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RESUMO

Recentemente, em plantas medicinais da familia Labiatae (Rosmarinus officinalis, Lavandula sp., Salvia officinalis
e Thymus vulgaris), constatou-se tombamento de mudas em pés-emergéncia e queima foliar ascendente. Em isolamentos
efetuados a partir de tecidos doentes, observou-se o desenvolvimento de um fungo com hifas ramificadas em angulo de
aproximadamente 90°, constricdo na base da ramificagdo, septo proximo a inser¢do da hifa laterd e outras caracteristicas tipicas
do género Rhizoctonia. Inoculou-se o fungo em plantas sadias cultivadas em vasos plasticos. Naguel as inoculadas por pincelamento
de indculo, ocorreu queima foliar de forma generdizada aos quatro dias da inoculagdo, enquanto nas inoculadas pela deposicéo
de in6culo na superficie dos vasos, houve queima foliar ascendente, como observado em condigBes naturais, aos dez dias da
inoculagdo. Com base na morfologia da coldnia, crescimento micelial, nimero de nicleos, identificagdo do grupo e subgrupo de
anastomose e da fase teleomdrfica, 0 patégeno foi caracterizado como Rhizoctonia solani (fase anamorfica de Thanatephorus
cucumeris). Com a reproducdo dos sintomas da doenca por inoculagdo artificiad nas mudas e o reisolamento, em meio de batata
dextrose &gar (BDA), do mesmo fungo a partir de tecidos doentes confirmou-se R. solani como o agente etiolégico da doenca.

Palavras-chave adicionais: medicina, Rosmarinus officinalis, Lavandula ., Salvia officinalis, Thymus vulgaris.

ABSTRACT
Leaf blight and seedling damping-off of medicinal plants caused by Rhizoctonia solani AG1 - 1B
Recently, seedling damping off and blight progressing from old to young leaves were found on medicina plants of

the family Labiatae (Rosmarinus officinalis, Lavandula ., Salvia officinalis and Thymus vulgaris). A fungus was isolated
from diseased tissues, in which the hyphae had diameter, ramification angle of about 90°, basal constriction, a septum next
to the lateral hyphae, and other typical characteristics of the genus Rhizoctonia. The fungus was inoculated on healthy plants
cultivated in plastic pots by brushing inoculum suspension on leaves (brushing) or by pouring the inoculum suspension on
the surface of pots (soil infestation). On plants inoculated by brushing, disease symptoms occurred on all leaves four days
after inoculation. On plants inoculated by soil infestation, leaf blight continued to ascent for ten days after inoculation under
natural conditions. Based on colony morphology, mycelial growth, number of nuclel, identification of anastomosys group and
subgroup, and on the teleomorph, the pathogen was considered to be Rhizoctonia solani (anamorph of Thanatephorus
cucumeris). As disease symptoms were reproduced by artificial inoculation on plants and the fungus was reisolated on potato
dextrose agar (PDA) from diseased tissues, R. solani was confirmed to be the causal agent of the disease.

Additional keywords: medicinal plants, Rosmarinus officinalis, Lavandula $p., Salvia officinalis, Thymus vulgaris.

Umaplantamedicinal pode ser definidacomo qual quer
vegetal que produza, em quantidade consideravel, substancias
bi ol ogicamente ativas utilizadas direta ou indiretamente como
medicamentos (Castro & Ferreira, 2000; Castroet al., 2001),
ou que contenha um ou mais principio(s) ativo(s) que lhe
confere(m) atividade terapéutica (Martins et al., 2000).

O uso de plantas medicinais estd em franca expanséo
em todo o mundo, inclusive no Brasil. A titulo de exemplo, o
mercado mundia de fitoterapi cos movimentaanua mente um
montante de 20 a 40 bilhdes de ddlares (Perecin, 2001), €,
segundo dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS),
80% da populagdo mundial utilizam principalmente as
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medicinas tradicionais para suprir as necessidades de
assisténcia médica priméria (Ming, 1994).

Com o interesse crescente sobre a eficiéncia dos
principios ativos, nos Ultimos anos, ocorreu incremento
significativo no cultivo comercial de plantas medicinais.
Paralelamente, 0 aumento em &rea cultivada pode ter levado
a0 incremento na possibilidade de ocorréncia de doencas,
apesar de, normalmente, existir um nivel de resisténcia
natural nestas plantas (Martinser al., 2000). Neste sentido,
recentemente, em alguns espécimes de plantas medicinais
da familia Labiatae, cultivadas comercialmente na regiéo
daZonadaMata-MG, observou-se o tombamento de mudas
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em pés-emergénciae umaqueimafoliar ascendente. Diante
desses fatos, o presente trabalho objetivou identificar o
agente causal dadoenca, realizar suacaracterizagdo e sugerir
possiveis medidas de controle.

Caracterizacao das espécies hospedeiras

A doenca foi constatada em plantas pertencentes a
quatro espécies (Figuras 1 A, B, C e D), caracterizadas
Como:

i- Rosmarinus officinalis L., com nomes comuns:
alecrim, alecrim-de-jardim, aecrim-rosmarino, libanotis e
rosmarino. A espécie € ariginariado Sul da Europa e do Norte
daAfrica A plantaéum subarbusto ramificado com até 2 m de
altura; folhas sésseis, opostas e lineares, de sabor picante;
flores diminutas, azuladasou brancas, bilabiadas em cimeiras.
A plantaexalaforte aroma, e 0 6leo essencial contém pineno,
canfeno, borneol, cineol, apresenta ainda tanino, alcal dides,
saponinas, flavonoides e o &cido rosmarinico (Martins et al.,
2000).

ii- Lavandula sp., com nomes comuns. afazema e
lavanda. A espécie é originaria da Europa (regides
montanhosas dos paises mediterréneos). A planta é herbacea
com caule estirado (comprido esgalhado); folhas sésseis, em
forma de espada (ensiformes); inflorescéncia em espiga
interrompida, de coloragdo azulada e cujo 6leo essencia
contém geraniol, furfurol, linalol, cariofileno, acetato de
linalino e cumarinas (Martins et al., 2000).

iii- Salvia officinalis L., com nomes comuns. salvia,
salva-das-boticas, salvae sdbia. A espécie é origindriado sul
da Europa. A planta é um arbusto pequeno, lenhoso de 30 a
50 cm de atura, aromatico; folhas alongadas e arredondadas
nos caules, que sdo recobertos por pélosfinosemacios; flores
azul-viol&ceas, formando cachos. Possui sabor amargo e odor
forte, cujo Gleo essencial contém cineol, canfora, borneol,
tuiona e outros terpenos. Contém ainda &cido ursdlico e
taninos (Martins et al., 2000).

iv- Thymus vulgaris L., com nomes comuns: tomilho
etimo. A espécie é originariadaEuropa. A plantatem haste
lenhosa na base e herbacea na ponta, cujos ramos sdo eretos,
aveludados e de cor branca, folhas verde-acinzentadas e
pontilhadas na face superior eflores réseas ou brancas. O 6leo
essencial destaespécie contém timol, carvacrol, cimol, borneol,
lindol, cimeno e pineno, aém de taninos (Martins et al.,
2000).

Caracterizacdo da doenca e do patégeno

Ossintomas dadoenca sdo caracterizados pelaqueima
foliar ascendente, seguida de morte das por¢des terminais
dos ramos, com desfolha das plantas mais severamente
afetadas. Pode também ocorrer tombamento de mudas,
especia mente quando se utiliza solo arenoso como substrato.
Em observacfes realizadas nas plantas medicinais, em
diferentes estadios de desenvol vimento dadoenga, evidenciou-
se o crescimento epifitico de micélio fungico sobre asuperficie
foliar (Figura 1l E). Prepararam-se |&minas por microcultura,
nas quais se observou o desenvolvimento de hifas com

Fitopatol. bras. 30(3), maio - jun 2005

diametro, ramificacdo e outras caracteristicastipicas do género
Rhizoctonia, incluindo ramificag@o em angulo de aproxima:
damente 90°, constricdo na base da ramificacéo e septo
préximo ainsercao da hifalateral.

Comprovacao do agente etiolégico da doenca

Diante do quadro sintomatol 6gico nas plantas doentes,
realizou-se o isolamento do fungo, de forma direta, por meio
da transferéncia de segmentos de hifas para meio de batata-
dextrose-&gar (BDA). Apos incubagdo a 27 °C, no escuro,
por 48 h, os isolados obtidos foram repicados para tubos de
ensaio contendo o mesmo meio de cultivo inclinado e
armazenados a 10 °C. Paracomprovar apatogenicidade, trés
discosde cultivo em BDA foram retirados dabordade col 6nias
em franco crescimento e transferidos para Erlenmeyers
contendo meio de cultivo liquido semi-sintético (Alfenas et
al., 1998). Apbsincubagdo a27 °C, no escuro, por cinco dias,
amassamicelial foi separadado meio de cultura, por filtracéo
a véacuo. Apbs remocdo do excesso de dgua por prensagem
manual em papel defiltro, o micéliofoi triturado em Polytron
(Brinkmam Instrumentsa ), velocidade 3, por 30 sem volume
de &gua estéril compativel com a concentragdo de indculo
desgjada em cada metodol ogia de inocul ag&o.

As inoculagbes foram realizadas por meio de duas
técnicas. Na primeira, a superficie dos vasos nos quais as
plantas estavam sendo cultivadas em solo orgénico estéril,
foi recoberta com, aproximadamente, 2 cm de vermiculita,
previamente umedeci da (100% p/p) e infestadacom micélio,
na proporcdo de 20 mg/g de vermiculita (base seca). Na
segunda técnica, a superficie dos ramos das quatro espécies
de plantas medicinais foi pincelada com uma suspensdo de
indculo, constituida de micélio triturado na concentragéo de
50 mg/ml de &gua estéril. As plantas inoculadas pelas duas
técni cas descritas foram mantidas em camara de nevoeiro e,
apos 48 h, transferidas para casa de vegetacao.

Em plantas inoculadas por pincelamento de indculo,
ocorreu queimafoliar deformageneralizadaapds quatro dias
da inoculagdo, enquanto nas inoculadas pela deposicdo de
inéculo na superficie dos vasos, evidenciou-se a sinto-
matologia de queima foliar ascendente, como observado em
condi¢des naturais, apés dez dias dainoculagdo. Em vistada
reproducdo dos sintomas da doenga por inoculagéo artificial
nas mudas e do reisolamento do mesmo fungo para BDA, a
partir de tecidosinfectados, confirmou-se o agente etiol gico
da doenga como Rhizoctonia Sp.

A identificacdo e caracterizacdo de isolados de
Rhizoctonia sp. ndo possuem valor meramente descritivo, pois
diferencas taxondmi cas entre grupos e subgrupos sdo frequien-
temente associadas a diferentes comportamentos ecol 6gicos
e epidemiol6gicos (Ogoshi, 1987) e podem influenciar no
controle do patégeno (Kataria& Gissi, 1996). Neste sentido,
em umasegundaetapa, com vistas aidentificacdo do patdgeno
a0 nivel de espécie, caracterizaram-se 0s isolados quanto a
morfologia da col6nia, crescimento micelial, nimero de
nucleos e identificagdo do grupo e sub-grupo de anastomose.
Apobsinducdo dafase sexuada, caracterizaram-se osteleomorfos
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Queima foliar ascendente em alecrim (Rosmarinus officinalis), dfazema (Lavandula p.), Svia (Salvia officinalis)
e tomilho (Thymus vulgaris), respectivamente; E- Crescimento micelial epifitico de R. solani sobre a superficie
foliar; F- Basidio (seta branca) e basidiosporos (seta preta) de Thanatephorus cucumeris (fase sexuada de R. solani).
Barras = 20 nm.

guanto as dimensdes do metabasidio, dos esterigmas e dos
basi didsporos.

Caracterizacdo do patéogeno

Paraproceder a caracterizaggo morfol dgica, osisolados
foram repicados paraplacas de Petri contendo 12 ml de meio
BDA, V84 ouaveia-égar (aveiaa5%), emantidosa27 °C, no
escuro. Apos 15 dias de incubagdo, anotaram-se a aparéncia
das colénias, formagdo de anéis concéntricos, pigmentacao,
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presenca, tamanho e aparéncia dos esclerddios (Sanfuentes,
2000).

Todos os isolados obtidos, quando repicados e
cultivadosem meiosBDA, V8® eaveiadgar, foram similares
quanto ao aspecto dacol6nia, formag&o de anéis concéntricos,
pigmentagéo, presenca, tamanho e aparéncia dos esclerddios.

Em meio BDA, as coldnias apresentaram coloracao
bege com halos concéntricos e esclerddios claros de aspecto
farinaceo em formag&. Em meio de aveia 4gar, ocorreu
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formagdo de micdlio superficia abundante em col6nias de
coloracdo bege clara e sem formagdo de anéis concéntricos.
Nesse meio de cultivo houve produggo abundante de esclerédios
pequenos (= 1 mm de didmetro) de col oracdo bege claraquando
imaturos, passando a marrom, organizados individua mente
ou em crostas-esclerodiais, formados por células monilidides.
No meio V8, as colbnias de coloragdo marrom a bege clara
apresentavam normal mente apenas um anel de crescimento,
com formagdo de esclerddios menores (didmetro inferior a1
mm) e de coloragdo marrom.

Para avaliagdo do crescimento micelial, discos de
cultivo (7 mm de didmetro), obtidos a partir da borda de
coldnias em franco crescimento, foram transferidos para o
centro de placas de Petri contendo 12 ml de meio BDA, as
quais foram mantidas a 7, 14, 21, 28, 35 e 42 °C, no escuro.
Em intervalos diérios, avaliou-se o didmetro das col bnias até
gue atingissem a periferia das placas.

Observou-se tendénciade maior crescimento micelial
a28°C, evidenciado pelo maior diametro médio das colbnias
e pelas maiores taxas de crescimento médio. Nessa
temperatura, a colénia teve, em média, 8,4 cm de didmetro
apos 72 h de incubagdo e, portanto, taxa de crescimento
equivalente a 2,8 cm.dia®. A 7 e 42 °C ndo ocorreu o
crescimento micelia (Figura 2).

Na determinagéo do nimero de nicleos, empregou-se
0 método HCI-Giemsa (Herr, 1979) de coloragéo de nlcleos
e a coloracdo utilizando safranina-O (Bandoni, 1979). O
micélio utilizado na primeiratécnicafoi produzido em meio
liquido semi-sintético a 27 °C, no escuro, por 48 h, e em
seguida separado do meio de cultura por filtrago a vacuo.
Nasegundatécnica, |aminas de microculturaforam utilizadas
para montagem final com o referido corante.

Com base no niimero de nuicleos, as espécies dp género
Rhizoctonia podem ser divididas em trés grupos, formados
por micélio uni, bi ou multinucleado (Carling, 1996). Nas
duas técnicas de coloragdo de nicleos empregadas, todos os
isolados estudados foram caracterizados como multinucleados,
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-
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+/\

+
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FIG. 2 - Crescimento micelial de Rhizoctonia solani ao longo do
tempo e em fungdo de diferentes temperaturas de incubagdo. As
barras verticais representam o erro padrdo da média
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com média de nove nlcleos por células sendo o minimo e o
maximo de sete e 11 n(icleos, respectivamente.

Na identificagcdo do grupo e subgrupo de anastomose,
os isolados foram pareados frente aos isolados-testes,
empregando-se 0 método de discos de BDA com micélio em
[&minas de microscopia mantidas em camara Umida. Para
comprovagao das reagdes de anastomose, 0 micédlio foi corado
com lactofenol, contendo 0,5% de anilina, e visualizado ao
microscopio de luz (X 400).

Os isolados obtidos das quatro plantas medicinais,
guando pareados com isolados-teste multinucleados,
formaram anastomose de hifas com o grupo AG1 e subgrupo
1B. Os grupos de anastomose de Rhizoctonia Spp. podem ser
associados a diferentes caracteristicas culturais, tipo de
hospedeiros, dentre outras. Contudo, ha ampla variabilidade
dentro de cada grupo e, portanto, ainda existe a possibilidade
de subdivisdo dos grupos de acordo com a gama de
hospedeiros, morfologia, requerimentos para tiamina e
homologia de DNA (Sneh et al., 1991; Carling, 1996).

Para induzir a fase sexuada do fungo, empregou-se
parte das plantas utilizadas no teste de patogenicidade, as
quais foram mantidas nacémara de nevoeiro durante 15 dias
adicionais. Além disso, ramos de eucalipto, previamente
desinfestados superficialmente em hipoclorito de sddio a1.000
ppm de cloro ativo, foram inoculados por pincelamento,
conforme descrito previamente e mantidos nas mesmas
condicdes por igua intervalo de tempo (Silveira, 1996). O
himénio formado sob osramosfoi removido cuidadosamente
e caracterizado quanto as dimensdes do metabasidio, dos
esterigmas e dos basididsporos, com auxilio de um
microscopio de luz.

Apenas quando o inéculo foi pincelado sob ramos de
eucalipto, houveinducdo dafaseteleomarfica, com aformacéo
de himénio, contendo basidios e basididsporos. Essafase foi
observada sob as folhas a partir de 12 dias dainoculacéo e,
em geral, nas folhas mais velhas do ramo. As dimensdes do
metabasidio e basididsporos foram semel hantes as descritas
para Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk, normalmente
com quatro esterigmas e basididsporos de 7-10 (-12) x 4-7
mm (Figura 1 F) (fase perfeita de R. solani) (Sneh et al.,
1991).

Para a doenca em questdo, as medidas de controle
devem ser fundamentadas em préticas culturais ou em outras
medidas que ndo envolvam o uso de produtos quimicos. Esses
sd0 condenados no cultivo de espéciesmedicinais, justificado
pelainexisténciade produtos registrados, conforme exigéncia
legal, e pelas alteracbes que tais produtos podem ocasionar
nos principios ativos (Martins et al., 2000). Portanto,
recomenda-se realizar a producdo de mudas em solo ou
substrato isento deindeul o defitopatdgenos e efetuar o plantio
definitivo no campo em é&reas de histérico conhecido e
sabidamente livre do patégeno, entre outras.

No Brasil, este é o primeiro relato da queima foliar
ascendente e do tombamento de mudas de alecrim, alfazema,
sélvia e tomilho, da caracterizagdo destas doencas e da
identificag@o do seu agente etiol 6gico.
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