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RESUMO

O trabalho objetivou avaliar a o efeito fungistatico de de 6leos essenciais no controle
in vitro do Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose em pos-
colheita no maméo. Quaro 6leos essenciais foram utilizados em concentracdo de
0,0%, 0,2%, 0,4%, 0,6% e 0,8% em um isolado padrdo de Colletotrichum
gloeosporioides. Afim de caracterizar o potencial de cada um dos 6leos essenciais
avaliados 10 microlitros da solucéo dos 6leos foi pipetado no centro de placa de Petri
contendo BDA e discos contendo micélios de Colletotrichum gloeosporioides  foi
repicado na lateral, as placas foram mantidas em sala de crescimento. Sobre o
crescimento micelial do fungo pode-se perceber que as concentracbes dos Oleos
essenciais analisados ndo formou halo de inibicdo do crescimento micelial em placa,
havendo apenas um retardo no crescimento micelial na concentracdo mais alta do
Oleo. Sobre a esporulacdo o 6leo de Copaiba na concentracdo de 0,8% mostrou
melhor reducdo na germinagéo de conidios.

Palavras-chave: Oleos essenciais, pds-colheita, mamoeiro, antracnose.
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(Copaifera langsdorffii), NIM (Azadirachta indica), ALECRIM (Rosmarinus
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the fungistatic effect of essential oils in the
in vitro control of Colletotrichum gloeosporioides, the causal agent of anthracnose in
Postharvest in papaya. Quaro essential oils were used in concentration of 0.0%, 0.2%,
0.4%, 0.6% and 0.8% in a standard isolate of Colletotrichum gloeosporioides. In order
to characterize the potential of each of the essential oils evaluated 10 microliters of the
solution of the oils was pipette in the center of Petri dish containing BDA and discs
containing mycelia of Colletotrichum Gloeosporioides was peaked on the side, the
plates were Maintained in the growth room. On the mycelial growth of the fungus, it
can be perceived that the concentrations of the essential oils analyzed did not exert
the expected inhibition, with delayed mycelial growth in the highest oil concentration.
On sporulation, Copaiba oil in the concentration of 0.8% showed a better reduction in
conidial germination.

Keywords: Essential Oils, postharvest, papaya, anthracnose.



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1: Inibicio do crescimento micelial de C. gloeosporioides com diferentes
concentragfes do O1e0 de AlECTIM........ouuiiiiii e 22

GRAFICO 2: Inibicéo do crescimento micelial de C. gloeosporioides com diferentes
concentracfes do 0leo de Copaiba.............ceiiiiiiiiiiiii 22

GRAFICO 3: Inibicéo do crescimento micelial de C. gloeosporioides com diferentes
concentragcfes do Ole0 de MENTA..........ccuuiiiiii i 23

GRAFICO 4: Inibicéo do crescimento micelial de C. gloeosporioides com diferentes
concentracOes do 010 de NiM.........uuuiiiiiie e e 23

GRAFICO 5: Porcentagem de germinacdo dos conidios de C. gloeosporioides com
diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de diferentes espécies
(VLT 1] £ 1 TP PP PP PPPPPPPN 24



SUMARIO

(NS0 ] 510070 T 8
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 10
2.1 Cultura do MAaMOEGITO .....uvviiiiiiiieeee et 10
2.2. Perdas pOS-COINEIta .......uuviiiiiiiiii e 11
2.3. ANtraCNoSe NO MAMOEGITO .ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee ettt 12
2.4, OlE0S ESSENCIAIS ..cuvevveeeeeieeieieeeeeeeeeee e et eae s 14
2.5. Atividade fungitoxica de 6leos essenciais de plantas................... 15

3 MATERIAL E METODOS.......ooiiiieieeceeeeeee ettt 18
B L MALEITAL ..ceiiiiiiiieiiieeeeeee et 18
K02 Y 1= (o Yo [ 1 PP 18
3.2.1 Determinacao da inibicdo do crescimento micelial....................... 18

3.2.2 Determinacado das concentracdes de 0leos essenciais sobre a

germinaGao dOS CONITIOS .......coovviiviiiiie e e e e e eeaanns 19
3.2.3 Delineamento experimental.............ccooovviiiiiiiiiie e, 19
3.2.4 ANAliSe EStatiStiCa ......cceeeiiiiiiiiiiiieee e 20
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooiviiiieeceeeeeee e 21
5 CONCLUSAO. .....uitieieieieieieiee ettt 26

REFERENCIAS ..o e ettt 27



1 INTRODUGCAO

A demanda mundial por frutas vem crescendo expressivamente nos ultimos
anos, em virtude, principalmente, da conscientizacdo da populacdo acerca da
importancia de uma alimentacéo saudavel (OLIVEIRA, 2016). Fruticultura € a ciéncia
e a arte do cultivo de plantas frutiferas e tem por objetivo a exploracéo racional de
plantas lenhosas que produzem frutos comestiveis e se constitui em uma atividade de
importancia econdmica, social e alimentar (SIMAO, 1998).

A fruticultura é uma atividade de grande relevancia econdémica, e cada vez
mais 0s produtores utilizam de pesquisas e tecnologias visando o aumento e
qualidade da producéo, e que a mesma atenda aos mercados interno e externo, e
com custo de producdo baixo para adquirir maiores lucros. O Brasil € o segundo
produtor mundial de mamao, com uma producédo de 1.517.696 t/ano, situando-se entre
0S principais paises exportadores, principalmente para o0 mercado europeu. A espécie
Carica papaya é a mais cultivada em todo mundo (SIMAO, 1998).

Pelo fato de serem, em geral, tenros e suculentos, constituindo substratos ricos
e adequados ao desenvolvimento microbiano sdo muito sujeitos a danos fisicos e
fisioldgicos e, consequentemente, a infeccdes de pds-colheita (SIMAO, 1998). As
mais sérias perdas pos-colheita em produtos vegetais sdo causadas por infeccdes por
microrganismos, como fungos, bactérias e em menor proporc¢éo virus, favorecidas por
danos fisicos e fisioldgicos que predispde o produto a invasao de patégenos
(SNOWDON, 1990 apud SIMAO 1998).

Os fungos estdo mais frequentemente envolvidos com as podriddes de frutos e
destacam-se como importantes agentes de doencas pds-colheita, sendo um grupo de
microrganismos de maior frequéncia e atividade, responsavel por 80 a 90% do total
de perdas causadas por agentes microbianos (SIMAO, 1998). As doencas pos-
colheita se originam no campo, para frutiferas a antracnose é a doenca que mais
causa perdas, caracterizada por grandes lesdes, de formas arredondadas, necroticas,
contendo tecidos deprimidos ao centro, onde sdo produzidas massas de conidios com
coloracdo alaranjada, proporcionando aos frutos uma podridao-mole (SILVA et al,
2006 apud RAMOS 2014).

As perdas pos-colheita sdo extremamente importantes nessa cultura visto que

0 mamao € um fruto sensivel e suscetivel a perdas nessa fase, geralmente causadas



pela principal doenca pdés-colheita da cultura, a antracnose, que tem como agente
causal o fungo Colletotrichum gloeosporioides. Os fitopatbgenos causam
consideraveis perdas poés-colheita, podendo atingir 75% na fase de comercializacao
do mamao (PAULL et al, 1997 apud DANTAS et al, 2003). Segundo Simé&o (1998)
essas perdas sdo particularmente importantes para o consumo in natura, quando se
da grande valor ao aspecto visual, pois mesmo pequenas manchas podem tornar o
produto ndo comercializavel.

Na agricultura atual € importante que se produza frutos de alta qualidade com
menor utilizacdo de agrotéxicos, pois além de promover um equilibrio no ecossistema,
também ha beneficios para a saude humana. Ainda na cultura do mamoeiro existem
algumas limitagbes no uso de agrotéxicos, como haver poucos produtos registrados
oficialmente para uso na cultura e alguns agrotoxicos podem causar fitotoxidez ou
afetar no desenvolvimento da planta. Para reduzir os prejuizos causados por essa
doenca estudos e pesquisas buscam métodos alternativos de controle, a busca por
antifngicos a partir de plantas cresce e alguns estudos realizados com dleos
essenciais se mostraram eficientes no controle do crescimento do Colletotrichum
gloeosporioides em diversas culturas.

Considerando-se a importancia do fungo Colletotrichum gloeosporioides como
agente causal da antracnose do mamoeiro, e as perdas relevantes desta doenca pos-
colheita, estudar o efeito fungistatico do éleo de Copaiba (Copaifera langsdorffii), Nim
(Azadirachta indica), Alecrim (Rosmarinus officinalis) e Menta (Mentha) sobre o
desenvolvimento micelial e esporulacdo do patdgeno Colletotrichum gloeosporioides
penz no mamao (Carica papaya) visando aumentar estratégias e métodos alternativos

de controle.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do mamoeiro

O mamao, Carica papaya L., provavelmente seja originario das planicies do
leste da América Central, do México ao Panama. Suas sementes foram distribuidas
para o Caribe e o sul da Asia durante a exploracio espanhola no século 16, de onde
se espalhou para a India, Pacifico e Africa. O mamé&o € hoje cultivado em todos os
paises tropicais e muitas regides subtropicais do mundo (RIGOTTI, 2014).

Conforme Alves et al (2003) nos anos 60, a regido de Monte Alto no estado de
Séo Paulo, era considerada a capital brasileira do mamoeiro. Com o surgimento das
primeiras referéncias do mosaico, motivou a migracdo da cultura, que inicialmente
migrou para as regides do oeste do Estado de S&o Paulo, depois para outros estados.
Destacavam-se o0s Estados da Bahia e do Espirito Santo como os principais
produtores, com cerca de 25.965 e 5.668 hectares de area plantada, respectivamente,
nessa época (IBGE, 2001).

Segundo Rigotti (2014) economicamente, 0 mamao € amplamente cultivado
para 0 consumo in natura e para uso em sucos, doces, geleias, frutas secas e
cristalizadas. Nutricionalmente, € uma boa fonte de calcio e uma excelente fonte de
betacaroteno, vitamina A, C e do complexo B, fonte de sais minerais como célcio,
potassio e magnésio. Também tem varios usos industriais e farmacéuticos, suas
folhas e frutos produzem diversas proteinas e alcaloides com importantes aplicacdes.
Destes, no entanto, a papaina, uma enzima proteolitica particularmente importante
que é produzida no latex leitoso de frutos de mamao verde tem variados usos, desde
bebidas, aos alimentos, incluindo na producdo de gomas de mascar, na inddstria com
amaciante de carnes, e aplicacdes farmacéuticas com preparo de drogas de varias
doencas digestivas e no tratamento de feridas gangrenosas. Papaina também tem
sido utilizada na industria téxtil, para gomagem e amolecimento de seda e 1a e na
industria de cosmeéticos, em sabonetes e xampu.

Entre as frutas cultivadas o0 mamao se destaca, sendo o pais o segundo maior
produtor do fruto situando-se entre os principais paises exportadores, principalmente
para o mercado europeu. Segundo a Empresa Brasileira de pesquisa agropecuaria
mandioca e fruticultura (EMBRAPA, 2016) a Bahia € o estado com maior producao de
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mamao do pais, correspondendo a 49,43% da producdo com uma area colhida de
11.159 ha, com producéo de 723.582 toneladas do fruto em 2015. Os numeros do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) mostram que frutas como
banana e o mamao terdo crescimento de 10% na producao, até 2025.

Atualmente ha uma tendéncia de crescimento das exportacdes brasileiras de
mamao, através de pesquisas e inovacoes tecnoldgicas empregadas na producéo da
cultura devera assegurar a estabilidade e a maior rentabilidade da cultura, levando em
consideragao a sustentabilidade na produgéo.

2.2. Perdas po6s-colheita

O Brasil é um dos paises em que mais se perdem alimentos na pos-
colheita, acarretando em um volume de exportacdo ainda pequeno, principalmente
devido as perdas estimadas em 10 milhdes de t/ano, correspondendo a 30 - 40% da
producdo segundo Benato (1999) apud Machado (2013). Conforme Chitarra (2005) as
perdas pos-colheita podem ser definidas como aquelas que ocorrem apos a colheita
em virtude da falta de comercializacdo ou do consumo do produto em tempo habil; ou
seja, resultante de danos a cultura, ocorridos apo6s a sua colheita, acumulada desde
o local da produgcdo, somando-se aos danos ocorridos durante o transporte,
armazenamento, processamento e /ou comercializacao do produto vendavel.

As perdas podem ser classificadas em quantitativas, qualitativas e nutricionais.
Perdas qualitativas e nutricionais, como valor calérico e aceitacdo pelos
consumidores, sdo muito mais dificeis de avaliar do que perdas quantitativas. As
causas primarias das perdas podem ser fisiologicas, fitopatolégicas e por danos
mecanicos (CHITARRA, 2005). As perdas fitopatologicas sao resultado do ataque de
microrganismos que causam o desenvolvimento de doengas, podem ser provocadas
por fungos, bactérias e virus. As perdas fitopatologicas podem deteriorar a aparéncia
do produto levando a perdas qualitativas ou entéo levar a destruicéo total dos tecidos
(CHITARRA, 2005).

Dantas et al (2003) realizou um trabalho quantificando as doencgas fungicas em
mamades e laranjas, percebendo que ocorreu uma grande diversidade de doencas em
frutos de mamao, onde as incidéncias variaram entre 39,71% e 0,07%. A diversidade

de doencas constatada neste estudo sugere a necessidade do emprego de medidas
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de controle mais efetivas durante as fases de producdo e pdés-colheita de frutos,
visando propiciar reducdo das perdas.

O mamédo € um fruto que se caracteriza por uma vida pdés-colheita
relativamente curta, completando o seu amadurecimento em poucos dias ou
semanas; sendo também extremamente sujeito a perdas pos-colheita por injarias
mecanicas, patdégenos ou por fatores abiodticos (ALVES et al, 2003), 0 mamao possui
a casca muito fina o que facilita pequenas lesbes durante 0 manuseio, podendo
também danificar o fruto o que facilita a infec¢éo e atividades de patdégenos.

Assim as perdas pos-colheitas na cultura do mamao pode ser um fator limitante
na producdo do fruto no pais. Para reduzir as perdas pés-colheita, € importante que
se conhecam e se utilizem préticas adequadas de manuseio durante as fases de
colheita, armazenamento, comercializagdo e consumo. Dentro dessas praticas a
busca por controle alternativo de doencas pds-colheita no mamoeiro através de 6leos

essenciais € uma ferramenta efetiva e economicamente viavel de producao.

2.3. Antracnose no mamoeiro

A principal doenca pds-colheita do mamoeiro é a antracnose, sendo a
podriddo mais comum em frutos maduros, o agente causal da antracnose é o fungo
Colletotrichum gloeosporioides Penz. O patdgeno pertence a classe dos fungos
Imperfeitos, ordem Melanconiales, familia Melanconiaceae. (GALLI, 1980). O
Colletotrichum gloeosporioides Penz é o agente etiolégico de maior incidéncia,
seguido por P. caricae-papaye, quando relacionados a podriddo peduncular NERY et
al (2007) apud RAMOS (2014). Tem maior incidéncia na maturagéo, mas a infec¢ao
geralmente € iniciada no campo, durante os primeiros estadios de desenvolvimento
dos frutos, permanecendo o patégeno quiescente até a fase climatérica do fruto,
quando sao visiveis os sintomas ALVAREZ (1983) apud ALVES et al (2003).

A antracnose € uma doenca pos-colheita de maior ocorréncia em regides com
clima tropicais atingindo diversas fruteiras como, por exemplo, a banana (Musa ssp.),
manga (Mangifera indica L.), caju (Anacardium occidentale L.) e o0 mamao (Carica
papaya) LIMA et al (2003) apud RAMOS (2014). Das fruteiras tropicais 0 mamao € o

mais atingido pela antracnose.
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A doenca pode ser classificada de duas formas, antracnose latente tendo como
origem a infeccdo quiescente onde o patégeno penetra o fruto quando ainda estéo
verdes, permanecendo, nos mesmos até que sobrevenham condi¢des favoraveis que
se d& pelo amadurecimento dos frutos e a ndo latente onde o patégeno invade 0s
frutos ainda verdes por meio dos ferimentos causados nos mesmos, quer sejam por
insetos ou mecanicamente durante o transporte PINHO et al (2010) apud RAMOS
(2014).

O fungo forma acérvulos subepidérmicos com setas escuras, conidiéforos
cilindricos com conidios hialinos unicelulares, de forma cilindrica a elipsoidal, com as
extremidades arredondadas, ou a base truncada, numerosos e aglutinados, formando
uma massa gelatinosa de coloracao rosea. (ALVES et al, 2003). Na fase perfeita ainda
nao constatada entre nés, corresponde ao fungo Ascomiceto Glomerella cingulata, da
ordem Sphaeriales, familia Sphaeriaceae. Esta mesma espécie de Colletotrichum
gloeosporioides é descrita por varios autores como causando podridées também em
manga, abacate, citros, morango, tomate, maca, banana e etc. (GALLIS, 1980).

O fungo pode, inicialmente, se estabelecer em flores, penetrando pelo estigma
e pelas cicatrizes deixadas pelas pétalas e, principalmente, por ferimentos na
superficie dos tecidos. Nos frutos, a infeccdo por C. gloeosporioides pode ocorrer em
qualquer estadio de desenvolvimento e permanecer quiescente até que os frutos se
tornem maduros, podendo a penetracdo ser de forma direta, através de infeccao ou
por ferimentos segundo ALVARES (1983) apud ALVES et al (2003).

Conforme Galli et al (1980) inicialmente a doenca se apresenta como pequenos
pontos escuros sobre a superficie do fruto, com o decorrer do tempo, 0s pontos de
infeccdo aumentam em tamanho formando manchas deprimidas que chegam a atingir
até 5 cm de didmetro. Nos bordos da lesédo forma-se um halo de tecido aquoso com
coloracdo diferente da parte central da mancha. Quando em grande numero as
manchas podem coalescer formando extensas areas de tecidos apodrecidos.

Segundo Alves et al (2003) as lesdes nos frutos séo arredondadas e profundas,
com a evolucéo das lesdes, observa-se um crescimento roseo disposto em camadas
concéntricas, de aspecto gelatinoso, o qual posteriormente se torna escuro, e
constituido das estruturas reprodutivas do fungo. As lesbes podem coalescer,
formando uma grande area lesionada na superficie do fruto. Elas sdo profundas e

desprendem-se facilmente dos tecidos sadios, deixando um buraco no fruto. Nos
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demais tecidos da planta como peciolos, formam-se lesGes escuras com abundante
formacdo de acérvulos e onde também se desenvolvem os peritécios da forma
teliomorfica do fungo.

Conforme Alves et al (2003) as lesbes nas folhas sdo menos frequentes e
guando ocorrem sao circulares, com bordos irregulares e o centro acinzentado, onde
podem ser observadas “pontuagdes negras” que sao as frutificagdes do fungo. Por
vezes o0s fungos ndo penetram profundamente no parénquima do fruto, mantendo uma
lesdo superficial de cor marrom avermelhada com margens encharcadas. O fungo
sobrevive de um ano para o outro nas lesdes velhas dos frutos e das folhas, sobre a
planta ou no solo (GALLIS, 1980).

Na agricultura atual é importante que se produza frutos de alta qualidade com
menor utilizacdo de agrotéxicos, pois além de promover um equilibrio no ecossistema,
também ha beneficios para a saude humana. Segundo Maia et al (2005) o uso
constante de agrotéxicos pode provocar surtos da doenca por tornar os patdogenos
mais resistentes, além do uso continuo e intensivo de fungicidas pode causar um
desequilibrio no ecossistema por n&o atingir apenas o microrganismo alvo, diminuindo
o controle biologico natural.

Ainda alguns agrotéxicos podem causar fitotoxidez no mamoeiro ou afetar no
desenvolvimento da planta, em trabalho realizado por Filho (1996) observou que
algumas moléculas quimicas utilizadas no mamoeiro exerceram efeito sobre o
tamanho da planta, nimero de folhas e leves sintomas necro-fitotéxicos foliares.

A colonizacdo dos frutos por fungos pode produzir diversos efeitos que
depreciam a qualidade do produto, buscar meios alternativos para o controle desses
microrganismos além de reduzir as perdas pos-colheita, diminui custos e aumentam

a producdo além de diminuir o uso indiscriminado de agrotoxicos.

2.4. Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo substancias lipossoluveis, porém volateis, que
integram o metabolismo secundario das plantas, aquele, ao contrario do primario, nao
esta diretamente relacionado com o processo de crescimento e desenvolvimento dos
vegetais. Em geral, esses 0Oleos sdo produzidos por estruturas secretoras

especializadas, tais como pelos glandulares, canais oleiferos, células
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parenquimaticas diferenciadas ou em bolsées que podem estar por todas as partes
da planta. Assim sendo, eles sdo encontrados na parte aérea, nas flores, nas folhas,
nos frutos, na madeira, nas cascas do caule, nas raizes, nos rizomas e nas sementes,
ou seja, os 6leos essenciais podem ser sintetizados por todos os 6rgados das plantas:
flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira e cascas da arvore e
dos frutos BIZZO et al. (2009) apud MAIA et al (2005).

No entanto, os 6leos essenciais nao sdo “6leos” sob o aspecto fisico quimico
afinal esses 6leos possuem aspecto viscoso, ndo se evaporam com facilidade e séo,
na maioria das vezes, deliciosamente aromaticos, sendo assim 0s 0leos essenciais
recebem esse nome porque séo hidrofébicos e lipofilicos. GONCALVES et al (2003)
apud OLIVEIRA (2006).

Possui estrutura quimica geralmente complexa, um determinado Oleo
essencial pode ter cerca de trezentos componentes, cada qual com sua acao
bioquimica, isso explica, em partes porque um determinado 6leo pode agir contra um
fungo e ao mesmo tempo conter acdo calmante, outro exemplo é o fato de ser usado
na producao de perfumes e de produtos de limpeza pesada. Por essas caracteristicas
€ que os Oleos sédo utilizados em diversos ramos da industria, como cosmeética,
alimenticia, farmacéutica, médica e outas, movimentando um mercado em constate
expansdo. Entre os compostos secundarios estdo os alcaloides, flavonoides,
saponinas e 0s 0leos essenciais, que se constituem em substancias quimicas que
exercem as fungdes de autodefesa e de atracao de polinizadores WOLFFENBUTTEL
(2007) apud MAIA et al (2005).

2.5. Atividade fungitoxica de 6leos essenciais de plantas

Conforme Maia et al (2005) a fitoterapia é uma forma de controle de agentes
etiolégicos através da utilizacdo dos metabdlitos secundéarios produzidos pelas
plantas, cerca de 30% das drogas prescritas no mundo sdo obtidas direta ou
indiretamente de plantas e os 6leos essenciais de plantas vem sendo usados no
combate a fungos deterioradores ha séculos, eles constituem os elementos volateis
em muitos 6rgdos vegetais, e estdo relacionados com diversas fun¢des necessarias
a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra

microrganismos.
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A maioria dos 6leos essenciais possui algum grau de atividade antimicrobiana.
Essa atividade é atribuida a acdo das substancias presentes em sua composi¢ao
como os compostos fendlicos, monoterpenos e terpendides GILLES et al (2010) apud
MAIA et al (2005). Essa atividade biolégica dos Oleos essenciais e de seus
constituintes pode atuar como agentes fungistaticos e/ou fungicida, dependendo das
concentracfes utilizadas. O mesmo 6leo pode ser ativo contra um amplo espectro de
espécies de microrganismos, porém as concentracdes minimas inibitérias podem
variar, CAVACOB (2010) apud MAIA et al (2005).

Alguns autores discutem que a atividade antifiangica dos 6leos essenciais
testados advém, provavelmente, do resultado da penetracéo de quitina na parede das
hifas, prejudicando a lipoproteina da membrana citoplasmética, levando a este
extravasamento do citoplasma, bem como ao esvaziamento e murchamento das hifas,
e presenca de filamentos. ZAMBONELLI et al (2013) apud MAIA et al (2005).

Segundo Costa et al. (2011) avaliando o efeito do 6leo essencial de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum) sobre as hifas de Rhizoctonia solani, observaram
diferentes alteracbes morfoldgicas, tais como a presenca de vacuolos,
desorganizacdo dos conteudos celulares, diminuicdo na nitidez da parede celular,
intensa fragmentacédo e menor turgéncia das hifas.

Vérios estudos tém comprovado o efeito fungitoxico de 6leos essenciais de
plantas. Nascimento et al (2008) avaliou o controle de doengas do mamoeiro utilizando
Oleos essenciais de urucum e algodao, sobre o Colletotrichum gloeosporioides os
resultados observados foram um menor crescimento micelial, mostrando que o
tratamento com 6leos essenciais pode ser uma opc¢ao viavel na substituicdo de
agroquimicos.

Carnelossi et al (2009) avaliou, in vitro e in vivo, o controle de Colletotrichum
gloeosporioides, agente causal da antracnose do maméao em pés-colheita, por 6leos
essenciais de Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis e
Artemisia dracunculus, tendo-se observado a inibicéo total ou parcial do crescimento
micelial e da esporulacéo deste fitopatdégeno.

Souza et al (2001) estudou o efeito de 6leos essenciais de eucalipto, copaiba,
andiroba, babacgu, coco, Nim, semente de uva, améndoa, horteld e pau rosa, em
diferentes concentragcdes sobre o fungo Colletotrichum gloeosporioides, in vitro e em

frutos de pimenta em pos-colheita. Pode-se observar que no experimento in vitro todos
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0s 6leos, com excecdo dos Oleos de babacu, semente de uva e améndoa, tiveram
excelentes resultados inibindo o crescimento do fungo.

Ramos (2014) avaliou o uso de treze 6leos essenciais sobre o Colletotrichum
gloeosporioides in vitro, dentre esses 6leos o0 6leo de Copaiba e Nim obtiveram
excelente resultados. O teste de comparacdo mudltipla forneceu dados que
pressupdem maior eficacia dos 6leos de melaleuca (-99,2%), copaiba (-99,4%), capim
limdo (-98,7%) e Nim (-99,9%), sendo que esses Oleos apresentaram maiores
reducdes da contagem microbiana.

Com base em estudos realizados os 6leos essenciais possuem algum grau de
atividade antimicrobiana. Utilizar esses 6leos como método alternativo de controle de
doencas poés-colheita do mamoeiro € uma alternativa viavel para a substituicdo de
agrotoxicos, reduzindo o custo de producdo e reduzindo os prejuizos trazidos por

esses patdégenos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

O experimento foi conduzido no Laboratoério de Fitopatologia JCO Industria e
Comércio de Fertilizantes no més de Junho de 2018. A area se localiza em Barreiras
- BA (Latitude 12°08'37.3"S Longitude 44°57'48.3") a 483 metros de altitude.

O clima da regido € classificado segundo Képpen como do tipo tropical imido
(Aw), com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno, com temperatura média de
24,3°C e umidade relativa do ar em média 67,8% e precipitacdo anual em torno de
1121,8 mm, EMBRAPA (1988).

O fungo Colletotrichum gloeosporioides, foi obtido da micoteca do JCO
Industria e Comercio de Fertilizantes, localizada no municipio de Barreiras/BA. As
colénias foram cultivadas em placa de Petri contendo meio BDA (batata — dextrose —
agar) e mantidas na BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), foram submetidas as
repicagens periddicas para serem utilizadas nos ensaios.

Os Oleos esséncias de Copaiba (Copaifera langsdorffii), Nim (Azadirachta
indica), Alecrim (Rosmarinus officinalis) e Menta (Mentha) foram adquiridos em casas

comerciais de produtos naturais, no comércio de Barreiras-BA.

3.2 Métodos

3.2.1 Determinagéo da inibicdo do crescimento micelial

Os tratamentos utilizados foram 6leos essenciais de Copaiba, Nim, Alecrim e
Menta nas concentracdes 0%, 0,2%, 0,4%, 0,6% e 0,8% para todos os Oleos. A
concentracdo de cada oleos foi determinada a partir de dados de pesquisa, Ramos
(2014) determinou a concentragdo inibitoria minima (CIM) de diversos Oleos
essenciais, levando em consideragdo os dados de pesquisa juntamente com custo
beneficio de aplicacdo as concentracdes foram definidas. Para verificar o efeito dos
Oleos essenciais sobre o crescimento micelial e esporulagdo do fitopatdgeno, 10
microlitros da solucéo dos 0leos essenciais das plantas citadas anteriormente, foram
colocadas em discos de papel no centro de placas de Petri contendo BDA. Apds

alguns minutos dois discos de 8 mm de didmetro contendo micélio de C.
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gloeosporioides foi repicado nas laterais das placas e suas bordas foram esterilizadas
no fogo e vedadas com filme plastico, em seguida mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 25°C e luz constante. No controle n&o foi adicionado nenhum tipo
de produto no disco de papel, QUEIROZ (2004). As avaliacdes foram realizadas por
medicdes diarias do diametro das colbnias (média de duas medidas diametralmente

opostas), iniciando 72 horas apdés a instalacdo do experimento.

3.2.2 Determinacdo das concentragbes de Oleos essenciais sobre a germinacéo

dos conidios

A atividade antifungica das diferentes concentrages dos 6leos essenciais foi
avaliada microscopicamente, pela contagem de esporos que quantificou a inibicao da
germinacao dos conidios do fungo. A suspensédo de conidios foi obtida adicionando-
se agua destilada estéril as culturas fangicas em placas de Petri. A concentracao de
esporos dessa suspensao foi determinada com auxilio de hemacitometro (camara de
Neubauer) e ajustada para 2x10° conidios/mL™.

As concentracdes utilizadas de cada um dos 6leos foram 0%, 0,2%, 0,4%, 0,6%
e 0,8% em meio agar-agar, sendo que a testemunha consistiu apenas de placas
contendo apenas o meio. Os 6leos essenciais foram adicionados ao meio agar-agar
a 45°C e em seguida vertidos em placa de Petri, onde, imediatamente apos, foi
adicionado 500uL da suspensdo de conidios. As placas foram incubadas sob
fotoperiodo de 9h e temperatura de 25°C. A avaliacao foi realizada determinando-se
a porcentagem de germinacdo de 100 esporos, 9h apds o inicio da incubacéo,
contando-se 0 numero de esporos germinados e ndo germinados ao microscopio
Optico em trés diferentes pontos da placa de Petri, no aumento de 40x no microscépio
JUNIOR et al (2009).

3.2.3 Delineamento experimental
Foi atribuido o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco

repeticdes e cinco placas por parcela em arranjo fatorial 4 x 5, sendo o primeiro fator

composto por quatro tipos de Oleos essenciais: Copaiba (Copaifera langsdorffii), Nim
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(Azadirachta indica), Alecrim (Rosmarinus officinalis) e Menta (Mentha). Enquanto o

segundo fator € formado por cinco concentracdes de cada 6leo essencial.

3.2.4 Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a anélise de variancia, regressao e as medias

comparadas por meio do teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para resultado da analise estatistica foi atribuido o delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 4 x 5 sendo o primeiro fator composto por quatro 6leos
essenciais e o segundo fator composto por cinco concentracdes dos Oleos. As
variaveis foram submetidas a analise de variancia e usado o teste Tukey a 5%,
procedeu-se a analise de regressao por meio do programa de andlises estatisticas
SISVAR, FERREIRA (1999).

As concentracdes dos O6leos essenciais utilizados no experimento néo
exerceram sobre o crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides, o
efeito de inibicdo do crescimento micelial, que seria expressado através da formacao
de um halo de inibicdo de crescimento dos micélios. Observou-se que houve um
retardo no crescimento micelial na concentracao de 0,8% de todos os 6leos utilizados.

Para o oleo de alecrim houve um retardo no crescimento micelial até as 144h
de avaliacdo, apds esse periodo o crescimento se igualou as demais concentracdes
(Grafico 1). O d6leo de copaiba apresentou comportamento semelhante na
concentracdo de 0,8% até as 120h de avaliacédo (Grafico 2). Os 6leos de menta e nim
atuaram inibindo o crescimento micelial do fungo até as 96 horas de avaliacao (Gréfico
3 e Grafico 4). Concluindo que os 6leos de apresentaram 0 mesmo comportamento,
mostrando retardo no crescimento apenas até as 96h de avaliacao,

Concluindo que para o 6leo de alecrim e nim foi necessaria a concentragéo de
0,8% para um retardo na inibicdo micelial. Para o 6leo de menta a concentracao que
apresentou retardo no crescimento micelial foi de 0,6% e para o 6leo de copaiba a
concentracéo de 0,4% ja apresentou efeito de retardo no crescimento micelial.

Como uma melhor ilustracéo, e para fim de comprovacéao da utilizacéo do teste
Tukey, abaixo estdo os graficos com a variancia do crescimento de cada oleo

essencial.
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GRAFICO 1: Inibic&o do crescimento micelial de C. gloeosporioides com diferentes

concentracdes do 6leo de Alecrim.
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GRAFICO 2: Inibic&o do crescimento micelial de C. gloeosporioides com diferentes

concentracdes do 6leo de Copaiba.
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GRAFICO 3: Inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides com diferentes

concentracdes do 6leo de Menta.
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GRAFICO 4: Inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides com diferentes

concentragcdes do 6leo de Nim.
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Na avaliagdo do efeito das concentracdes de Oleos essenciais sobre a

germinacao de esporos do fungo C. gloeosporioides, observou-se que, apos 9 horas,
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0s 6leos apresentaram uma inibicdo da germinacéo dos conidios. Tendo como maior
inibidor o 6leo de Copaiba na concentracédo de 0,8% reduzindo a germinacao para
55,4%. O 6leo que apresentou uma menor inibicdo da germinacdo dos conidios e,
portanto o menos eficiente foi o dleo de Alecrim na concentragéo de 0,2% (Grafico 5).

GRAFICO 5: Porcentagem de germinacédo dos conidios de C. gloeosporioides com diferentes

concentracdes dos 6leos essenciais de diferentes espécies vegetais.

100

90

80

70

60 m Alecrim

50 m Copaiba
» Menta

40 :
mNim
30

20

10

Conc. 0% Conc. 0,2% Conc.0,4% Conc.0,6% Conc. 0,8%

O conceito fungistatico € amplo, engloba qualquer substancia capaz de produzir
uma alteracdo na estrutura da célula fungica e que consiga inibir seu desenvolvimento,
alterando sua capacidade de desenvolvimento. A atividade observada em extratos
vegetais €, muitas vezes, atribuida a compostos organicos. As espécies vegetais
possuem, simultaneamente, substancias inertes e principios ativos, cuja concentragdo
da-se, preferencialmente, nas flores, raizes ou folhas, e, em menor proporcéo, nos
frutos e nas cascas. A concentracdo destes principios também nao é uniforme durante
seu ciclo de vida, sendo influenciada pelo solo, habitat, colheita e preparacdo. A
quantidade e a composicdo quimica dos Oleos essenciais sédo influenciadas por
diversos fatores, entre eles, a idade da planta, o tipo de tecido, o tipo de solo onde a
planta é cultivada e o seu habitat, fatores climaticos, fatores genéticos e horarios de

coleta do material vegetal SILVA (2006). Os 6leos essenciais para exercerem uma
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acao sobre microrganismos precisam conter determinados compostos em sua
composicdo que atuem diretamente sobre determinado microrganismo. Dentre os
principais componentes ativos de 6leos com efeito fungistatico estdo: acido fendlico
como o &cido rosmarinico, 6leos essenciais (canfeno, pineno, cineol, borneol, canfora)
e taninos. Portanto alguns aspectos do 6leo podem interferir no efeito do mesmo em
relacdo ao microrganismo, podendo ou ndo exercer um efeito inibitério sobre
crescimento micelial e germinacdo de conidios a depender da concentracdo de cada
composto organico contido no mesmo.

Nos 6leos utilizados no trabalho como Nim, Alecrim, Menta e Copaiba séo 6leos que
normalmente em sua composicdo possuem compostos que atuam sobre o C.
gloeosporioides, mas no presente trabalho néo foi avaliada a composi¢ao quimica dos
6leos e nem quantificada a concentragdo das mesmas. Portanto os 6leos utilizados
necessitariam de analise quimica para quantificar os compostos organicos presentes
para determinar uma possivel concentracao inibitoria minima.

Assim, devido ao resultado obtido, o uso de 6leos esséncias sobre o C.
gloeosporioides, mais trabalhos deverédo ser realizados, analisando quimicamente
cada o6leo e as concentracbes dos compostos presentes, testando-se novas
concentracfes dos 0leos essenciais sobre o crescimento micelial e germinacao de
conidios, avaliando-se a atividade e estabelecendo concentra¢des inibitérias seguras

dos dleos.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados apontados, pode-se afirmar que os 6leos exercem um
retardo no crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides penz nas
concentraces de 0,8% e o 6leo de Copaiba na concentracdo de 0,8% reduz em
44,6% a germinacao dos conidios a partir da influéncia que sua composi¢ao quimica,
como citado anteriormente. N&do houve efeito inibitério no crescimento micelial do

fungo nas concentragdes utilizadas.
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