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RESUMO

Reis, A.; Miranda, B.E.C.; Boiteux, L.S.; Henz G.P. Murcha do manjericao (Ocimum basilicum) no Brasil: agente causal, circulo de plantas
hospedeiras e transmissao via semente. Summa Phytopathologica, v.33, n.2, p.137-141, 2007.

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) ¢ uma hortali¢a da familia
Lamiaceae, utilizada na culinaria ou como matéria prima para a industria
de farmacos e o6leos essenciais. Amostras de plantas de manjericao
apresentando sintomas de murcha, seca de hastes e podridao de colo
foram coletadas na area rural de Brazlandia (DF) durante a estacdo
chuvosa de 2005. Outras duas amostras foram coletadas em plantas
cultivadas em campo aberto e casas de vegetacdo na regido de Ponte Alta
(DF). Isolados de um fungo, identificado como Fusarium oxysporum,
foram obtidos em todas as amostras. Testes de patogenicidade foram
conduzidos com mudas das cultivares O. basilicum ‘Dark Opal’ e ‘Italian
Large Leaf’, e de acessos das espécies O. americanum L. (manjericdo de
folha mitda), O. campechianum Mill. (alfavaca), Origanum manjorana
L. (manjerona), Origanum vulgare L. (orégano), Mentha arvensis L.
(menta), Coleus blumei Benth. (tapete), Leonorus sibiricus L. (rubim) e
Leonotis nepetaefolia (L.) W.T. Aiton (cordao-de-frade). Todos os isolados

fungicos mostraram-se altamente virulentos sobre as duas cultivares de
manjericdo. Em O. campechianum e O. americanum os isolados causaram
apenas suave escurecimento vascular e leve redug¢do de crescimento,
sendo avirulentos sobre acessos das espécies O. manjorana, O. vulgare,
M. arvensis, C. blumei, L. sibiricus e L. nepetaefolia. Este conjunto de
dados indicou que o agente causal da doenga ¢ o fungo F. oxysporum f. sp.
basilici, constituindo-se no primeiro registro formal deste patogeno no
Brasil. Os lotes de sementes utilizados nas areas de ocorréncia da doenga
foram submetidos a um teste de sanidade visando verificar a presenga do
patéogeno. O fungo F. oxysporum f. sp. basilici foi detectado em quatro
dos seis lotes e os isolados obtidos das sementes contaminadas mostraram
similar sintomatologia e um idéntico perfil de viruléncia aos verificados
em campo e casa de vegetacdo, sugerindo que as sementes representam o
mais provavel veiculo de introdugdo e potencial disseminagdo deste
patdégeno no Brasil.

Palavras-chave adicionais: Fusarium oxysporum f. sp. basilici, Ocimum basilicum, etiologia, patologia de sementes.

ABSTRACT

Reis, A.; Miranda, B.E.C.; Boiteux, L.S.; Henz G.P. Sweet basil (Ocimum basilicum) wilt in Brazil: Causal agent, host range and seed transmission.

Summa Phytopathologica, v.33, n.2, p.137-141, 2007.

Sweet basil (Ocimum basilicum L) is one of the most important
vegetable crops in the family Lamiaceae, being employed mainly as a
source of essential oils for the pharmaceutical industry. Samples of
plants showing symptoms of wilt, stem blight and collar root rot were
collected during the 2005 hot rainy season in the rural area of Brazlandia
(Federal District) in central Brazil. Two other samples displaying identical
symptoms were collected under greenhouse and field conditions in Ponte
Alta (DF). The fungus Fusarium oxysporum was consistently isolated in
all samples. Pathogenicity tests were conducted using seedlings and stem
cuttings of the O. basilicum cultivars ‘Dark Opal” and ‘Italian Large
Leaf’ as well as accessions of the species O. americanum L, O.
campechianum Mill., Origanum manjorana L., O. vulgare L., Mentha
arvensis L., Coleus blumei Benth., Leonorus sibiricus L. and Leonotis
nepetaefolia (L.) W.T. Aiton. All isolates were highly virulent on O.

basilicum cultivars, whereas O. campechianum and O. americanum
cultivars reacted with a slight vascular browning and with a very mild
reduction in plant growth rate. All isolates were considered avirulent to
O. manjorana, O. vulgaris, M. arvensis, C. blumei, L. sibiricus and L.
nepetaefolia accessions. The experimental data indicated that the causal
agent of this disease is the fungus F. oxysporum f. sp. basilici. This is
the first formal report of this pathogen in Brazil. The remaining
seeds from commercial lots that were sowed in the areas where the
pathogen was first described were evaluated for the presence of F.
oxysporum f. sp. basilici. This fungus was detected in four out of six
seed lots and the seed-derived isolates were able to induce similar set
of symptoms in the same group of plant accessions. This result
strongly suggests that this new disease in Brazil was most likely
introduced into the country via contaminated seeds.

Additional keywords: Fusarium oxysporum f. sp. basilici, Ocimum basilicum, etiology, seed pathology.
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A familia Lamiaceae possui cerca de 200 géneros e
aproximadamente 3.500 espécies, varias delas de importancia horticola
e ornamental, sendo utilizadas também na culinaria, na medicina ¢ na
industria farmacéutica (19, 22, 28). Entre as espécies de maior
importancia econdmica destacam-se o manjericao (Ocimum basilicum
L.,= 0. barrelieri Roth); O. americanum L. (= O. canum Sims ou O.
minimum L.); alfavaca (O. campechianum Mill., = O. micranthum
Willd.); manjerona (Origanum majorana L., = Majorana hortensis
M.); a menta ou horteld (Mentha arvensis L.); o orégano (Origanum
vulgare L.), a sélvia (Salvia officinalis L.) (11).

O manjericao (também denominado de alfavaca, alfavaca-cheirosa,
basilico ou manjericdo comum) é a espécie da familia Lamiaceae mais
intensamente cultivada (17,19, 22). Esta hortaliga foi mais amplamente
plantada apds a vinda de imigrantes italianos para o Brasil, sendo
utilizada como folhas verdes em massas, condimento “in natura” e
processado como folhas secas inteiras ou moidas e, ainda, como matéria
prima para a industria de 6leos essenciais (28).

A area de cultivo do manjericdo para fornecimento de matéria
prima para a inddstria farmacé€utica vem se expandindo no Brasil (28).
Com o incremento da area plantada, problemas fitossanitarios tendem
a surgir e/ou se agravar.

O objetivo deste trabalho foi estudar a etiologia de uma nova
doencga do manjeric@o no Brasil, investigar a possibilidade do ingresso
do patogeno nestas novas areas ter ocorrido via sementes contaminadas
e avaliar espécies de plantas da familia Lamiaceae que possam funcionar
como potenciais hospedeiras alternativas do patdogeno.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras, isolamento, identificacio e preservacio dos
isolados fungicos

Duas visitas foram feitas em um plantio comercial em Brazlandia
(DF). A lavoura comercial de manjericdo visitada estava em fase de
inicio do florescimento e apresentava algumas reboleiras (Figura 1 A)
com plantas murchas (Figura 1B) e/ou secas (Figura 1C). Amostras de
plantas, apresentando os sintomas acima citados, foram coletadas e
levadas para o Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Hortalicas,
para analises fitopatologicas.

Na primeira visita ao campo de produgdo a doenga ja apresentava
uma incidéncia de aproximadamente 20% das plantas (cv. Italian Large
Leaf). Na segunda visita, realizada 30 dias apds a primeira, o campo
apresentava quase 100% de plantas atacadas. Outras duas amostras
de plantas de manjericdo, apresentando sintomas similares, foram
coletadas em condi¢des de campo (cv. Italian Large Leaf) e em uma
casa de vegetacdo (cv. Alfavaca Basilicdo) em Ponte Alta (DF). De
todas as amostras foi realizado o isolamento de fungos em meio BDA
adicionado de antibidtico, conforme procedimentos padrdes. A
identificacao dos isolados fungicos foi realizada através da observacéo
do aspecto das colonias e das caracteristicas morfoldgicas das estruturas
assexuais do patogeno (1, 24). Os isolados foram preservados em
tubos de ensaio contendo BDA e em 4agua destilada esterilizada.

Teste de patogenicidade e gama de plantas hospedeiras

Foram avaliados acessos das seguintes espécies: Manjericao (‘Dark
Opal’ e ‘Italian Large Leaf”); O. americanum (acesso ‘CNPH-010’);
O. campechianum (acesso ‘CNPH-008"); Manjerona (Isla Sementes
Ltda.), Orégano (acessos ‘CNPH-005" e ‘CNPH-006"), M. arvensis
(acesso ‘CNPH-022’), tapete (Coleus blumei Benth. acesso ‘CNPH-
023”), e das invasoras Leonorus sibiricus L. (rubim) e Leonotis
nepetaefolia (L.) W.T. Aiton (cordao-de-frade). Foram utilizados quatro
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Figura 1. Reboleiras de plantas de manjericao, cv. ‘Italian Large Leaf”,
mortas no campo (A), plantas apresentando sintomas de murcha e desfolha
(B), seca de hastes (C) e sintomas da doenca em plantas (cv. ‘Italian Large
Leaf”) inoculadas em condigdes de casa de vegetacdo (D).

isolados do patogeno. Dois deles foram obtidos da lavoura localizada
em Brazlandia, sendo um da cultivar ‘Dark Opal’ (Fus.114) e outro da
cultivar ‘Italian Large Leaf” (Fus.115) enquanto os outros dois isolados
foram obtidos de plantas de manjeric@o coletadas em casa de vegetacao
(Fus.127) e campo (Fus.128) em Ponte Alta (DF). As sementes foram
semeadas em bandejas de poliestireno com 128 células, preenchidas
com substrato (Plantmax®) esterilizado. Quando as mudas
apresentavam dois pares de folhas totalmente abertas, as mesmas
foram removidas das células e as raizes lavadas em agua corrente para
eliminar o substrato eventualmente aderido as mesmas. A porgéo apical
das raizes (aproximadamente 2 cm) foi cortada com tesoura e
mergulhadas por um minuto numa suspensido de microconidios de
cada isolado, ajustada para 10° conidios/ml com auxilio de
hemacitometro. Os conidios foram produzidos pelo cultivo dos
isolados fungicos em Erlenmayers contendo 100ml de meio liquido
batata-dextrose, a temperatura de 25°C, e agitagdo constante. As
espécies de Ocimum e Origanum foram inoculadas com os quatro
isolados, enquanto as demais espécies foram inoculadas apenas com
os dois isolados coletados em Brazlandia. Apds a inoculagao, as mudas
foram transplantadas para vasos plasticos contendo 2,0 kg de uma
mistura esterilizada de argila, areia e esterco bovino. Foram
transplantadas quatro plantas por vaso. Em seguida foram mantidos
em condicdes de casa de vegetagdo com temperatura média de 26+6 °C
e umidade de 47+10 %. Foram utilizados quatro vasos por genotipo.
Como controle, foi mantido um vaso de cada gendtipo com plantas
cujo sistema radicular foi cortado, conforme descrito acima, e imerso
apenas em agua esterilizada. A avaliagdo foi feita aos 21 dias apos a
inoculag@o, utilizando-se uma escala ordinal adaptada (21), variando
de 1 a5, onde: 1 =plantas sem sintomas; 2 = plantas sem sintomas de
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murcha ou amarelecimento, mas com escurecimento vascular; 3 =
plantas com escurecimento vascular intenso e com murcha ou
amarelecimento foliar; 4 = plantas com murcha intensa, associada com
amarelecimento, necrose foliar e seca de ramos; 5 = plantas mortas.

Teste de sanidade de sementes

Sementes dos mesmos lotes utilizados nos plantios em Brazlandia
e Ponte Alta foram submetidas a um teste de sanidade, visando verificar
apresenga de crescimento fungico. Foi empregado o teste do papel de
filtro (“blotter test”) (2). Utilizaram-se 400 sementes, dos lotes
plantados em Brazlandia (cultivares Italian Large Leaf'e Dark Opal), e
apenas 200 sementes de ‘Alfavaca Basilicdo’ e outras trés cultivares
comerciais (‘Toscano’, ‘Basilico Italia’ e ‘Genovese’). As sementes
foram distribuidas em caixas de gerbox sobre papel de filtro esterilizado
e umedecido com dgua destilada e esterilizada. As caixas foram mantidas
em BOD a temperatura ajustadas para 25°C e 12 horas de fotoperiodo.
Um dia apds o semeio nas caixas, as sementes foram submetidas a um
tratamento térmico a—10°C por 24 horas para interrupg¢ao do processo
germinativo. Em seguida as caixas foram transferidas novamente para
a BOD onde permaneceram por mais sete dias, quando foi feita a
leitura. A presenga de fungos nas sementes foi observada sob um
microscopio estereoscopico, no aumento de 20X. De cada lote de
semente, onde foi verificada a presenca da espécie Fusarium oxysporum,
foi feito isolamento de dois isolados deste fungo. Os oito isolados
obtidos, das cultivares ‘Dark Opal’, ‘Italian Large Leaf’, ‘Alfavaca
Basilicao’ e ‘Basilico Italia’ foram inoculados em mudas dos cultivares
‘Dark Opal’ e ‘Italian Large Leaf” em casa de vegetacao, conforme ja
descrito anteriormente, para verificagdo da sua viruléncia. Cem
sementes da cultivar ‘Italian Large Leaf”, também foram plantadas em
vasos com solo esterilizado e as plantas observadas até a produgdo de
sementes, para verificar se apresentavam sintomas da doenca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na segunda visita feita a lavoura de manjericdo em Brazlandia
observou-se que as reboleiras haviam crescido e comegavam a coalescer,
até que toda cultura foi afetada. Desta forma, a doenga, apesar de ser
causada por patdogeno vascular, apresentou um comportamento
policiclico, o que ja tinha sido observado anteriormente (5). Todos os
quatro isolados obtidos formaram col6nias réseas em BDA e atingiram
o diametro de 90mm em 8 a 10 dias. As hifas mostraram-se ramificadas,

hialinas e septadas. Os macroconidios eram hialinos, alant6ides, com
3 a 5 septos. Os microconidios eram hialinos, unicelulares, podiam ser
formados de forma simples ou em falsas cabegas (aglomerado de
microconidios) sobre fidlides curtas. Com o passar do tempo, as
coldnias desenvolveram clamiddsporos nas hifas e em varios
macroconidios. Estes eram hialinos, de paredes espessas e lisas. Os
clamidosporos formados nas hifas podiam ser simples ou em pares e
podiam ser intercalares ou terminais. Estas caracteristicas permitiram
classificar o fungo como sendo um tipico isolado da espécie F.
oxysporum Schlechtend (1, 24).

No teste de patogenicidade os quatro isolados foram capazes de
infectar, causar murcha (Figura 1D) e matar a maioria das plantas das
cultivares ‘Italian Large Leaf’ e ‘Dark Opal’, sendo que as primeiras
comegaram a mostrar sintomas mais cedo € morreram em maior nimero
e mais rapido que as demais. As plantas testemunha ndo apresentaram
qualquer sintoma. A capacidade dos isolados em infectar ¢ causar
doenga em gendtipos da espécie O. basilicum nos levou a concluir que
0s mesmos pertencem a espécie F. oxysporum Schlechtend f. sp. basilici
(Dzidzariya) Armstrong & Armstrong, cuja forma especializada causa
doenga em manjericao (6, 13). Esta doenga ja havia sido relatada em
diversos outros paises, entre eles a Italia (7), Franga (18), Estados
Unidos (29), Israel (12), Espanha (8) e Africa do Sul (23); sendo um
dos principais problemas fitossanitarios da cultura na maioria destes
paises (4, 5, 6, 9, 13, 26).

Em estudos anteriores, realizados no Brasil, foram descritos que
um isolado da espécie F. oxysporum foi obtido de planta de manjericao,
cultivado em horta doméstica no Distrito Federal (15) e outro de
manjericao ando (0. minimum), proveniente do Estado da Bahia (20).
Entretanto, os autores relataram estas ocorréncias sem, no entanto,
classificar o fungo como sendo F. oxysporum f. sp. basilici (15, 20).
Desta forma, este ¢ o primeiro registro formal da doenga em lavoura
comercial de manjericdo no Brasil e com a demonstra¢ao de que o
agente causal ¢ o fungo F. oxysporum f. sp. basilici. Esta doenga podera
vir a ser muito importante para a cultura no Brasil, a medida que esta
cres¢a em importancia economica e nao haja controle da sanidade das
sementes importadas ou produzidas no pais.

As espécies O. americanum (acesso ‘CNPH-010") e O.
campechianum (acesso ‘CNPH-008") foram muito pouco afetadas
pelo patdgeno, apresentando apenas um ligeiro escurecimento vascular
¢ redugo no crescimento, quando comparados com a testemunha.
Caso seja possivel suplantar as barreiras genéticas, estas espécies

Tabela 1. Patogenicidade de isolados de Fusarium oxysporum, obtidos de plantas de manjericao, sobre espécies da familia Lamiaceae.

Espécie Cultivar ou Acesso  Origem da Semente
Ocimum basilicum Dark Opal Feltrim

O. basilicum Italian Large Leaf Isla

O. americanum ‘CNPH-010’ Goiania-GO

O. campechianum ‘CNPH-008’ Tijucas-SC

Origanum vulgare ‘CNPH-005" Taguatinga-DF
Origanum vulgare ‘CNPH-006’ Isla

O. manjorana ‘CNPH-002’ Isla

Mentha arvensis ‘CNPH-022" Taguatinga-DF
Coleus blumei ‘CHPH-023" Gama-DF

Leonorus sibiricus
Leonotis nepetaefolia

Invasora (silvestre)
Invasora (silvestre)

Taguatinga-DF
Brazlandia-DF

Isolado/Nota* Reagio
Fus.114  Fus.115 Fus.127 Fus.128
4,5 4.4 4.4 3,9 Suscetivel
5,0 5,0 4,3 4,5 Suscetivel
1,4 1,2 1,3 1,6 Resistente
1,7 1,6 1,5 1,6 Resistente
1,0 1,0 1,0 1,0 Imune
1,0 1,0 1,0 1,0 Imune
1,0 1,0 1,0 1,0 Imune
1,0 1,0 - - Imune
1,0 1,0 - - Imune
1,0 1,0 - - Imune
1,0 1,0 - - Imune

Meédia das notas, obtidas de plantas inoculadas com quatro isolados do patdogeno nas espécies de Ocimum e Origanum e dois isolados nas demais espécies.
Foi utilizada uma escala de notas variando de 1 = plantas sem sintomas a 5 = plantas mortas. - Ndo avaliado
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Tabela 2. Infecg¢@o/ocorréncia de espécies fungicas em lotes de sementes importadas de seis cultivares comerciais de Manjericao (Ocimum basilicum),

comercializadas no Brasil.

Infeccao nas cultivares de manjericao (%)

Espécie fiingica ‘Dark ‘Italian Large ‘Genovese’ ‘Alfavaca ‘Toscano’ ‘Basilico
Opal’ Leaf” Basilicao’ Italia’
Alternaria alternata 57,50 19,00 19,50 9,50 9,50 1,50
Myrothecium roridum 2,75 4,25 0,00 0,00 0,00 0,00
Phoma sp. 2,75 2,50 0,00 0,00 0,00 0,50
Stemphylium sp. 1,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Fusarium sp. 2,75 5,00 2,00 1,50 0,00 4,00
Fusarium oxysporum 0,75 9,25 0,00 2,00 0,00 1,00
Cladosporium sp. 21,00 3,75 7,50 7,50 1,50 0,50
Rhizopus stolonifer 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50
Helminthosporium sp. 2,75 1,75 0,00 0,00 0,00 0,00
Colletotrichum gloeosporioides 0,50 1,75 0,00 0,00 0,00 0,00
Aspergillus spp. 1,00 2,75 2,00 1,00 0,00 0,50
Outros (ndo identificados) 18,50 6,00 0,50 5,00 12,00 2,00

podem servir de fontes de genes de resisténcia para serem incorporados
em cultivares comerciais da espécie O. basilicum. As espécies de
orégano, manjerona, menta, tapete, rubim e corddo-de-frade parecem
nao ser hospedeiras do patdgeno, pois os gendtipos inoculados com
os dois isolados do Brasil ndo apresentaram qualquer sintoma da
doenga, apresentando aspecto semelhante ao das plantas destas
espécies nao inoculadas com o patogeno (Tabela 1). O orégano ¢ a
menta também ja haviam sido citados na literatura como imunes a um
isolado norte-americano de F. oxysporum f. sp. basilici, (13). Como
as espécies C. blumei, L. sibiricus e L. nepetaefolia, aparentemente,
ndo foram infectadas pelos isolados do patdgeno, estes ndo deverdo
apresentar importancia como hospedeiros alternativos de F. oxysporum
f. sp. basilici. Este fato tem relevancia epidemiologica, pois estas
espécies sao invasoras comuns em varias regides do Brasil.

Quanto ao teste de sanidade de sementes, a espécie fungica
Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl, foi a mais comum em cinco dos
seis lotes de manjericao, chegando a mais de 57% na cultivar ‘Dark
Opal’ (Tabela 2), fato também verificado por Kruppa & Russomano
(14) em um lote comercial de sementes, sendo que eles observaram
que este fungo foi o provavel responsavel pela morte de plantas obtidas
de sementes deste lote. No entanto em nosso estudo, este fungo nao
induziu qualquer sintoma em ‘Dark Opal” apds inoculagdo da parte
aérea de plantas (via pulverizagdo de uma suspenséao de 107 conidios/
ml). Alternaria alternata é muito comum em sementes, estando, na
maioria das vezes, associado as mesmas aparentemente apenas como
saprofita ndo ocasionando prejuizo nenhum no desenvolvimento da
cultura. Entretanto, Trigo ef al. (25) alegam que esta espécie flingica
pode interferir na viabilidade e vigor de sementes de coentro, porém
ndo se tem informagao quanto ao seu efeito em sementes de manjericao.
A espécie Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. foi
encontrada em sementes das cultivares ‘Dark Opal’ (0,5%) e ‘Italian
Large Leaf” (1,8%) (Tabela 2). Este fungo ¢é relatado na literatura como
causador da mancha negra, doenga importante do manjericao (6, 10),
mas que ainda ndo foi registrada no Brasil (16). Quando inoculados em
mudas destas mesmas cultivares, em casa de vegetagdo, eles nao
mostraram-se virulentos. Um fungo do género Phoma, também foi
encontrado em sementes das cultivares ‘Dark Opal’ (2,8%) e ‘Italian
Large Leaf” (2,5%) e também nas plantas do campo em Brazlandia,
causando mancha foliar e desfolha prematura. Esta doenga também
ndo esta ainda formalmente relatada no Brasil (16), apesar da presenca
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de Phoma sp. em sementes de manjericao ja ter sido relatada
anteriormente (14).

A espécie Fusarium oxysporum foi encontrada em quatro dos seis
lotes comerciais de sementes de manjericao analisados (Tabela 2). Os
isolados obtidos destes lotes e avaliados para viruléncia sobre
manjericdo foram todos virulentos, evidenciando a introdu¢do do
mesmo no Brasil, via semente contaminada. Em torno de 5% das
plantas, obtidas do lote de sementes de ‘Italian Large Leat” e mantidas
em vasos em casa de vegetagdo, murcharam apos 40 a 60 dias do
semeio. Existem relatos de que este fungo pode ser transmitido por
sementes, sendo este seu principal veiculo de disseminag@o a longas
distancias (3, 4, 9, 26, 27). Os lotes analisados aqui representavam
sementes comerciais importadas, vendidas no Brasil por companhias
sementeiras. No rotulo das embalagens destas sementes ndo constava
qualquer analise fitossanitaria ou indicagdo de tratamento fungicida.

Sementes de manjericdo, assim como de outras hortaligas ou
condimentos, t€ém sido importadas e vendidas no Brasil, aparentemente
sem um controle adequado da qualidade sanitaria. Constatou-se também
que muitos dos lotes de sementes de manjericdo tém sido
comercializadas sem um pré-tratamento fungicida ou qualquer outro
tipo de tratamento sanitario. Quando ¢ feito o tratamento fungicida,
geralmente ¢ realizado apenas com captam ou thiram, produtos de
contato, que ndo atingem o interior das sementes, ndo conseguindo,
portanto, eliminar os patdgenos presentes nas areas internas das
mesmas. Com isto, existe o risco permanente de introdug@o de novos
patogenos, quarentenarios ou nao, podendo trazer grandes prejuizos
para a agricultura nacional.
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