses 

produtos sendo os mais comuns a exposição e absorção pela pele, inalação ou por ingestão de 

alimentos contaminados (Santana; Moura; Nogueira, 2013), sendo a contaminação decorrente 

do uso de produtos químicos que foram utilizados no campo. Ademais, os alimentos expostos 

a agrotóxicos podem resultar na alteração da composição nutricional (Ciscato; Gebara, 2017; 

Jardim et al., 2014; Lima et al., 2012). Vale ressaltar que essa exposição pode acarretar 

intoxicações agudas, ou em alguns casos pode ocasionar câncer (Segatto et al., 2015; Silva et 

al., 2016).  

O uso intensivo de agroquímicos no controle de doenças em culturas de importância 

econômica tem provocado diversos problemas ambientais, tais como: contaminação da água, 

alimentos, solo, intoxicação dos homens e animais (Bettiol; Morandi, 2009). Visto que o Brasil 

é um dos países que mais faz uso de fungicidas, nos últimos anos diversas pesquisar vem 

surgindo em busca de um controle alternativa visando a redução do uso de produtos químicos, 

como o uso de leveduras (Heling et al., 2017) e fungos filamentosos com potencial 

biocontrolador (Blanco; Mendonça; Graichen, 2022), além de óleos essenciais (Da Rocha et 

al., 2020) e extratos vegetais (Venturoso et al., 2020). 

 

Óleos Essenciais  

O termo Óleo essencial (OEs) é definido como um óleo aromático altamente 

concentrado de origem vegetal que é extraído por destilação a vapor, hidrodifusão ou destilação 

seca (Manion; Widder, 2017). Dentro desses OEs existe variação na sua composição ocorrendo 

até entre a mesma espécie botânica, influenciado por várias características, como sazonalidade, 

método de extração e conservação desses óleos (Yuan et al., 2016). Os óleos essenciais estão 

presentes em diferentes partes das plantas aromáticas, como nas flores (rosa, laranja, lavanda, 

botões florais no caso do cravo), folhas (hortelã, eucalipto, louro, tomilho , sálvia,), rizomas 

(gengibre), raízes (vetiver), sementes (coentro e carvi), frutas (anis, erva-doce e epicarpos 

cítricos) e madeira e casca (em madeira de sândalo, canela  e jacarandá) (Hanif et al., 2019). 

Diversas famílias botânicas possuem gêneros são que amplamente utilizados na 

produção de mais 3.000 óleos essenciais, e apenas aproximadamente 300 são considerados de 

importância comercial. Várias plantas pertencentes as famílias da Rutaceae, Myrtaceae, 

Lamiaceae, Poaceae, Apiaceae, Alliaceae e Asteraceaees são conhecidas por produzirem óleos 

essenciais em escala comercial, podendo ser empregados nas mais diversas áreas como 
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farmacêutica, cosmética, agronômica, limpeza, aromaterapia e em o setores alimentícios 

(Bakkali et al., 2008; Jugreet, Suroowan; Rengasamy; Mahomoodally, 2020; Raut; Karuppayil, 

2014). 

Os OEs possuem diversas aplicações como função ecológica, repelindo predadores, 

atraindo insetos polinizadores, etc. Além disso, os óleos essenciais também possuem atividades 

inseticidas e antimicrobiana (Hanif et al., 2019). Na literatura é relatada a eficiência de diversos 

óleos no controle de fungos fitopatogênicos, como óleo de citronela (Cymbopogon nardus L.) 

no controle de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. 1909 em cachos de videira 

(Peixinho et al., 2020), óleos de orégano (Origanum vulgare L.) e cravo-da-índia (Syzygium 

aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry) os quais apresentam potencial de controle para Botrytis 

cinerea Pers. 1797 importante patógeno de pós-colheita na cultura do morango (Drawanz et al., 

2020). 

Óleos essenciais como cataia (Drimys brasiliensis Miers.), erva-doce (Pimpinella 

anisum L.) e eucalipto (Eucaliptus globulus Labill.) se mostram eficientes no controle in vitro  

de Alternaria spp. Os óleos de citronela (Cymbopogon nardus L.) e hortelã (Mentha  arvensis 

L.) são eficientes in vitro e ainda, foram capazes de reduzir a severidade da doença causada por 

A. alternata f. sp. citri em frutos de tangerina (Júnior et al., 2021; Porcino et al, 2023). 

A composição química desses óleos possui uma infinidade de hidrocarbonetos alifáticos 

de cadeia curta lipofílicos de baixo peso molecular estruturalmente relacionados, fenil 

propanóides, terpenóides e constituintes fenólicos. Além de, hidrocarbonetos e aldeídos, 

cetonas, ésteres, óxidos e álcoois também participam ativamente da produção de OEs em 

diferentes plantas aromáticas (Baldim et al., 2019). O maior grupo de substâncias presentes nos 

óleos essenciais corresponde aos terpenos e seus derivados oxigenados (Tohidi et al., 2019). 

Os terpenos são formados por combinações de moléculas de isopreno classificadas de 

acordo com a quantidade de unidades que formam a molécula, e podem ser classificados como 

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, tetraterpenos e politerpenos. Em óleos essenciais os 

monoterpenos são encontrados de forma predominante quando comprados com outras 

moléculas (Sharma; Thulasingam; Nagarajan, 2017). Os terpenóides são uma variação dos 

monoterpenos resultante de modificações enzimáticas, no qual a formação de uma hidroxila, 

sendo ela umas das responsáveis pela ação antimicrobiana. As variações estruturais dos 

terpenóides e a posição do grupo hidroxila podem influenciar a eficácia do composto contra 

microrganismos. Alguns exemplos incluem carvacrol, timol, mentol, α-terpineol e geraniol 

(Gyawali; Ibrahim, 2014; Da Silva et al., 2021) 
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Carvacrol  

Carvacrol, 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol ou 5-isopropil-2-metilfenol, pela International 

Union of Pure and Applied Chemistry-IUPA, é um fenol monoterpênico biossintetizado a partir 

de γ-terpineno (Kintzios, 2002). É uma molécula encontrada em muitas plantas medicinais e 

aromáticas da família Lamiaceae, incluindo orégano e tomilho (Thymus vulgaris L.), podendo 

estar presente em até 80 % e 45 % da composição dos óleos essenciais dessas plantas, 

respectivamente  (Marchese et al., 2018; Dash et al., 2021; Zinno et al., 2023,). Possui 

propriedades lipofílicas e densidade de 0,976 g/ml à temperatura ambiente (25 °C), é insolúvel 

em água, mas solúvel em etanol, acetona e éter dietílico (Yadav; Kamble, 2009). 

Na área da saúde, medicamentos e/ou óleos essenciais que possuem o carvacrol em sua 

composição têm sido amplamente utilizados na medicina tradicional (Edris, 2007), devido as 

suas propriedades antioxidante e anti-inflamatória (Gunes-Bayir et al., 2022). O carvacrol 

isolado ou combinado com clindamicina ou penicilina pode ser usado como um produto natural 

seguro e eficaz para a saúde no tratamento doenças, como a faringite estreptocócica causada 

por Streptococcus pyogenes (Wijesundara et al., 2021). Pesquisas recentes, sobre o efeito da 

aplicação dessa molécula em fármacos, relatam o carvacrol como um possível candidato no 

tratamento e prevenção de diversas doenças humanas crônicas. No entanto, estudos adicionais 

e direcionados são necessários para validar o potencial efeito terapêutico do carvacrol em nível 

molecular, e ainda verificar os efeitos a longo prazo na saúde humana (Ali et al., 2024).  

Na indústria alimentícia, o carvacrol foi aprovado pela Food Drug Administration-FDA 

para uso em alimentos e classificado pelo Conselho Europeu como um agente aromatizante 

químico de Categoria B (European Union, 2008; FDA, 2021). Podendo ser adicionado a 

alimentos em baixas concentrações, como 2 ppm em bebidas, 5 ppm em biscoitos e 25 ppm em 

doces, o que resulta na disponibilidade de aditivos alimentares a base dessa molécula no 

mercado (De Vincenzi et al., 2004). Contudo, para adição do carvacrol na composição dos 

alimentos processados é necessário um parecer da European Food Safety Authority (EFSA), 

que realiza uma avalição de risco baseado na dose a ser implementada. Esta avaliação abrange 

testes, nas áreas de genotoxicida, carcinogenicidade, toxicidade crônica e subcrônica, 

toxicocinética e toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento (Aguilar et al., 2012). 

Na agricultura, o carvacrol se mostra como uma forte promissora no controle de 

doenças, sendo relatado sua aplicação em testes para controle de diversos fungos 

fitopatogênicos (Saghrouchni et al., 2021). A aplicação de óleos essenciais, nos quais o 

carvacrol é o componente principal, também demonstrou ser eficaz na redução da severidade 
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de doenças foliares em condições de campo, mancha bacteriana (Pseudomonas 

syringae pv. tomato) no tomate (Giovanale et al., 2017) e mancha de alternaria em causada por 

A. alternata em frutos de goji. Ademais, a relatos da eficiência do carvacrol na redução de 

perdas na pós-colheita e no armazenamento de alimentos, a partir da utilização de embalagens 

bioativas com a presença de partículas encapsuladas de carvacrol, aumentando assim a vida útil 

de muitos alimentos in natura (Shemesh et al., 2016).  

A busca por métodos alternativos de controle de fitopatogenos vem aumentando nas 

últimas décadas, visando a diminuição do uso de produtos químicos e resíduos desses 

defensivos em alimentos, além de uma medida de baixo impacto ao meio ambiente e sem 

oferecer ricos a saúde humana. Os óleos essenciais têm ganhado espaço nesse mercado por 

serem de origem natural e não representar riscos em sua maioria. Sua eficiência esta ligada 

diretamente aos seus componentes químicos, sendo fontoes promissoras no controle de 

fitopatógenos. Dessa forma o objetivo deste trablho foi verificar a eficiência do carvacrol no 

controle in vitro de Alternaria brassicicola, além de verificar fitotoxicidade do carvacrol na 

germinação de sementes de brássicas.
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Resumo: A mancha de alternaria causada por Alternaria brassicicola é uma das principais 17 

doenças incidente nas brássicas. O carvacrol é terpeno que possui diversas aplicações, sendo 18 

comumente associado a atividades antifúngicas. Podendo ser uma alternativa para o controle 19 

dessa doença. Portanto, objetivamos verificar o potencial de controle in vitro  do carvacrol sobre 20 

Alternaria brassicicola, bem como verificar o efeito fitotóxico do carvacrol na germinação de 21 

sementes de brássicas. A patogenicidade de quatro isolados de A. brassicicola (CFS131, 22 

CFS132, CFS135 e CFS143) foi confirmada em plantas de couve-manteiga, repolho e rúcula. 23 

A Concentração mínima inibitória variou entre os isolados, sendo 300 ppm para CFS131 e 24 

CFS132, 400 ppm para o isolado CFS135 e 500 ppm para CFS143.  O potencial de inibição 25 

(PIC %) evidenciou que a partir de 250 ppm houve 100 % de inibição dos isolados CFS131 e 26 

CFS135 e com 150 ppm o CFS132 e CFS143 foram completamente inibidos. A CE50 foi de 27 

59,66; 91,63; 94,67 e 88,62 ppm para os isolados CFS132, CFS135, CFS131 e CFS143 28 

respectivamente. Os químicos inibiram 100 % em todos as doses testadas. As sementes de 29 

couve foram tolerantes ao carvacrol, germinando 92 a 99 % em 25 a 250 ppm, reduzindo para 30 

75 % quando exposta a 300 ppm. Em rúcula e repolho a germinação foi acima de 90 % em 25 31 

a 100 ppm. A partir de 150 ppm, houve uma redução na germinação, sendo 50 e 75 % para 32 

repolho e rúcula, respectivamente. Os resultados apresentados nos permitem inferir que o 33 
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carvacrol apresenta efiacácia para controle in vitro de A. brassicicola, bem como estudos 34 

relacionados a fitotoxicidade buscando uma forma na redução desse efeito. 35 

Palavras chaves: Controle Alternativo; Terpenos: Alternaria brassicicola; Aternariose em 36 

brássicas. 37 

 38 

Introdução  39 

Em 2022, segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations 40 

– FAO, a área cultivada de brássicas chegou a mais de 2,3 milhões de hectares, resultando em 41 

mais de 72 milhões de toneladas de vegetais colhidos. O continente asiático responsável por 63 42 

% dessa produtividade, estando o restante distribuído na Europa (28,4 %), Americas (4,7 %), 43 

África (3,3 %) e Oceania (0,3 %). No Ranking mundial a China, União Soviética e Índia lideram 44 

como as maiores produtoras, possuindo aproximadamente 16,6; 8,2 e 4,0 milhões de toneladas 45 

produzidas (FAO, 2024). No Brasil o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), 46 

estimou que no ano de 2017 foram mais de 983 mil toneladas colhidas das principais brássicas 47 

alimentícias (IBGE, 2017). 48 

A família Brassicaceae possui uma ampla distribuição mundial e uma alta diversidade 49 

de espécies, podendo agrupar culturas alimentícias como repolho (Brassica oleracea var. 50 

capitata), couve-chinesa (Brassica campestris var. chinensis), couve-flor (Brassica oleracea 51 

var. botrytis), couve-manteiga (Brassica oleracea var. viridis), couve-de-bruxelas (Brassica 52 

oleracea var. gemmifera), brócolis (Brassica oleracea var. itálica), que são consumidos 53 

mundialmente devido ao seu alto valor nutricional. Além de espécies alimentícias essa família 54 

possui plantas com valor ornamental (Alyssum sp. e Cheiranthus sp.), e culturas oleaginosas 55 

como a canola (Brassica napus). Devido a essa gama de aplicações essa família possui uma 56 

importante relevância no cenário nutricional e econômico (Aires, 2015).  57 

O gênero Alternaria é comumente encontrado na forma saprofítica em solos ou tecidos 58 

vegetais em decomposição. Algumas espécies são fitopatogênicas, causam uma série de 59 

doenças com impacto econômico em uma grande variedade de plantas hospedeiras, incluindo 60 

cereais, plantas ornamentais, oleaginosas e vegetais (Thomma, 2003). Os sintomas 61 

característicos da doença incluem inicialmente manchas foliares marrons, que evoluem para 62 

anéis concêntricos com halo amarelado ao redor da lesão, que levam à desfolha severa e perda 63 

considerável de rendimento (Schmey et al., 2024). Os danos decorrentes da doença podem gerar 64 

de 10 a 70 % perdas na produção, promovendo prejuízos econômicos ao produtor (Singh-65 
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Saharan; Mehta; Meena, 2016b; Singh et al., 2017; Choudlhary et al., 2018).vNo Brasil, A. 66 

brassicicola é a espécie predominante nas áreas de cultivo dessas hortaliças (Michereff et al., 67 

2012).  A doença pode afetar os mais diversos órgãos da planta, desde as sementes, folhas, 68 

cabeças, haste até o caule (Singh Saharan; Mehta; Meena 2016a).  69 

 O manejo da mancha foliar causada por Alternaria vem sendo baseado em uma série 70 

de estratégias que incluem o uso de preventivo de fungicidas, eliminação de restos culturais, 71 

aplicação de bioestimulantes e extratos vegetais (Ishieze et al., 2023). Embora a resistência 72 

genética tenha comprovadamente a forma mais eficaz de controlar a doença, devido a sua 73 

durabilidade e ser ecologicamente seguro, a ausência ou quantidade limitada de variedades 74 

resistentes fez com que os agricultores adotem fungicidas como principal via de controle 75 

(Rashid et al., 2014). No entanto, a aplicação indiscriminada de fungicidas químicos pode 76 

ocasionar vários riscos à saúde, além de diversos impactos negativos no meio ambiente. Dessa 77 

forma, pesquisas acerca de produtos alternativos para o manejo da mancha de alternaria vem 78 

sendo realizada visando a diminuição do uso de defensivos químicos e, consequentemente, 79 

redução de ricos ao ambiente e a saúde humana (Pun et al., 2020). 80 

Na agricultura os óleos essências surgem com a perspectiva no controle de doenças, 81 

estudos recentes mostram a eficácia desses produtos no manejo doenças fúngicas associadas a 82 

sementes, ocasionando a diminuição da incidência da doença ou gerar a proteção contra o 83 

patógeno (Santos et al., 2024). Óleos essenciais de lavanda, capim-limão, lavanda, louro e 84 

manjerona doece já foram testados para o gênero Alternaria, possuindo controle que variou de 85 

36 a 90 %. A eficiência desses óleos está relacionada à composição química, onde os compostos 86 

presentes podem atuar de forma isolada ou em sinergismo com outras moléculas secundarias 87 

no controle do fitopatógeno (Moumni et al., 2021). 88 

 Diversas plantas que compõem a família Lamiaceae são utilizadas para extração de 89 

óleos essenciais, sendo utilizados nos mais diversos setores, como aromaterapia, medicina 90 

alternativa, alimentação, cosméticos e perfumaria. Dentre os componentes maioritários o   91 

carvacrol é um dos monoterpenos oxigenados predominantemente encontrado em algumas 92 

espécies dessa família (Popa et al, 2021). Diversos estudos mostram a eficiência do carvacrol 93 

com agente antimicrobiano. Estudos recentes mostram o controle de importantes fitopatógenos, 94 

como Xanthomonas citri subsp. citri, Botrytis cinera, Colletotrichum fructicola e Alternaria 95 

0alternata, sendo o principal mecanismo de ação dessa molécula a degradação da parede celular 96 

(Hou et al., 2020; Pei et al., 2020; Wang et al., 2024; Zamuner et al., 2023).  97 
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 Diante dos prejuízos decorrentes da mancha de alternaria causada por A. brassicicola 98 

na cultura das brássicas e levando em consideração a ação do carvacrol no controle de diversos 99 

fitopatógenos, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial carvacrol como agente 100 

de controle de A. brassicicola.  101 

Material e métodos  102 

 103 

Obtenção da molécula e Manutenção dos Isolados   104 

 105 

 A molécula pura de carvacrol foi adiquira comercialmentena plataforma Sigma Adrich 106 

(https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt). 107 

Foram utilizados quatro isolados de Alternaria brassicicola (CFS-131, CFS-132, CFS-108 

135 e CFS-143), cedidos pela Coleção de Fungos de Solo (CFS), ao Laboratório de Fungos de 109 

Solo, do Programa de Pós-Graduação em Fitopatologia – PPGF, situado no Departamento de 110 

Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco – UFRPE, Recife, Pernambuco, 111 

Brasil. 112 

 Os fungos foram cultivados em placas de Petri, contendo meio de cultura Batata 113 

Dextrose Ágar (BDA) por sete dias em temperatura de 28±2 ºC, sob fotoperíodo de 12 h. Após 114 

o crescimento da colônia pura, discos miceliais de aproximadamente 0,5 cm foram transferidos 115 

para tubos criogênicos de 2 mL contendo água destilada esterilizada (ADE) e acondicionados 116 

em temperatura ambiente para preservação e utilização dos isolados em todos os experimentos 117 

(Castelani, 1963). 118 

 119 

Teste de Patogenicidade  120 

As mudas de rúcula, repolho e couve-manteiga, com aproximadamente 10 dias de idade, 121 

foram adquiridas comercialmente na Sementeira Vitória (BR-232, Vitória de Santo Antão – PE, 122 

55602-015, Brasil). Após o surgimento da terceira folha definitiva, as plântulas foram 123 

transferidas para vasos de 500 mL contendo o substrato (terra vegetal).  124 

Após 40 dias do transplantio, as folhas foram inoculadas por aspersão de uma suspensão 125 

aquosa de esporos (1 x 105 conídios mL-1) de   A. brassicicola, com adição de Tween 20 (0,1%). 126 

O controle negativo foi definido por ADE + Tween 20 (-0,1%). Após a inoculação as plantas 127 

foram mantidas em câmara úmida por 48 h. Os vasos foram mantidos em casa de vegetação até 128 

a avalição dos sintomas da doença (Moreira, 2008). O delineamento experimental foi 129 

inteiramente casualizado, sendo cinco plantas para cada cultura e para cada isolado. 130 
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 131 

Determinação da Concentração Mínima Inibitória (CMI): 132 

A Concentração mínima inibitória (CMI) foi realizada pelo método da microdiluição em 133 

microplacas de poliestireno, com 96 poços de fundo plano (Kasvi®, São José dos Pinhais, 134 

Brasil) contendo meio de cultivo batata dextrose – BD (extrato de batata 200 g e dextrose 20 g 135 

L-1). A molécula de carvacrol foi diluída em tween 20 (0,1%) e álcool P.A. nas proporções 136 

1:1:1. Para CMI, definiu-se as seguintes concentrações: 1000; 950; 900; 850; 800; 750; 700; 137 

650; 600; 550; 500; 450; 400; 350; 300; 250; 200; 150; 100; 50; 25; 13 ppm (partes por milhão). 138 

 Para cada tratamento, foi definido 180 µL o volume máximo de cada poço, sendo 160 139 

µL (BD + molécula) e de 20 µL da suspensão de esporos (1x105 conídios mL-1), considerou-se 140 

um poço igual a uma repetição de cada tratamento, foram utilizadas duas repetições para cada 141 

concentraçao testada. O controle positivo (CP), foi definido 160 µL de BD + 20 µL suspensão 142 

de esporos e o controle negativo (CN) 160 µL de BD + 20 µL de ADE.   143 

As microplacas foram mantidas sob agitação constante a 75 rpm em um agitador 144 

horizontal (Nova Ética®. Agitador MOD. 109) mantidas em iluminação constantes a 28±2 °C. 145 

Após 24 h foi adicionado 30 µL de resazurin (0,01 %) (Sigma–Aldrich) em todos os poços e as 146 

placas foram incubadas por 4 h a 28±2 °C em câmara escura. A mudança de coloração azul 147 

(oxidado) para ausência de respiração e para rosa (reduzido) presença de respiração celular foi 148 

gerado um quadro colorimétrico, que por sua vez foi utilizado como parâmetro para verificar 149 

possíveis concentrações com potenciais fungicidas.  150 

Para verificar o efeito fungicida (EFC) e efeito fungistático (EFS), as concentrações foram 151 

recuperadas por alíquota de 30 µL, e semeadas em meio de cultura BDA com auxílio da alça 152 

de Drigalsk (duas placas/dose). As placas foram incubadas por 92 h a 28±2ºC. Após esse 153 

período, foi avaliada a emergência de colônias fúngicas compatíveis ao gênero Alternaria. As 154 

doses nas quais houve a emergência de colônias foram caracterizadas como EFS e nas doses 155 

nas quais não houve emergência de colônia como EFC.  156 

 157 

Determinação da Inibição de Crescimento Micelial (ICM):  158 

O preparo da solução estoque foi elaborada com carvacrol previamente acrescido de 159 

tween 20 (0,1%) e álcool P.A. em proporções iguais (1:1:1). Em seguida, foi adicionado ao 160 

meio de cultivo BDA em estado semilíquido (47 ± 2 °C), as seguintes concentrações da solução 161 

estoque, anteriormente mencionada: 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 ppm.  162 

O meio de cultivo previamente tratado foi transferido para placas de Petri (15 mL/placa 163 

de 90x15 mm) e após a solidificação, depositou-se na superfície central da placa um disco 164 
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cilíndrico de meio BDA (0,5 cm Ø) contendo estruturas fúngicas de A. brassicicola com sete 165 

dias de cultivo. As placas tratadas (6 placas/tratamento) foram acondicionadas por 14 dias, sob 166 

temperatura de 26±2 °C e luz contínua.   167 

Para a avaliação, em intervalos de  48 h, foram aferidos os valores médios do diâmetro 168 

de crescimento micelial de A. brassicicola (DCM) e ao fim do período de avaliações, foi 169 

determinada a porcentagem de inibição de crescimento micelial (PIC), a partir da equação: 170 

𝑃𝐼𝐶 =
𝐶𝑐−𝐶𝑓

𝐶𝑐
∗ 100, sendo Cf = crescimento final e Cc = Crescimento final tratamento controle. 171 

 172 

Determinação da CE50:  173 

Os valores de ICM e do logaritmo de cada dose foram utilizados para determinar as 174 

equações lineares Y = a + bx2, representativas a cada isolado testado, sendo: Y = porcentagem 175 

de inibição de crescimento micelial e x = Log (dose de inibição). A equação linear obtida foi 176 

utilizada para a determinação da Log (CE 50), onde Log (CE50) = (50 – a)/b e os valores de CE 177 

50 determinados pela transformação: CE50 = (Log CE 50) 10. 178 

 179 

Análise do produto químico comercial recomendado  180 

Foram utilizados três produtos químicos, com o princípio ativo difenoconazol, 181 

clorotalonil e futriafol. As doses utilizadas foram: dose recomendada (DR) do produto; 2x a 182 

dose recomendada (2xDR) e metade da dose recomendada (1/2DR). Após a seleção da dosagem 183 

os produtos foram submetidos a luz UV para esterilização por 20 min. para a determinação do 184 

ICM seguiu-se a metodologia descrita anteriormente no ensaio IVCM de carvacrol sobre A. 185 

brassicicola. 186 

 187 

Análise da fitotoxicidade do Carvacrol a sementes de brássicas 188 

O experimento foi realizado de acordo com os métodos de Formagio et al. (2010) 189 

adaptados por Ribeiro et al. (2012). Foram utilizadas sementes orgânicas convencionais de 190 

couve manteiga, repolho e rúcula (TOPSEED Premium®). A porcentagem de germinação das 191 

sementes foi avaliada em placas de Petri (90x15mm) contendo meio de cultivo BDA tratados 192 

com uma solução estoque de carvacrol nas seguintes doses:  0, 25, 50 100, 150, 200, 250 e 300 193 

ppm. Os tratamentos foram dispostos em quatro repetições, sendo uma placa por repetição com 194 

25 sementes por placa, totalizando 100 sementes por tratamento. 195 

As sementes foram previamente desinfestadas em etanol 70% (1 min), hipoclorito de 196 

sódio a 5% (3 min) e duas lavagens em ADE (2 min cada lavagem) e postas para secar em papel 197 

filtro estéril (Alfenas; Marfia, 2016). Após a secagem as sementes foram depositadas sobre o 198 
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meio tratado em pontos equidistantes. As placas foram acondicionadas em bancada com 199 

presença de luz branca contínua a 26±2 °C.  Após 5 dias os tratamentos foram avaliados 200 

considerando a taxa de germinação (%) de cada arranjo experimental. A taxa de germinação de 201 

sementes foi avaliada a partir da diferença entre o número de sementes germinadas e sementes 202 

não germinadas e posterior proporcionalidade em porcentagem, onde uma semente representa 203 

1% de germinação. 204 

 205 

Análise de dados:  206 

As diferenças de ação inibitória do carvacrol sobre o desenvolvimento de A. brassicicola 207 

foram inferidas por análises de variância – ANOVA em delineamento inteiramente casualizado 208 

- DIC das médias de ICM.  Nas análises significativamente diferentes (p ≤ 0,05), as médias fora 209 

comparadas pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando software Sisvar v5.6. 210 

  211 

Resultados  212 

 213 

Teste de patogenicidade 214 

 Todos os isolados foram patogênicos sobre folhas de couve-manteiga, repolho e rúcula, 215 

induzindo sintomas característicos da mancha de alternaria. Em couve-manteiga e repolho, os 216 

sintomas iniciaram por pequenas pontuações necróticas apresentando halo amarelado ao redor 217 

das lesões que, posteriormente, evoluíram para machas necróticas depressivas, tornando-se 218 

lesões coalescentes, após a evolução dos sintomas mencionados. (Figura1). Em rúcula, os 219 

sintomas iniciaram com manchas necróticas que evoluíram para machas de coloração marrom 220 

cansando o encarquilhamento foliar (Figura 1). A patogenicidade dos respectivos isolados foi 221 

confirmada com o reisolamento de A. brassicicola que apresentou colônias morfologicamente 222 

compatíveis com as iniciais, a partir dos tecidos sintomáticos, finalizando os postulados de 223 

Koch. 224 

 225 

Determinação da concentração mínima inibitória 226 

 Segundo o padrão colorimétrico observado nas microplacas, foi constatada a presença 227 

de três cores distintas: azul (ausência de respiração), roxo (redução de respiração) e rosa (alta 228 

respiração) (Figura 2). Para os isolados CFS131 e CFS132, a partir da concentração de 300 ppm 229 

não houve alteração na coloração e os poços permaneceram azuis, semelhantemente ao padrão 230 

do controle negativo. Observou-se comportamento semelhante aos isolados CFS135 e CFS143 231 
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a partir de 400 ppm e 500 ppm, respectivamente, indicando ausência de respiração metabólica 232 

do fungo e a dose mínima inibitória a cada isolado (Figura 2).  233 

Na análise dos efeitos EFC e EFS observou-se que, para os isolados CFS131 e CFS132, 234 

as concentrações de 300 e 350 ppm houve emergência de colônias em meio BDA, sugerindo 235 

que essas doses apresentaram um enfeito fungistático sobre esses isolados. No entanto, a partir 236 

de 400 ppm não houve emergência dessas colônias, demonstrando efeito fungicida (Figura 3). 237 

O isolado CFS135 apresentou EFS das concentrações de 400 e 650 ppm, e EFC a partir de 700 238 

ppm. O isolado CFS143 as concentrações de 500 a 650 ppm apresentaram efeito fungistático, 239 

as concentrações de 700 a 1000 ppm se mostraram fungicidas (Figura 4). 240 

Determinação da Inibição de Crescimento Micelial (ICM):  241 

 O carvacrol proporcionou 100 % de controle para todos os fitopatógenos a partir da 242 

concentração de 250 ppm. Os Isolados CFS131 e CFS135 se mostram persitente ao carvacrol, 243 

havendo crescimento até na concentração de 250 ppm, no entanto esse composto foi capaz de 244 

promover uma inibição de 92,19 e 94,58 % respectivamente. Essas doses não diferiran 245 

estatisticamente as contrações de 250 a 400 ppm que provocaram 100 % de controle (Figura 5). 246 

Na concentração 150 ppm, houve inibição de 74,27 e 83,23 % para CFS131 e CFS135, 247 

respectivamente.  A 100 ppm, o carvacrol inibiu 40 % do crescimento micelial desses isolados 248 

mencionados anteriormente e nas contrações de 50 e 25 ppm o PIC% foi inferior a 9 % de 249 

inibição (Figuras 5, 6 e 7). 250 

 Para os isolados CFS13 e CFS143, o potencial máximo de inibição foi atingido na 251 

concentração de 150 ppm, todas as concentrações subsequentes e maiores a essa provocaram 252 

100 % de inibição. A 100 ppm o PIC foi de 82,81 % em CFS132 e apenas 48,42 % para CFS143. 253 

As concentrações de 50 e 25 ppm reduziram o crescimento do isolado CFS132 em 35,52 e 12,71 254 

%, para o as mesmas concentrações observamos 17,07 e 3,76 % de inibição relacionado ao 255 

isolado CFS143 (Figuras 5, 8 e 9).   256 

 257 

Determinação da CE50:  258 

 Com base nos resultados do ICM, foi possível determinar valores da CE50 para os quatro 259 

isolados testados. Os resultados indicam que para inibir 50 % do desenvolvimento micelial dos 260 

isolados CFS131, CFS135 e CFS143 são necessários 91,63; 94,67 e 88,62 ppm, 261 

respectivamente. Estes valores não diferem estatisticamente.  O isolado CFS132, apresentou 262 

uma de CE50 de 59,66 ppm (Figura 10). 263 

 264 
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Análise do produto químico comercial recomendado: 265 

 Todos os produtos comerciais testados, clorotalonil, difenoconazol e flutriafol foram 266 

eficientes no controle in vitro de A. brassicicola, obtendo 100 % de inibição nas três 267 

concentrações testadas. Evidenciando que, mesmo utilizando 1/2 da dose recomendada, 268 

obtivemos 100 % de inibição do desenvolvimento micelial (Figura 11).  269 

 270 

Análise da fitotoxicidade do Carvacrol em sementes de brássicas  271 

 Para as sementes de couve-manteiga, houve germinação em todas as concentrações 272 

testadas, sendo nas concentrações de 25, 50, 100, 150, 200 e 250 ppm obtidos valor 92 a 99 % 273 

de germinação, não diferindo estatisticamente. Na concentração de 300 ppm, observou-se 274 

redução de germinação para 75 % (Tabela 1; Figura 13). 275 

 Nos testes com sementes de repolho, apenas nas concentrações de 25, 50 e 100 ppm 276 

foram obtidos 95, 94 e 93 % de geminação, respectivamente. Nas concentrações de 150, 200 e 277 

250 ppm houve 50, 25 e 5% de geminação e na maior concentração, 300 ppm não houve 278 

geminação de sementes (Tabela 1; Figura 14). 279 

 As sementes de rúcula não houve redução na germinação nas concentrações de 25, 50 e 280 

100 ppm onde foram observados níveis de germinação de 99, 96 e 92 %, respectivamente. Nas 281 

concentrações de 150, 200 e 250 ppm houve 75, 19 e 7% de geminação e em 300 ppm apenas 282 

2 % das sementes emergiram (Tabela 1; Figura 15). 283 

 284 

Discursão  285 

Patel et al. (2023), verificaram a patogenicidade A. brassicicola em folhas de couve-286 

manteiga, mostrando similaridade entre seus resultados obtidos com os apresentados nesse 287 

trabalho. No entato, algumas variações podem em decorrências das condições ambientais, 288 

espécies hospedeiras, genótipos, condições nutricionais e patótipos do agente causal (Singh 289 

Saharan; Mehta; Meena 2016a). 290 

O carvacrol é um terpeno que possui diversas atividades biológicas. A aplicação dessa 291 

molécula como agente antifúngico tem sido amplamente explorada. O modo de ação do 292 

carvacrol no controle de outros fitopatógenos tem sido abordado em diversos trabalhos 293 

científicos.   Segundo Pei et al. (2020), o carvacrol atua efetivamente na inibição do crescimento 294 

micelial de C. fructicola, atingindo 100 % de inibição a 400 pmm, interferindo diretamente na 295 

geminação dos conídios e no alongamento do tudo germinativo de C. fructicola in vitro. Esse 296 

efeito também foi observado para hifas e conídios de B. cinerea, com potencial máximo foi 297 
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atingido em uma concetração inferor (140 ppm) ao estudo anterior (Zang et al., 2019). Esses 298 

efeitos diferem do observado nesse estudo, onde o pontencial máximo inibição foi determinado 299 

em concentrações acima de 200 ppm. 300 

De acordo com Li et al., (2023), a exposição de hifas e conídios ao carvacrol causou 301 

danos e alterações na morfologia de A. alternata. O micélios e esporos tratados com carvacrol 302 

apresentaram encolhimento, que se tornou mais evidente com o aumento da concentração. A 303 

concentração de 100 ppm foi capaz de inibir 100 % do crescimento micelial. Sendo sua CE50 304 

36,71 ppm, evidenciando uma maior sucetibilidade da espécie quando comparadas aos valores 305 

de inibição e CE50 para A. brassicicola expostos neste tralhalho. Consequentemente, 306 

concentrações mais elevadas de carvacrol causam danos significativos nas hifas e esporos de 307 

A. alternata impedindo seu desenvolvimento (Li et al., 2023).  308 

A membrana celular fúngica desempenha diversas atividades importantes, como a 309 

absorção de nutrientes, troca substâncias e energia com o ambiente e manter a viabilidade 310 

celular, tornado assim um alvo para o controle (Sant et al., 2016). O carvacrol pode atuar 311 

caussando anomalias na morfologia de fitopatogenos, levando ao rompimento das membranas 312 

citoplasmáticas, desorganização das organelas intracelulares e vazamento de componentes 313 

celulares (Pei et al., 2020). No controle de Aspergillus flavus, o cavacrol pode afetar quatro vias 314 

metabólicas, no entanto apenas a via glicerofosfolipídios foi associada ao efeito de controle. 315 

Além disso o carvacrol pode inibir a produção de aflatoxina (Qu; Li; Wang; 2022).  316 

Ademais, os tratamentos com carvacrol induziram a geração de espécies reativas de 317 

oxigênio (ROS), que causaram lesão oxidativa à membrana celular por meio da peroxidação 318 

lipídica, podem ainda danificar a integridade da mitocôndria (Hou et al., 2020; Pei et al., 2020). 319 

Em um estudo recente foi mostrado a capacidade do carvacrol em destruir membranas 320 

plasmáticas e se ligar ao sulco menor do DNA, inibindo a proliferação fúngica ao perturbar a 321 

estabilidade do DNA (Yin et al., 2024). Atualmente, não foram recuperados estudos que 322 

abordem especificamente os mecanismos de ação desse composto para o controle de A. 323 

brassicicola. Contudo, baseado nos resultados apresentados nesse trabalho é suposto que alguns 324 

ou todos os mecanismos citados a cima podem estar relacionados ao controle de A. brassicicola 325 

devido à capacidade de controle in vitro abordada nesse presente estudo. 326 

Os efeitos fitotóxicos nas sementes de couve, repolho e rúcula que foram observados 327 

nesse trabalho, podem estar relacionados a efeito alelopáticos ocasionados pelo carvacrol. Em 328 

estudos conduzidos por Zamuner et al. (2023) e Santos et al. (2024) é descrito que tanto a 329 
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interferência de óleos essências que contêm carvacrol em sua composição, quanto a molécula 330 

isolada, estão associadas a diminuição da germinação de sementes e no desenvolvimento de 331 

suas raízes. Além disso, os óleos essenciais do gênero Origanum, que apresentam o carvacrol 332 

como um dos principais componentes, são relatados como fitotóxicos a ervas daninhas e 333 

culturas comercias, como pepino e tomate (Ibáñez; Blázquez, 2020). Apesar de interferir 334 

diretamente no desenvolvimento de sementes, o carvacrol quando aplicado nas folhas podem 335 

não apresentar efeito danoso, a exemplo dos resultados observados em Citrus sinensis, no qual 336 

esse composto foi testado quanto o seu efeito protetor e os resultados demonstram a ausência 337 

de efeito danoso as plantas de C. sinensis (Zamunner et al., 2023).  338 

 339 

Conclusão  340 

O carvacrol apresenta eficácia controle in vitro de A. brassicicola, podendo ser utilizado 341 

em estudos futuros visando o manejo da mancha-de-alternaria. Apesar da interferência na 342 

germinação das sementes de couve, repolho e rúcula, estudos adicionais devem ser conduzidos 343 

sobre sua fitotoxicidade buscando a redução desse efeito. Adicionalmente, estudos sobre a 344 

ecificacia da molécula in vivo devem ser realializados, bem como verificar o principal 345 

mecanimos de ação para o controle de de A. brassicicola.  346 
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Figura 1. Sintomas de mancha-de-alternaria observados em folhas de brássicas (couve, repolho e rúcula), após 21 dias da data 

de inoculação de Alternaria brassicicola, isolados CFS131 (B, G e L), CFS132 (C, H e M), CFS135 (D, I e N) e CFS143 (E, 

J e O) tratamento controle (A, F, K). Setas brancas indicam sintomas iniciais; setas vermelhas indicam sintomas finais.  
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Figura 2.  Avaliação da concentração mínima inibitória, para os isolados de Alternaria brassicicola (CFS131, CFS132, 

CFS135 e CFS143). as cores rosa e violeta indicam presença de respiração celular, azul indica ausência de respiração. 

**Efeito fungicida; * Efeito fungistático; 

Dose em ppm CFS-131 CFS-132 CFS-135 CFS-143

1000 ** ** ** **

950 ** ** ** **

900 ** ** ** **

850 ** ** ** **

800 ** ** ** **

750 ** ** ** **

700 ** ** ** **

650 ** ** * *

600 ** ** * *

550 ** ** * *

500 ** ** * *

450 ** ** *

400 ** ** *

350 * *

300 * *

250

200

150

100

50

25

13

C-
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Figura 3. Colônias de Alternaria brassicicola emergentes observadas a partir recuperação de meio BD tratado com carvacrol, concentrações de 

300, 400 700 e 1000 ppm demonstrando efeito fungistático (B) e efeito fungicida (C, D e E). Tratamento controle apresenta crescimento normal 

(A). Imagem representativa para os isolados CFS131 e CFS132. 
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Figura 4. Colônias de Alternaria brassicicola emergentes observadas a partir recuperação de meio BD tratado com carvacrol, concentrações de 

600, 700 800 e 1000 ppm demonstrando efeito fungistático (B) e efeito fungicida (C, D e E). Tratamento controle apresenta crescimento normal 

(A). Imagem representativa para os isolados CFS135 e CFS143. 
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Figura 5 Porcentagem de inibição de crescimento micelial  (PIC %) de Alternaria brassicicola (CFS131, CFS132, CFS135 e 

CFS143) cultivados in vitro sob diferentes doses de carvacrol (ppm). Valores médios de PIC foram determinados segundo a 

equação: 𝑃𝐼𝐶 =
𝐶𝑐−𝐶𝑡

𝐶𝑐
∗ 100, sendo Cc = Crescimento do controle; Ct = Crescimento tratamento; Para um isolado, diferentes 

letras representam diferenças significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 6. Observação dos padrões de desenvolvimento micelial de Alternaria brassicicola, isolado CFS131 em meio 

de cultura BDA, tratado com carvacrol, no intervalo de doses de 25 a 400 ppm (B, C, D, E, F, G, H, I e J) durante 15 

dias. Controle (A) não acrescido de carvacrol.  
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Figura 7. Observação dos padrões de desenvolvimento micelial de Alternaria brassicicola, isolado CFS132 em meio 

de cultura BDA, tratado com carvacrol, no intervalo de doses de 25 à 400 ppm (B, C, D, E, F, G, H, I e J) durante 15 

dias. Controle (A) não acrescido de carvacrol. 
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Figura 8. Observação dos padrões de desenvolvimento micelial de Alternaria brassicicola, isolado CFS135 em meio 

de cultura BDA, tratado com carvacrol, no intervalo de doses de 25 à 400 ppm (B, C, D, E, F, G, H, I e J) durante 15 

dias. Controle (A) não acrescido de carvacrol.  
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Figura 9. Observação dos padrões de desenvolvimento micelial de Alternaria brassicicola, isolado CFS135 em meio 

de cultura BDA, tratado com carvacrol, no intervalo de doses de 25 à 400 ppm (B, C, D, E, F, G, H, I e J) durante 15 

dias. Controle (A) não acrescido de carvacrol.
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Figura 10. Determinação in vitro das doses de carvacrol capazes de inibir 50% do crescimento micelial - CE50 

(ppm) dos isolados de Alternaria brassicicola (CFS131, CFS132, CFS135 e CFS143). Nota: Gráfico boxplot 

com valores médios de CE50 seguidos por letras maiúsculas (grafados acima do box). Médias seguidas por letras 

diferentes, diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 11. Ánalise do crescimento micelial dos isolados CFS3131 (B - J), CFS132 (L – T), CFS135 (X - AF) e CFS143 (AH - AP), em meio de 

cultura BDA tratado com produtos quimicos a base de clorotolonil, difenoconazol e flutriafol, na dose recomendada (DR), duas vezes a dose 

recomendada (2xDR) e metade da dose recomendada (1/2DR), durante 15 dias. Controle (A, K, W e AG) não acrescido dos fungicidas.  
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Tabela 1. Efeito do carvacrol sobre a germinação in vitro de sementes de couve, repolho e rúcula, após quatro dias de incubação 

em meio agar água tratado com diferentes concentrações. 

Carvacrol 

(ppm) 

PG (%)* 

Couve Repolho Rúcula 

0** 99 ± 1,5 A 96 ± 2 A 99 ± 1,5 A 

25 99 ± 1,5 A 95 ± 3,5 A 99 ± 1,5 A 

50 99 ± 1,5 A 94 ± 4 A 96 ± 2 A 

100 92 ± 2 A 93 ± 6,5 A 92 ± 4 A 

150 96 ± 4 A 50 ± 10 B 75 ± 9 B 

200 98 ± 2 A 25 ± 13 C 19 ± 7 C 

250 92 ± 2 A 5 ± 1,5 D 7 ± 3 CD 

300 75 ± 9 B 0 ± 0 D 2 ± 1 D 

* PG = Porcentagem de germinação de sementes. Valores médios ± valores de desvio médio; Na coluna, médias seguidas por letras diferentes diferem 

(p≤0,01) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, em delineamento inteiramente casualizado. 
** Tratamento controle. Sementes germinadas na ausência de carvacrol. 
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Figura 13. Padrão de germinação de sementes de couve-manteiga, em meio de cultura Agar água tratados com 

carvacrol, nas doses de 25 a 300 ppm (B, C, D, E, F, e H), por 4 dias. Controle (A) contendo apenas Agar água. 
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Figura 14. Padrão de germinação de sementes de repolho, em meio de cultura Agar água tratados com carvacrol, no 

intervalo de doses de 25 a 300 ppm (B, C, D, E, F, e H), por 4 dias. Controle (A) contendo apenas Agar água. 
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Figura 15. Padrão de germinação de sementes de rúcula, em meio de cultura Agar água tratados com carvacrol, no 

intervalo de doses de 25 a 300 ppm (B, C, D, E, F, e H), por 4 dias. Controle (A) contendo apenas Agar água. 
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CAPÍTULO III 

´ 

Conclusões Gerais  
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Conclusões Gerais  

 

• O carvacrol mostrou-se eficiente no controle in vitro de Alternaria brassicicola. 

• Todos os princípios ativos testados apresentaram 100% de inibição do crescimento de 

micelial de A. brassicicola in vitro. 

• O carvacrol inibiu a germinação das sementes de repolho e rúcula significativamente 

nas concentrações a partir de 150 ppm. 

 


