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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja, sendo que 95% da
producdo sdo compostas pelo maracuja amarelo, Passiflora edulis f.
flavicarpa. No Brasil, o cultivo do maracujazeiro ocorre em todas as regifes,
devido a grande adaptacdo e as condi¢Ges edafoclimaticas (PIRES et al.,
2008). O nordeste brasileiro é a regidao de maior producéo, em torno de 530
mil toneladas (t) em 37 mil hectares (ha), seguido pelo Sudeste, com 110 mil t
em 6 mil ha. Em Minas Gerais, as regies do Triangulo Mineiro e Alto
Paranaiba se destacam, seguidas pela regido Norte, produzindo 4,9 mil t em
338 ha. Na regido Norte de Minas Gerais, destaca-se o municipio de
Janauba, como polo da fruticultura irrigada de acordo com dados da safra
2009 (IBGE, 2010).

Os problemas fitossanitarios sao limitantes a producéo e a qualidade
dos frutos. Dentre as doencas do maracujazeiro, a antrachose, incitada por
Colletotrichum gloeosporioides, € a de maior ocorréncia, comum em todas as
regides brasileiras, causando prejuizos inclusive na pés-colheita (CHITARRA,;
CHITARRA, 2005, PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997). Para o controle dessa
doenga, os fungicidas sdo os recursos mais utlizados, mas, em
contrapartida, visando a um manejo mais ecoldgico e de pds-colheita, o
controle alternativo utilizando metabdlitos secundarios de plantas, tem sido
uma opg¢do promissora. Em trabalhos j& realizados no Laboratério de
Fitopatologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG desde 2006, Silva et
al. (2009), o 6leo de Cymbopogon citratus se mostrou eficiente no controle da
antracnose causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, mas se faz
necessario comprovar qual o composto quimico presente no 6leo dessa
planta possui efeito antifungico.

Dessa forma, objetivou-se, com esta pesquisa avaliar dois compostos
presentes no Oleo essencial de C. citratus, em acéo antifingica ao C.

gloeosporioides, no controle do patégeno in vitro e em frutos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O maracujazeiro é proveniente da América Tropical, com mais de 500
espécies, sendo que um terco dessas € natural do Brasil. A espécie
Passiflora edulis f. flavicarpa (maracuja amarelo) tem sua origem incerta,
podendo ter sido originada pelo cruzamento entre P. edulis (maracuja roxo)
com alguma outra espécie relacionada ou pela mutacdo de P. edulis
(CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001). E uma dicotiledonea, pertencente a
familia Passifloracea, que possui mais de 23 géneros, sendo a maioria
subordinada ao género Passiflora. As espécies mais cultivadas sdo o
maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa), o maracuja-roxo (Passiflora
edulis) e o maracuja-doce (Passiflora alata) (FALEIRO et al., 2005). Essa
planta possui habito de trepadeira podendo atingir 5 a 10 m de comprimento.
As suas raizes sdo axiais, pouco profundas, concentrando-se em 15 a 45 cm
de profundidade. Possui folhas lobadas, verdes e com gavinhas e gemas
floriferas e vegetativas na axila da folha. As suas flores sdo de coloracéo
branca, com franja arroxeada (CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001).

2.1 Principais doencas do maracujazeiro

A cultura do maracujazeiro é afetada por um grande numero de
doengas: as viroses, como o virus do endurecimento do fruto (PWV —
Passion fruit woodiness virus) e o superbrotamento (Phytoplasma sp.); as
bacterioses, como a mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv.
passiflorae (Pereira) Dey) e as doencgas fungicas, como a murcha de fusarium
(Fusarium oxysporum) e a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides), que
sdo comuns a todas as regifes brasileiras. Quando em condic¢8es favoraveis,
ocorre a doenga e os sintomas podem aparecer em toda a parte aérea da
planta em qualquer estaddio de desenvolvimento (PIO-RIBEIRO; MARIANO,
1997).

O agente causal da antracnose € o Colletotrichum gloeosporioides
(LIBERATO, 2002), que é um Deuteromiceto, pertencente ao grupo dos
fungos mitospéricos (MARTINS et al.,, 2005). A sua disseminacdo pode
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ocorrer por meio de sementes, de respingos de chuva, de insetos e de

implementos agricolas (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997).

O C. gloeosporioides sobrevive em restos culturais. Por este motivo a
antracnose é mais comum e danosa no segundo ano de cultivo. Quando a
inoculacdo € artificial, a infeccdo sé ocorre se forem realizadas lesbes nas
folhas, nos caules ou nos frutos (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997). As
colbnias do fungo apresentam coloragdo do micélio variando do cinza claro a
cinza escuro, com producdo de conidios em mucilagem de cor salméo. Os
conidios séo liberados e disseminados quando os acérvulos se encontram
Uumidos (TAVARES, 2004).

Como sintomas caracteristicos da antracnose, destacam-se as
manchas com aspecto oleoso nos frutos e nas folhas, que evoluem de
tamanho; as bordas adquirem uma coloracdo pardo-escuras, formando
grandes areas necrosadas; nos frutos ainda ocorrem lesdes deprimidas e
murchamento (NUNES et al., 2003).

O controle mais comumente utilizado € a aplicacdo com fungicidas
foliares, como o Folicur a 100uL/100mL, produto registrado e recomendado
para a cultura. Ndo ha no mercado nenhum fungicida registrado para a
aplicacdo nos frutos e nem na pos-colheita (AGROFIT, 2012). Para o
tratamento em pés-colheita de frutos de maracujazeiro, Benato et al. (2001)
relatam a possibilidade de uso do tratamento hidrotérmico. A busca por
variedades resistentes foi feita por Junqueira et al. (2003), que testaram
gendtipos e observaram que, para a antracnose, nenhum dos gendtipos se
mostrou resistente, sendo a cultivar “Vermelho” a mais suscetivel a essa
doenca.

O género Colletotrichum pode atacar um grande numero de
hospedeiros e, em um hospedeiro, pode haver variabilidade de espécies,
causando a antracnose, como em Martinez-Culebras et al. (2000), que
identificaram trés espécies de Colletotrichum: o C. gloeosporioides, C.
acutatum e C. fragariae, causando antrachose no morangueiro, com base
identificagdo molecular, com a técnica de PCR (reacdo da polimerase em

cadeia).
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2.2 Influéncia da antracnose na qualidade de frutos

A antracnose do maracujazeiro € uma doenca que também causa
grandes perdas em pos-colheita, por causar lesbes na casca,
comprometendo a aparéncia do fruto (FISCHER et al., 2007), além de afetar
a polpa (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997). Conforme esses autores, a doenca
acarreta grandes prejuizos na comercializacéo in natura, pela perda aparente
de qualidade, pois a aparéncia € um dos parametros de avaliagdo mais
utilizado pelos consumidores.

Muitas perdas no estadio pos-colheita sdo causadas pela
contaminacdo ainda no campo e pela infeccdo quiescente dos frutos
(CHITARRA,; CHITARRA, 2005). Esse tipo de infeccdo pode ser explicado
devido ao fato da suscetibilidade do hospedeiro aumentar apo6s a colheita e
com a maturacdo dos frutos, pois, nos tecidos maduros, ha uma menor
guantidade de compostos fendlicos e de fitoalexinas, que sdo toxicos aos
microrganismos. Com a maturacdo dos frutos, aumenta-se a disponibilizacédo
de nutrientes e energia para o desenvolvimento do patégeno. S&o varios 0s
exemplos de frutas infectadas por Colletotrichum ou Glomerella na pré-
colheita e que apresentam perdas na pdés-colheita, como: banana, maca,
abacate, tomate, manga, mamao, pera e uva.

O mecanismo de acéo dos fungos sobre o hospedeiro inclui, de modo
geral, a producdo de enzimas, que podem provocar a desintegracdo dos
componentes estruturais, de substancias ou podem afetar, diretamente, o
protoplasto das células do hospedeiro. Essas enzimas degradadoras da
parede celular, como pectinases, celulases e hemicelulases, estédo
provavelmente envolvidas na patogénese da maioria das doencas de plantas
(PASCHOLATI, 1997).

2.3 Produtos vegetais no controle de fungos
O uso indiscriminado de agrotoxicos, ao longo dos anos, causa danos

ao meio ambiente e aos seres vivos e tem favorecido a selecdo de racas

resistentes de patdgenos a essas substancias quimicas (GHINI; KIMATI,
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2000). Segundo Campanhola e Bettiol (2003), para tentar amenizar esses

problemas, deve-se buscar o controle alternativo de doencgas. Dessa forma,
produtos de plantas, como extratos e 6leos essenciais podem ser utilizados
tanto no controle direto do patégeno, quanto para a indugdo dos mecanismos
de resisténcia. Assim, a exploragdo da atividade antimicrobiana de
compostos secundarios presentes nas plantas pode se constituir em mais
uma forma potencial de controle alternativo de doengas em plantas.

Muitos sé@o os trabalhos relatando a eficiéncia do controle alternativo,
como: Oleos essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum) e cravo da
india (Syzygium aromaticum), os quais se mostraram eficientes no controle in
vitro do fungo Colletotrichum gloeosporioides, inibindo a germinacdo de
conidios e reduzindo o crescimento micelial; reduziram, também, a infeccao
do patégeno em pos-colheita nos frutos de mamao (Carioca papaya L.), sem
afetar a qualidade dos frutos, de acordo com Barrera-Necha et al. (2008).

O odleo essencial de Asarum heterotropoides var. mandshuricum e o
seu principal composto, o metileugenol, foram, entdo, avaliados contra cinco
fungos fitopatogénicos: C. gloeosporioides, Fusarium solani, Alternaria
humidicola, Rhizoctonia solani e Phytophthora cactorum. Para o fungo C.
gloeosporioides, a inibicdo proporcionada pelo metileugenol foi de cerca de
80%, porém nédo se diferiu estatisticamente do 6leo essencial (DAN et al.,
2010).

Combrinck et al. (2011) avaliaram quatro espécies de Lippia
(pertencente a familia Verbaceae) e alguns compostos quimicos importantes
de 6leos essenciais, como o citral, carvona, limoneno, cineol e timol em acgao
in vitro a fungos fitopatogénicos, inclusive ao fungo Colletotrichum
gloeosporioides, isolado do abacateiro. Tanto os 6leos essenciais como as
substancias quimicas isoladas foram eficientes in vitro aos outros fungos
testados, mas ndo para o C. gloesosporioides.

2.3.1 Cymbopogon citratus

Conhecido popularmente como capim-santo, capim-cipd, capim-liméo,
capim-cidreira, dentre outros nomes, o Cymbopogon citratus é uma erva
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perene, crescimento cespitoso, formando touceiras compactas e robustas de
até 1,2m de altura; pertence a familia Poaceae (CASTRO; RAMOS, 2003).
Essa planta tem como centro de origem a Asia e é subespontanea nos
paises tropicais, sendo usada para fins medicinais (MARTINS et al., 2002).

Na separacdo e na identificacdo dos componentes de um éleo
essencial, utilizam-se técnicas de cromatografia e espectrofotometria (DAN et
al., 2010). Esses autores, utilizando um cromatégrafo a gas, acoplado a um
espectrofotdmetro, identificaram os componentes do 6leo essencial de
Asarum heterotropoides var. mandshuricum, sendo sete compostos, em
maior concentracdo: metileugenol (59,42%) eucarvone (24,10%), 5-alil-1,2,3-
trimethoxybenzene (5,72%) e 3,7,7 trimetilbiciclo (4.1.0) hept-3-eno (4,93%),
e também incluindo 2,6,6-trimetilbiciclo (3.1.1) hept-2-eno (0,42%), (1S)-(1)-
beta-pineno (0,75%), e 1,3-dimetoxi-5-methylbenzene (0,63%).

Aquino (2011) analisou a composic¢ao de trés 6leos essenciais; dentre
eles, o C. citratus, utilizando metodologia semelhante e encontrou como
principais compostos: Z-citral (34,05%), E-citral (43,69%) e beta-mirceno
(15,11%) para esse 6éleo.

Tem-se demonstrado que C. citratus dispde de substancia antifingica.
Em conformidade com Silva et al. (2009), em trabalho testando a acéo
antifingica de 6leos essenciais de sete plantas, dentre elas o C. citratus, no
controle in vitro de C. gloeosporioides isolados do maracujazeiro, verificou-se
gue esses Oleos sem diluicdo foram eficientes em inibir em 100% a
germinacdo dos esporos.

Aquino (2011) avaliou a acao inibitéria de trés 6leos essenciais: Lippia
sidoides, C. citratus e Ocimum gratissimum, em diferentes concentracdes
(1uL, 3pL, 5uL e 7uL/mL), na germinagéo de conidios de C. gloeosporioides
e observou o efeito inibitério de 100% da germinacdo de conidios na
presenca do 6leo de C. citratus, desde a concentragao de 1uL/mL.

No entanto faz-se necessario avaliar os componentes quimicos do 6leo
de C. citratus sobre o desenvolvimento de C. gloeosporioides in vitro e sobre

o desenvolvimento da doenca nos frutos de maracuja amarelo.
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2.4 Tratamento de frutos

A eficiéncia de produtos no controle de doengas nos frutos,
normalmente, é avaliada pela reducdo da incidéncia e da severidade da
doenca. Por sua vez, a incidéncia é avaliada pelo numero de frutos com
sintomas e a severidade pode ser analisada por meio de escalas
diagramaticas, que seriam a quantificacdo dos sintomas da planta (AMORIN;
BERGAMIN FILHO, 2011).

Fischer et al. (2009) elaboraram e validaram uma escala diagramatica
para a avaliagdo da severidade da antracnose causada pelo fungo C.
gloeosporioides em frutos de maracujazeiro amarelo. Com essa escala, é
possivel quantificar os sintomas da antracnose de forma mais acurada e
precisa. Solino et al. (2012) utilizaram a escala diagramatica para a
determinacao da severidade em frutos de maracujazeiro tratados com 6leos
de soja, copaiba, nim e extrato de jatoba. Constatou-se que os 6leos de soja
e de nim foram eficientes no controle da antracnose dos frutos de
maracujazeiro, reduzindo a severidade da doenca. Ja o extrato de jatoba
favoreceu o desenvolvimento da doenca.

Junqueira et al. (2004) avaliaram o controle do 6éleo de soja isolado ou
misturado ao benomil e thiabendazol no controle da antracnose em frutos de
manga da cultivar Palmer e a severidade nos frutos. Esse tratamento se
mostrou como uma alternativa eficaz no controle da antrachose em manga
Palmer, aumentando a vida de prateleira.

Carvalho et al. (2009) testaram tratamentos alternativos, como o 6leo
de cravo (0,01%) sobre frutos de pessegueiro em pés-colheita. Os frutos
foram imersos em agua contendo os tratamentos por 30 segundos, de 3 a 9
dias ap6s o armazenamento. Foram avaliadas a incidéncia e a severidade
das doencas. O 6leo de cravo reduziu a incidéncia da podriddo de Rhizopus

Spp.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a agdo antifiingica de dois
compostos quimicos, citral e mirceno, presentes em C. citratus sobre o fungo

C. gloeosporioides.
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RESUMO

CAPITULO 2 - ESTUDO AUTOECOLOGICO DE ISOLADOS DE
Colletotrichum gloeosporioides DO MARACUJAZEIRO

O objetivo desta pesquisa foi caracterizar culturalmente e verificar a
agressividade dos isolados de Colletotrichum gloeosporioides do maracuja
amarelo. Para tanto, utilizaram 7 isolados, avaliando 2 meios de cultura e,
posteriormente, 2 temperaturas, em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 4 repeticbes, em esquema fatorial 7x2. A caracterizagdo
compreendeu a avaliacdo da coloracdo da colbnia, tamanho e forma dos
conidios, o IVCM, a producdo de esporos, o indice de velocidade de
crescimento da lesdo, o periodo de incubacédo e de laténcia, a producéo de
celulase. Houve interacdo entre isolado e meio de cultura e temperatura, para
o crescimento micelial e também entre os isolados e as temperaturas. Os
isolados C94 e C95 apresentaram maior crescimento micelial no meio de
cultura BDA e, posteriormente, sob temperatura de 25°C. Para a producado de
esporos, a interacdo isolados e temperatura foi ndo significativa, sendo que
0s isolados C94, C95 e ISO1l as que produziram maior quantidade de
esporos independente do meio de cultura e da temperatura avaliada. A
coloracdo variou apenas em funcdo do meio de cultura, podendo dividir os
isolados em 4 grupos: o primeiro, com 0s isolados C94 e C95; o segundo,
com os isolados C96 e ISO2; o terceiro, com 0s isolados ISO3 e I1ISO6 e 0
quarto, formado pelo isolado ISO1. O indice de velocidade de crescimento da
lesdo foi maior para os isolados C94, C95 e ISO1, tendo os periodos de
incubacéo e laténcia variado em funcéo dos isolados, sendo menor para os
isolados C94 e C95. O tamanho do halo de degradac¢&o da celulose pode ser
observado apenas no isolado mais agressivo, o C95, pois o isolado menos
agressivo, o 1SO2, ndo foi capaz de crescer no meio com celulose como
Unica fonte de nutriente. Conclui-se que os isolados C94, C95 e ISO1 sdo os
mais agressivos, dentro deste grupo de isolados estudados. O meio de
cultura e a temperatura influenciam o IVCM. A temperatura néo influenciou na
producdo de esporos e nem na coloracdo da colénia. Ha variagdo na
capacidade de causar doenca dos isolados. Um isolado do grupo mais
agressivo foi capaz de produzir celulase em meio cuja Unica fonte de carbono
€ a celulose.

Palavras-chave: Agressividade. Antracnose. Celulase. Meio de cultura.
Temperatura.
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ABSTRACT

CHAPTER 2 - AUTOECOLOGICAL STUDY OF ISOLATES OF
Colletotrichum gloeosporioides OF PASSION FRUIT

The objective of this research was to characterize culturally and verify the
aggressiveness of the isolates of Colletotrichum gloeosporioides of the yellow
passion fruit. For that, 7 isolates were used, evaluating two culture mediums
and then, 2 temperatures in completely randomized design (CRD) with four
replications in a 7x2 factorial arrangement. The characterization included the
assessment of the color of the colony, size and shape of the conidia, the
SRMG, the spore production, the speed rate parameters of lesion growth, and
the incubation period of latency, the production of cellulase. There was
interaction between isolated and culture medium and temperature for mycelial
growth and also between the isolates and the temperatures. The C94 and
C95 isolates showed higher mycelial growth on PDA culture medium, and
subsequently, at a temperature of 25 ° C. For the spores’ production, the
interaction isolated and temperature was not significant, whereas the C94,
C95 and ISOL1 isolates, the ones that produced greater amount of spores from
the independent culture medium and of the temperature evaluated. The color
varied only due to the culture environment, and may divide the isolates into 4
groups: the first, with the C94 and C95 isolated; the second with C96 and
ISO2 isolated; the third with ISO3 and 1SO6 isolated and the fourth formed by
ISO1 isolated. The speed rate parameters of lesion growth was higher for the
C94, C95 and ISO1 isolated, it was incubation periods and latency varied
depending on of the isolates, being lower for C94 and C95 isolated. The size
of the halo of cellulose degradation can be observed only in the more
aggressive isolated, the C95, because the isolated as the less aggressive, the
ISO2, was unable to grow on medium with cellulose as the sole nutrient
source. It is concluded that the isolates, the ones that C95 isolated are the
most aggressive, within this group of isolated. The culture environment and
temperature influence SRMG. The temperature had no effect on spore
production and not in the color of the colony. There is variation in the ability of
the isolates to cause disease of the isolated. An isolated group of more
aggressive was capable of producing cellulase among whose only carbon
source is the cellulose.

Keywords: Aggressivity. Anthracose. Cellulose. Culture enviroment.

Temperature.
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1 INTRODUCAO

A antracnose é uma das principais doencas flngicas da cultura do
maracujazeiro, por ocorrer na parte aérea da planta em qualquer estadio de
desenvolvimento (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997). Como sintomas
caracteristicos dessa doenca, aparecem manchas com aspecto oleoso nos
frutos e nas folhas, que evoluem de tamanho; as bordas adquirem uma
coloragdo pardo-escura, formando grandes &reas necrosadas; nos frutos,
ainda ocorre a formacdo de lesdes deprimidas e murchamento (NUNES et
al., 2003).

A disseminacdo do patégeno pode ocorrer por meio de sementes,
respingos de chuva, insetos e implementos agricolas (PIO-RIBEIRO;
MARIANO, 1997). Na inoculacdo artificial, a infecgdo s6 ocorre se forem
realizados ferimentos nas folhas, nos caules ou nos frutos (PIO-RIBEIRO;
MARIANO, 1997).

O agente causal é o fungo cuja fase telomoérfica é Glomerella cingulata
(B. M Stoneman) P. Spaulding & H. Von Schrenk e a anamorfica, o
Colletotrichum gloeosporioides (O. A. J. Penzig) O. A. J. Penzig & P. A
Saccardo (LIBERATO, 2002). O C. gloeosporioides € um fungo do grupo
mitosporico, pertencente a ordem Melanconiales (AGRIOS, 2005). As
colénias do fungo apresentam coloracéo do micélio, variando do cinza claro a
cinza escuro; os conidios sdo hialinos e sdo liberados e disseminados
guando os acérvulos se encontram Umidos (TAVARES, 2004).

A temperatura 6tima para a maioria dos fungos esta na faixa de 20-
30°C, podendo a temperatura para crescimento diferir da ideal para
esporulacdo, sendo importante esse conhecimento para a otimizagdo do
cultivo in vitro. (ALFENAS; MAFFIA, 2007). Para o género Colletotrichum, ha
variagdo da temperatura 6tima de crescimento e esporulagéo de 20 a 30°C
(FRANCISCO NETO et al., 1994; MELLO et al., 2004).

O carbono e o nitrogénio sdo as principais substancias necessérias ao
crescimento e a reproducgédo dos fungos; além da principal fonte de energia, o
carbono é essencial a sintese de enzimas, fornecido por carboidratos
(ALFENAS; MAFFIA, 2007).
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O meio batata dextrose agar, além do amido oriundo da batata, é

suplementado com dextrose, promovendo o crescimento da maioria dos
fungos (ALFENAS; MAFFIA, 2007). Esse meio pode promover o melhor
crescimento micelial para varias espécies, como C. musae (COUTO;
MENEZES, 2004). O meio aveia agar também possui amido como
carboidrato e ndo possui suplementacdo de glicose (SUSSEL, 2005), mas
pode ser utilizado como melhor meio de crescimento e produgéo de esporos
para o fungo Diaporthe citri (NOZAKI et al., 2004). Esse meio é geralmente
utilizado para proporcionar uma maior producdo de esporos.

O C. gloeosporioides apresenta grande variagdo morfofisiologica e
patogénica, mesmo entre as culturas monospéricas (SERRA et al., 2008).
Uma vez que a variabilidade pode existir até mesmo entre tais culturas, essa
variacdo pode ser muito maior ainda entre culturas multiesporicas, que séo
isolados diferentes de uma mesma espécie.

Para a producdo de novos produtos que sejam eficientes no controle
dessa doenca e bem como para o desenvolvimento futuro de variedades
resistentes, uma vez que ndo ha produto registrado para o tratamento pds-
colheita ou aplicacdo direta nos frutos (AGROFIT, 2012), faz-se necessario
otimizar a producdo de in6culo em laboratério, tanto o desenvolvimento da
colénia como a esporulacdo, selecionando ainda, para tais fins, individuos
com maior agressividade. Envolve, portanto, a caracterizagdo morfofisioldgica
e patogenicidade do agente causal. Assim, o objetivo desta pesquisa foi
caracterizar,  fenotipicamente e  patogenicamente, Colletotrichum

gloeosporioides isolados da parte aérea de maracujazeiro amarelo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencédo e manutencéo dos isolados

Os experimentos foram realizados no Laboratoério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Minas Gerais, ho Campus Montes Claros. Culturas
de C. gloeosporioides oriundas da micoteca da Universidade Federal de
Vigcosa e de culturas utilizadas por Aquino (2011) foram utilizadas nesta
pesquisa (QUADRO 1). Os isolados foram cultivados e mantidos em meio

Batata Dextrose Agar (BDA) sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12

horas.
QUADRO 1

Procedéncia dos isolados de C. gloeosporioides.
ISOLADO ORGAO VEGETAL REGIAO
Co4* Fruto Vigosa-MG
Co5* Fruto Vigosa-MG
Co6* Fruto Vigosa-MG
ISO3** Haste Seropédica-RJ
ISO1** Folha Seropédica-RJ
ISO2** Fruto Seropédica-RJ
ISO6** Haste Montes Claros-MG

Notas: *Micoteca da Universidade Federal de Vigosa.
*Denominac¢éo dada por Aquino (2011).
Fonte: Da autora.

2.2 Caracterizacdo cultural dos isolados de C. gloeosporioides

Para as avaliacdes de caracterizacdo cultural, transferiram-se discos
de micélio da cultura pura, com 5mm de didmetro e sete dias de idade, para o
centro de uma placa de Petri de 9cm de didametro contendo o meio de cultura

a ser testado, o BDA e o Aveia Agar (50g de farinha de aveia e 15g de Agar).
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Tudo isso sob condi¢Bes assépticas em camara de fluxo laminar. Incubaram-

se as placas em incubadora tipo BOD, sob duas temperaturas, 25 e 30°C.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 7x2 (7 isolados versus 2 meios de cultura ou 2 temperaturas), com 4
repeticdes, totalizando-se 14 tratamentos e 56 parcelas, sendo cada
repeticdo composta por 1 placa. As placas permaneceram incubadas por um
periodo de sete dias, sob fotoperiodo de 12 horas, sendo avaliadas
diariamente.

Como caracteristicas culturais, avaliaram-se o crescimento micelial,
por meio do indice de crescimento micelial (IVCM) e a producao de esporos,
por meio da determinagdo do nimero médio de esporos por mmz2 da coldnia.

Mediu-se, com um paquimetro, o diametro da coldénia em dois eixos
ortogonais, para o cdalculo das médias e, posteriormente, do indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM), utilizando-se a equacéo adaptada
por Oliveira (1991):

IVCM= Y (D-Da)/N, onde:

IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial;

D = Didmetro médio atual;

Da = Didmetro médio do dia anterior e

N = Numero de dias apés montagem do experimento (repicagem
do fungo).

As mesmas placas permaneceram incubadas por mais trés dias,
totalizando-se 10 dias, para a verificacdo da esporulagcdo. De cada placa,
foram retirados trés discos da coldnia, de 6mm de didmetro e colocados em
tubos de ensaio estéreis, com 10mL de &gua destilada autoclavada.
Agitaram-se, posteriormente, os tubos para a liberacdo dos esporos e
procedeu-se a contagem, utilizando-se a Camara de Neubauer (ALFENAS;
MAFFIA, 2007). Calculou-se o niumero de esporos por mm2 da coldnia e,
apos andlise de normalidade e homogeneidade das variancias, transformou-
se em logaritmo na base 10 (ARAUJO et al., 2009).
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A caracterizagdo morfolégica baseou-se na coloragcdo da colénia nos
meios e temperaturas testadas. Utilizou-se a Carta de Munsell como
parametro, avaliando a coloracao predominante da colbnia aos sete dias
apo6s a repicagem. Foi utilizado o DIC, em esquema fatorial 7x2x2, com 4
repeticdes.

Avaliou-se, ainda, como caracteristica morfolégica, o tamanho dos
conidios de cada isolado, por meio da observacao de Iaminas microscopicas
semipermanentes em microscopio Optico, acoplado com camera do modelo
Nikon Eclipse E200 Canon A620 Power Shot, com objetiva 40 e zoom 4

Vezes.

2.3 Caracterizacdo patogénica

Para a comprovacdo da patogenicidade, os frutos de maracujazeiro
amarelo com aparéncia saudavel, sem manchas e sem perda aparente de
massa fresca, foram lavados em agua corrente e detergente neutro. A casca
foi retirada e cortada em discos de 20mm de didmetro com um ferimento no
centro realizado por uma agulha estéril. Colocaram-se cinco discos sobre
cada placa de Petri contendo meio de cultura Agar-Agua (2%). A inoculagéo
foi realizada com 10pL de uma suspensdo de esporos na concentracéo de
2x107 esporos/mL, obtida de uma cultura com 10 dias (AQUINO, 2011). Tais
procedimentos foram realizados sob condi¢bes assépticas em camara de
fluxo laminar.

Avaliou-se, diariamente, se cada um dos isolados apresentava a leséo
tipica da antracnose. Mediu-se o tamanho da lesdo em dois sentidos, com
um paquimetro. Calculou-se a média do tamanho da lesdo em mm, para
cada repeticdo. Adaptou-se a férmula de IVCM proposta por Oliveira (1991)
para o indice de velocidade de crescimento da leséo (IVCL). Entéo, o IVCL=
> (D-Da)/N, onde:

IVCL= indice de velocidade de crescimento da les&o;
D = Diametro médio atual da lesé&o;
Da = Didametro médio da lesdo no dia anterior e

N = Numero de dias ap0s a inoculacao do fungo.
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Avaliaram-se os periodos de incubacéo e laténcia do patdgeno, para
cada isolado. Considerou-se o periodo de incubagdo como sendo o periodo
em dias necessarios para o surgimento da lesdo, ou seja, 0 aparecimento de
sintomas e o periodo de laténcia como o periodo, em dias necessarios para a
formacgédo de estruturas reprodutivas do patdégeno. O delineamento utilizado
para esse experimento foi inteiramente casualizado, com 7 tratamentos
(isolados) e 4 repeticOes, totalizando 28 parcelas, sendo cada parcela
composta por uma placa de Petri.
Os dados de IVCM e IVCL foram analisados utilizando-se o Programa
Saeg, sendo realizados testes homogeneidade e normalidade das variancias
no programa Saeg, sem necessidade de transformacdo de dados e posterior

teste de médias.

2.4 Producdo de celulase

Dois isolados, um dos mais agressivos e outro dos menos agressivos,
foram avaliados quanto a producdo da enzima celulase, em meio de cultura
pobre, cuja Unica fonte de carbono é a celulose. Utilizou-se o meio C (CMC —
celulose microcristalina a 1%; sulfato de aménio a 0,5%; sulfato de magnésio
heptahidratado a 0,05%; agar-agua a 2%). Procedeu-se, primeiramente, a
adaptacdo do isolado ao meio. Depois, procedeu-se, & montagem do
experimento. Um disco de 6mm de didmetro, da colénia de uma placa com
meio C, ap6s 72h de crescimento, foi repicado para uma placa nova, com o
mesmo meio. Incubaram-se as placas a 25°C, fotoperiodo de 12h e avaliou-
se 0 halo de degradacdo da celulose nos periodos de 24h até 120h
(ALMEIDA, 2009).

Na revelacdo do halo, lavoram-se trés vezes as placas com solucdo de
NaCl a 1M. As placas permaneceram na geladeira por 24h, para, entéo,
realizar a visualizacdo e a medi¢@o do didmetro halo, subtraindo o didmetro
da col6nia.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 (24, 48,
72, 96 e 120 horas) tratamentos e 3 repeticdes, totalizando 15 parcelas. A

andlise estatistica foi realizada no Programa Sisvar.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo cultural dos isolados de C. gloeosporioides

Para o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), houve
efeito significativo a 5%, para a interacdo entre os fatores isolado e meio de
cultura (TAB. 1).

TABELA 1
indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) dos isolados de C.
gloeosporioides, em funcéo dos meios de cultura batata dextrose agar (BDA)

e aveia agar (AVA)

ISOLADO BDA AVA
co4 11,83 Aa 719 Cb
c95 11,20 Aa 9,21 Ab
C96 7,05 Ba 7,20 Ca
ISO3 5,90 Bb 6,28 Da
1SO1 6,23 Bb 8,61 Ba
1SO2 7,04 Ba 7,73 Ca
ISO6 3,47 Cb 7,02 Ca
CV(%) 11,483

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e
mindscula na linha ndo se diferem estatisticamente pelo teste de
Scott Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora.

O maior crescimento micelial foi observado nos isolados C94 e C95,
gue foram iguais estatisticamente no meio de cultura BDA. J4 para o meio de
cultura AVA, o isolado C95 apresentou o maior IVCM. Observou-se, ainda,
gue, para estes isolados, houve uma reducdo do crescimento, quando se
utilizou o meio de cultura AVA. Esses dados estdo em conformidade com
Andrade et al. (2007) em trabalho avaliando meios de cultura sob

temperatura de 25°C, no qual, 4 dos isolados de C. gloeosporioides do
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mamoeiro utilizados tiveram maior crescimento no meio BDA com valores de

IVCM semelhantes aos resultados desta pesquisa.

Para os isolados 1SO3, ISO1 e ISO6, o meio de cultura AVA é o mais
recomendado para a obtencdo de um maior crescimento micelial, assim
como no trabalho de Mello et al. (2004), em que os autores utilizaram o meio
de cultura AVA e esse foi o melhor meio de cultura para o crescimento
micelial de C. gloeosporioides isolado do piment&o.

Jéa para os isolados C96 e 1SO2, ndo houve diferenca no crescimento
micelial quando alterou-se os meios de cultura. Esses dados estdo em
conformidade com Oliveira et al. (2011), que verificaram, com esses mesmos
meios de cultura, a ndo influéncia no crescimento micelial de C.
gloeosporioides isolados da teca.

Portanto, h4 uma diferenga no requerimento nutricional dos isolados de
C. gloeosporioides avaliados, assim como em Mafacioli et al. (2006), em que
tais autores observaram diferencas nos requerimentos nutricionais de
isolados de C. gloeosporioides da pupunheira, influenciando o crescimento
micelial e esporulacdo dos mesmos. Faz-se necessario saber, para o isolado
estudado qual o meio de cultura promove o maior crescimento, de forma a
otimizar a producao de in6culo.

A interacé@o entre os fatores isolados e temperaturas foi significativo a
5% de probabilidade (TAB. 2).
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TABELA 2
indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) dos isolados C.
gloeosporioides em funcéo das temperaturas de 25 e 30°C

ISOLADO 25 30
co4 11,83 Aa 6,88 Bb
c95 11,20 Aa 7,22 Ab
C96 8,12 Ba 598 Cb
1ISO3 8,92 Ca 590 Cb
1SO1 6,23 Da 4,97 Eb
1SO2 7,04 Da 5,24 Db
ISO6 4,86 Ea 3,47 Fb
CV(%) 8,658

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula
na linha ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade.

Fonte: Da autora.

A temperatura de 25°C promoveu um maior crescimento micelial para
todos, assim como nos estudos de Mello et al. (2004), que observaram um
maior crescimento micelial de C. gloeosporioides do pimentdo, sob
temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12h. Os isolados C94 e C95
apresentaram, novamente, 0 maior crescimento micelial, sendo esses iguais
estatisticamente.

A velocidade de crescimento micelial dos isolados é influenciada pelo
meio de cultura utilizado e pela temperatura de incubagéo, sendo notado
comportamento diferente entre os isolados analisados, evidenciando, assim,
a variabilidade existente entre eles. Conforme Serra et al. (2008), essa
variabilidade pode ser observada até mesmo em culturas monospdricas
provenientes de uma mesma cultura pura, ao se tratar de C. gloeosporioides
isolados do cajueiro e da mangueira.

Estudos anteriores comprovam essa variagdo no comportamento de
espécies de Colletotrichum, quanto a caracteristica fisiologica (MELLO et al.,
2004). Serra et al. (2008) encontraram variagdo na fisiologia de C.

gloeosporioides de mangueira e cajueiro, em funcao do meio de cultura e da
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temperatura de incubacdo. Com relacdo aos fatores que influenciam o
crescimento micelial e a esporulagdo, Francisco Neto et al. (1994),
trabalhando com isolados de C. gloeosporioides provenientes de Passiflora,
observaram diferencas entre os isolados em relacdo a capacidade de
crescimento e a esporulacdo e constataram que o meio de cultura exerceu
marcante efeito sobre a producdo de conidios produzidos, variando,
conforme o isolado.

Tanto os meios de cultura AVA, como o BDA possuem, na sua
composicdo, o amido como principal carboidrato, sendo esse um composto
que, provavelmente, se hidrolisa de forma lenta, o que ndo proporciona
acumulo de acidos no meio, ndo prejudicando, portanto, o desenvolvimento
do fungo. Mas o meio BDA, além do amido, possui também a dextrose, outro
carboidrato que, para os isolados C94 e C95, proporcionou um maior
crescimento; para o isolado 3 ndo houve diferenca. Os demais cresceram
melhor com o amido sendo a Unica fonte de carboidrato. Portanto, a
suplementacédo de glicose no meio de cultura que contém amido, pode ou
nao influenciar o crescimento micelial de C. gloeosporioides (SUSSEL, 2005).

A interacdo dos isolados com os meios de culturas e a interacdo dos
isolados com as temperaturas nao foram significativas para a variavel
producéo de esporos, havendo diferenca apenas entre os isolados (TAB. 3).
O isolado 7 ndo produziu esporo em nenhuma das temperaturas e em
nenhum dos meios de cultura, por isso foi retirado dessa anélise. O meio de

cultura ndo influenciou a producéo de esporos desses isolados.
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TABELA 3
Densidade de esporos (esporos/mm?) dos isolados de C. gloeosporioides

ISOLADO PRODUCAO DE ESPOROS

C94 1,23X10° A

C95 3,77 X10° A

C96 1,35 X 10" B

ISO3 0,99 X 10° B

ISO1 9,75 X 10° A

1SO2 1,57 X 10" B

Ccv 34,484

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mailUscula na coluna néo diferem
estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora.

Os isolados que mais esporularam a 25°C, independente do meio
usado ou da temperatura avaliada, foram: C94, C95 e ISO1. Esses foram
iguais estatisticamente, diferentemente de Mello et al. (2004), que
observaram maior producdo de esporos de C. gloeosporioides sob 25°C.
Nesta presente pesquisa a temperatura ndo influenciou a densidade de
esporos. Diferentemente de Sussel (2005), que verificou variacdo da
esporulagdo, em funcdo do meio de cultura utilizado, sendo que o BDA
promoveu maior producdo de esporos.

A producé@o de esporos ou esporulacdo esta ligada a capacidade de
disseminacgéo do patégeno, uma vez que 0s esporos que sao carreados para
outros locais, se depositam na superficie de novos hospedeiros. Portanto,
uma maior producdo de esporos gera uma maior probabilidade de atingir
novos hospedeiros e, por conseguinte, poderd causar novas infeccfes
(AMORIM; PASCHOLATI, 2011).

Quanto & variavel cor, os isolados apresentaram variacdo de
coloracao, variando do branco ao cinza (QUADRO 2). Ao se mudar o meio de
cultura, a coloracdo da col6nia variou em todos os isolados utilizados.
Mafacioli et al. (2006) também verificaram variagcdo da coloracéo da colbnia

de isolados de C. gloeosporioides provenientes da pupunheira, variando do
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cinza ao branco, mas ndo observaram nenhum isolado com coloragéo

laranja. Esses autores utilizaram apenas um meio de cultura.

QUADRO 2
Coloracédo predominante na col6nia para cada isolado de C. gloeosporioides

nos meios de cultura, batata dextrose agar (BDA) e aveia agar (AVA)

ISOLADO COR BDA COR AVA
MUNSEL MUNSEL

C94 10YR6/1 Cinza 10YR8/8 Laranja escuro

C95 10YR5/1 Cinza 10YR8/8 Laranja escuro

C96 7,5YR8/6 Laranja 7,5YR8/6 Laranja claro
claro

ISO3 7,5YR8/1 Branco 10YR8/4 Creme

ISO1 7,5YR8/6 Laranja 5YR7/4 Lilas
claro

ISO2 7,5YR8/6 Laranja 10YR8/8 Laranja escuro
claro

ISO6 7,5YR8/1 Branco 10YRS8/4 Creme

Fonte: Da autora.

Para as temperaturas avaliadas, ndo foi observada diferenca de
coloracdo entre os tratamentos. Segundo Menezes (2002), isolados
pertencentes a mesma espécie de C. gloeosporioides apresentaram entre si
grande variabilidade no mesmo substrato, admitindo que esse fato pode estar
relacionado a presenca de racgas fisiologicas.

Os isolados podem ser separados em 4 grupos. O grupo 1, agrupando
os isolados C94 e C95 com coloracdo acinzentada, em meio BDA e laranja,
em meio AVA. O grupo 2, composto pelos isolados C96 e ISO2, com
predominancia de coloragéo alaranjada, nos dois meios de cultura. O grupo
3, formado pelos isolados 1SO3 e ISO6, com coloragdo em meio BDA branco

e no AA, cor creme. O grupo 4, com o isolado ISO1 que, em meio BDA,
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possui a mesma cor do grupo 2, mas, em meio AVA, adquire cor lilas
predominante na coldnia.

Nos estudos de Serra et al. (2008), as colbnias apresentaram grande
diversidade com relagdo a cor e ao aspecto, de acordo com os diferentes
isolados multiesporicos, porém néo foi observada variagédo expressiva da cor
guando se compararam isolados monospéricos com os multiespéricos
originais.

Os isolados C94, C95 e ISO3 apresentaram maiores valores de
comprimento (QUADRO 3). Os maiores valores de largura foram verificados
nos conidios dos isolados C94, C95 e ISO6, podendo relacionar comprimento
e largura do conidio com a patogenicidade, uma vez que os isolados C94 e
C95 apresentaram maior comprimento e também a maior largura, sendo
esses do grupo dos mais agressivos. Os conidios dos isolados C94, C95 e
ISO3 apresentam forma cilindrica; os isolados ISO1 e ISO2 forma afilada. Os
conidios do isolado ISO6 sado oblaceos. Os conidios do isolado 3 apresentam
forma cilindrica-oblacea, assim como Silva et al. (2005), que verificaram
variacdo da forma de conidios de Colletotrichum spp. do cafeeiro,
observando conidios cilindricos, afilados, oblaceos e cilindrico/oblaceo.
Carneiro et al. (2012) identificaram C. gloeosporioides, causando antracnose
em cartamo, sendo os seus conidios com formato cilindrico e hialinos, assim
como nesta pesquisa, em que os isolados apresentam essa forma e todos

sao hialinos.
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QUADRO 3

Tamanho médio (um) e forma dos conidios de cada isolado de C.
gloeosporioides

ISOLADO COMPRIMENTO LARGURA RELACAO FORMA
(um) (um) C/L

C94 26,31 2,63 10,00 Cilindrico
C95 27,37 3,16 8,66 Cilindrico
C96 10,83 1,84 5,88 Cilindrico/oblaceo
ISO3 21,05 1,72 12,23 Cilindrico
ISO1 11,58 1,05 11,05 Afilado
ISO2 10,53 1,53 6,88 Afilado
ISO6 16,8 2,10 8,00 Obléaceo

Fonte: Da autora.

Andrade et al. (2007), ao caracterizarem isolados de C.
gloeosporioides patogénicos ao mamoeiro, verificaram tamanhos de conidios
variando de 10,4 a 18,2um de comprimento e largura de 3,9 a 6,5um, sendo
a relacdo comprimento/largura superior a 3,9 somente para isolados
identificados como C. acutatum. Nesta pesquisa, alguns isolados
apresentaram comprimento superior a 18,2 e a largura dos mesmos foi
inferior; todos os isolados apresentaram uma relacdo comprimento/largura
superior a 5,88.

Estudos realizados por Johnston e Jones (1997) puderam reconhecer
16 grupos distintos, de diversos isolados de Colletotrichum, obtidos de

fruteiras na Nova Zelandia, por meio de sequenciamento de DNA.

3.2 Caracterizacéo patogénica

Todos o0s isolados causaram lesdes nos discos de frutos de
maracujazeiro amarelo, tendo sido comprovada a patogenicidade dos
mesmos, por meio do cumprimento dos postulados de Koch (ALFENAS;
MAFFIA, 2007).
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Houve diferenca no indice de velocidade de crescimento da lesao entre

os isolados testados. Também houve diferenca significativa entre os isolados
para o periodo de incubacao e para o periodo de laténcia.

Os isolados que apresentaram maior velocidade de crescimento da
leséo foram os isolados C94, C95 e ISO1, em conformidade com os testes in
vitro, seguidos pelos isolados C96, ISO3 e ISO2 (TAB. 4). O isolado 1SO6 foi

0 que apresentou o menor IVCL.

TABELA 4
indice de velocidade de crescimento da les&o (IVCL) dos isolados de C.

gloeosporioides (mm/dia), periodos de incubacao e laténcia (dias)

ISOLADO IVCL INCUBACAO LATENCIA
C94 2,1148 A 125 A 2,50 A
c95 2,2130 A 1,25 A 2,50 A
C96 1,0793 B 4,25 D 7,00 D
ISO3 1,1429 B 325 C 6,25 C
1SO1 2,2684 A 2,00 B 425 B
1SO2 1,4004 B 4,00 D 6,25 C
ISO6 0,6055 C 4,00 D 7,00 D
CV(%) 10,14 13,23 10,68

Nota: As médias seguidas pela mesma mailscula na coluna néo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
Fonte: Da autora.

Foi considerado periodo de incubacdo o nimero de dias apos a
inoculagdo em que foi possivel observar o surgimento da leséo na casca dos
frutos. Considerou-se periodo de laténcia o numero de dias apds a
inoculagéo até o aparecimento de estruturas reprodutivas na superficie dos
discos dos frutos. Houve variagdo desses periodos entre os isolados, sendo
menor para os isolados C94,e C95, seguido do isolado ISO1. Os isolados
C96, ISO2 e I1SO6 tiveram o maior periodo de incubag¢édo. Aquino (2011)

testou os isolados 1SO3, ISO1, ISO2 e ISO6 em seus experimentos e
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constatou que o isolado ISO1 foi 0 mais agressivo, provocando um maior

tamanho de les&o nos frutos.

Serra et al. (2008), ao analisarem isolados multispéricos e
monosporicos de C. gloeosporioides obtidos do cajueiro e mangueira,
observaram diferencas estatisticas na patogenicidade e na agressividade,
tanto dos isolados multispéricos quanto dos isolados monospdricos, isso por
meio da caracteristica comprimento das les6es. A variavel patogenicidade é
uma caracteristica de extrema importancia na diferenciacdo de isolados
dessa espécie, sendo analisada em diversos trabalhos (DENOYES-
ROTHAN et al., 2003; FREEMAN et al., 2002).

3.3 Producdo de celulase

A celulase é uma das enzimas relacionadas a patogenicidade dos
fungos, uma vez que essa compde cerca de 30% da parede celular vegetal
(PASCHOLATI, 2011). Dessa forma, espécimes ou isolados que produzem
uma maior quantidade dessa enzima, provavelmente, degradardo mais
facilmente a parede celular do hospedeiro.

O isolado C95, aquele escolhido no grupo dos isolados mais
agressivos e o isolado I1ISO2, no grupo dos menos agressivos, foram usados
nesta avaliagdo. Somente o isolado C95 cresceu no meio C, contendo
celulose como unica fonte de nutriente, sendo possivel a realizacdo do
experimento. O isolado 1SO2 ndo foi capaz de crescer no meio C,
provavelmente, devido a sua incapacidade ou baixa capacidade de produzir
celulase.

Com o isolado C95, foi possivel verificar o halo de degradacdo de
celulose. Foi notada a presenca desse halo 48h apds a repicagem. Como
houve diferenca entre os tratamentos, realizou-se a andlise de regressao
(GRAF. 1).
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GRAFICO 1- Halo de degradac&o da celulose (mm) produzido in vitro pelo
isolado C95 a cada 24 horas. Analise de Regressao
Quadratica (a=0,05).

Fonte: Da autora.

Couto et al. (2002), em estudo semelhante com o C. musae da
bananeira, observaram que esse fungo produzia enzimas extracelulares, pelo
fato de apresentarem atividade celulolitica em meio sélido. Ja Pereira (2009)
relaciona a agressividade de isolados de C. gloeosporioides da goiaba a
producdo de enzimas extracelulares, como a celulase. Esses autores
confirmaram que os isolados mais agressivos foram também os que

produziram os maiores halos de degradacéo da celulose.
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4 CONCLUSAO

O crescimento micelial dos isolados variou em funcdo da temperatura e
do meio de cultura. Cada isolado possui uma temperatura e meio especifico
para um maior crescimento in vitro.

A producdo de esporos dos isolados ndo foi influenciada nem pelos
meios de culturas e nem pelas temperaturas avaliadas.

A coloracao da colbnia dos isolados variou entre eles e também entre
0S meios usados.

Observou-se variagdo na capacidade de causar doenca dos isolados.

Um isolado do grupo mais agressivo foi capaz de produzir celulase em
meio cuja celulose é a Unica fonte de carbono, evidenciando a relagdo da

atividade da celulase com a agressividade do isolado.
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RESUMO

CAPITULO 3 - ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO CITRAL E DO MIRCENO
SOBRE ISOLADOS DE Colletotrichum gloeosporioides

O Cymbopogon citratus possui propriedades medicinais e ja foi constatada
acdo antifungica, inclusive no controle in vitro de Colletotrichum
gloeosporioides como sobre frutos de maracujazeiro com antracnose. Mas se
faz necessario comprovar qual dos compostos quimicos presente nessa
planta possui efeito inibitorio ao fungo. O objetivo desta pesquisa foi saber,
dentre os compostos Citral e Mirceno, qual deles possui acdo antifingica ao
C. gloeosporioides. Para tanto, avaliou-se a ac¢ao in vitro e no tratamento dos
frutos com esses compostos quimicos. Na avaliacdo in vitro, utilizaram-se 3
tratamentos, Citral, Mirceno e o Citral + Mirceno, em 5 concentracfes
diferentes. O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
5 x 3 sobre o indice de velocidade de crescimento micelial e na producéo de
esporos. Os frutos foram tratados com o composto que apresentou maior
potencial antifungico, conforme o experimento in vitro. O método utilizado foi
o de discos de casca dos frutos, que possuia um ferimento no centro, onde
foi depositada uma aliquota de 10uL da suspensdo de esporos, na
concentracdo 2 x 10’ esporos/mL. Avaliou-se o tamanho da final da les&o,
levando-se em consideracdo o tamanho inicial da mesma. Ambos os
experimentos foram realizados para os dois isolados: um mais agressivo e
outro menos agressivo, possuindo uma testemunha com fungicida. O
fungicida inibiu completamente o crescimento micelial, para os dois isolados
avaliados no teste in vitro. Comparando-se 0s tratamentos com 0s compostos
guimicos, a interacdo nédo foi significativa para ambos os isolados avaliados.
Para o isolado C95, houve reducdo no IVCM pelo mirceno e todas as
concentracdes dos tratamentos avaliados reduziram o IVCM. Para o isolado
ISO2 todos 0s compostos quimicos ha maior concentragdo proporcionaram
um menor IVCM. Para o tratamento dos frutos para apenas para o isolado
menos agressivo, no 1SO2, houve redugdo no tamanho da lesdo dos frutos
tratados com mirceno a partir das concentragdes de 50%. Conclui-se que 0
Citral, o Mirceno e Citral + Mirceno possuem acdo antifingica in vitro aos
isolados de C. gloeosporioides utilizados. O mirceno apresentou agdo
antifingica nos frutos de maracuja amarelo apenas para o isolado menos
agressivo.

Palavras-chave: Citral. Irceno.Patogenicidade. Pés-colheita.Tratamento de

frutos.
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ABSTRACT

CHAPTER 3 - ANTIFUNGAL ACTIVITY OF CITRAL AND OF THE
MYRCENE ON ISOLATED OF Colletotrichum gloeosporioides

The Cymbopogon citratus has medicinal properties and has been found
antifungal action, including the control in vitro of Colletotrichum
gloeosporioides as on passion fruit with anthracnose. But it is necessary to
prove which of the chemical compounds present in this plant has inhibitory
effect to the fungus. The objective of this research was to know, among the
compounds Citral and myrcene, which one has antifungal action to C.
gloeosporioides. For this purposeit was evaluated the action in vitro and
treatment of fruits with these chemicals. In vitro evaluation, three treatments
were used, Citral, Myrcene, and Citral + Myrcene in 5 different concentrations.
The design was completely randomized in a 5 x 3 factorial on the speed rate
of mycelial growth and in the spore production. The fruits were treated with
the compound that showed the highest antifungal activity, as in vitro
experiment. The method was used discs skin of fruit that had a wound in the
center, where it was deposited at a rate of 10uL of the spore suspension, in
the concentration 2 x 10’ spores/mL. It was evaluated the final lesion size,
taking into account the initial size of same. Both experiments were performed
for both isolates: a more aggressive and another less aggressive, having a
witness with fungicide. The fungicide completely inhibited the mycelial growth
for both isolates in the vitro test. Comparing treatments with the chemical
compounds, the interaction was not significant for both isolates. To C95 the
isolated, a reduction in the SRMG by myrcene and all concentrations of the
treatments reduced the SRMG. To ISO2 isolate all chemical compounds at
the highest concentration gave a lower SRMG. For the treatment of fruit for
the isolated only for less aggressive in 1ISO2, a reduction in size of the lesion
treated fruits from myrcene concentration of 50%. It is concluded that citral,
myrcene and the Citral + Myrcene possess antifungal action in vitro on
isolated C. gloeosporioides used. The myrcene showed antifungal action in
yellow passion fruits isolated only to the less aggressive.

Keywords: Citral. Myrcene. Pathogenicity. Post-harvest. Fruit treatment.
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1 INTRODUCAO

Uma das mais importantes doencas, presente em todas as regides
brasileiras produtoras de maracujazeiro, € a antracnose, causada pelo
Colletotrichum gloeosporioides (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997). Destaca-se
como sendo um fator limitante a sua producdo e a produtividade, por
aumentar as perdas e reduzir a qualidade dos frutos, além de provocar danos
na pos-colheita (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

O uso de fungicidas € a medida de controle mais comumente
empregada, mas, de acordo com Ghini e Kimati (2000), a utilizacdo
indiscriminada de produtos quimicos pode gerar microrganismos resistentes
e causar danos ao ambiente. Em pés-colheita, o controle da antracnose é
pouco efetivo, pela dificuldade de obtencdo de produtos certificados que
possam ser aplicados.

O uso de extratos e de 6leos essenciais de plantas tem se mostrado
como grande potencial para o controle de fitodoencas. Solino et al. (2012)
sustentam que o tratamento alternativo de frutos de maracujazeiro-amarelo
pode ser realizado, utilizando-se defensivos naturais.

Por outro lado, a cultura do maracujazeiro amarelo possui uma grande
importancia para a regido norte de Minas Gerais. Muitos agricultores
familiares cultivam essa espécie para o consumo proprio ou para a venda, no
principal mercado da regido, CEANORTE de Montes Claros, ou para
abastecer uma das maiores cooperativas de sucos naturais, a Cooperativa
Agroextrativista Grande Sertdo. Enfrentam, em seus pomares, uma baixa
produtividade e qualidade dos frutos, em consequéncia da ocorréncia da
antracnose. Normalmente, ndo adotam nenhuma medida de manejo e o que
fazem é abandonar os pomares apds o ataque intenso das pragas e das
doengas.

A possibilidade do emprego de produtos oriundos de plantas
medicinais, especificamente do C. citratus, vem a ser de grande importancia
para esses agricultores, sendo uma técnica de menor custo, de menores
consequéncias a salde do homem, dos animais e menores danos ambientais

guando se compara com o emprego dos agroquimicos.
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O C. citratus, que é popularmente conhecido como capim-santo e

capim-limao, pertence a familia Poaceae; € uma planta perene, apresenta
crescimento em touceiras com altura podendo ser superior a 1m (CASTRO;
RAMOS, 2003). E uma planta medicinal muito utilizada popularmente como
calmante natural. E originaria da Asia, sendo considerada subespontanea em
paises tropicais. O 6leo essencial possui acdo antimicrobiana (Aquino, 2011;
SILVA et al., 2009; SOUZA JUNIOR et al. (2009). Esses autores verificaram
uma reducéo de 100% na germinacgdo dos esporos e crescimento micelial de
C. gloeosporioides quando se utilizou o 6leo bruto ou diluido.

Aguino (2011), ao caracterizar a composigdo do 6leo essencial de C.
citratus, verificou que os compostos quimicos de maior quantidade presente
no mesmo sdo o Citral, sob forma de dois isbmeros e o Mirceno. Nesse
mesmo estudo, o controle in vitro e nos frutos de maracujazeiro amarelo
proporcionado por esse Oleo essencial foi efetivo até mesmo na menor
concentracao testada de 1,00pL/mL.

Apesar da comprovacdo da atividade antifingica do 6leo, h4 uma
necessidade de se comprovar qual composto quimico presente nessa planta
tem efeito inibitério ao fungo.

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi saber dentre os compostos
quimicos Citral e Mirceno, que estdo presentes no Oleo essencial de C.
citratus, qual(is) possui(em) acdo antifingica ao C. gloeosporioides e a

antracnose do maracujazeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fitopatologia da

Universidade Federal de Minas Gerais, Campus Montes Claros.

2.1 Avaliagéo antifingica in vitro dos compostos Citral e Mirceno

A acdo dos compostos quimicos do 6leo essencial de C. citratus sobre
o fungo C. gloeosporioides foi, por meio da determinacdo dos seus efeitos
sobre o crescimento micelial e a esporulagdo, em experimento in vitro.

Os compostos quimicos Citral e Mirceno foram adquiridos da Sigma
Alderich®, com pureza de 95 e 90%, respectivamente. As concentraces
utilizadas basearam-se na menor dosagem efetiva encontrada por Aquino
(2011), bem como na em sua caracterizacdo, quanto aos componentes,
realizada por meio da analise cromatografica. Foi avaliado a acdo do Citral,
do Mirceno e dos dois compostos juntos, em 5 concentracdes, sendo
utilizado o DIC, em esquema fatorial 5x3 (cinco concentracdes e 3
combinac¢des dos compostos), conforme TAB. 1. Utilizou-se, para o preparo
dos tratamentos, uma solucdo estoque de 99mL de agua destilada
esterilizada e 1mL de Tween 80® (monoleato de sorbitano polioxietileno) a
1% (vIv).
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TABELA 1

Tratamentos utilizados e respectivas concentracdes avaliadas

CONCENTRACAO (uL/mL)

PORCENTAGEM
CITRAL MIRCENO CITRAL + MIRCENO

0 0,00 0,00 0,00

25 0,20 0,04 0,20 citral + 0,04
mirceno

50 0,39 0,08 0,39 citral + 0,08
mirceno

75 0,59 0,11 0,59 citral + 0,11
mirceno

100 0,78 0,15 0,78 citral + 0,15
mirceno

Nota: Concentracdo de cada composto em microlitros por cada mililitro da
solucao estoque.
Fonte: Da autora.

Foram escolhidos para esses experimentos um isolado mais agressivo
(C95) e um isolado menos agressivo (ISO2), conforme a caracterizacao
realizada.

ApoOs o preparo da solugdo dos compostos estoque e a adicdo dos
tratamentos a mesma, adicionou-se, em cada placa de Petri estéril (9cm de
didmetro), 1mL da solucéo estoque mais 19mL de meio BDA fundente e com
temperatura de 40°C. Utilizaram-se 4 repeticdes por tratamento, constituidas
de uma placa de Petri, totalizando 60 parcelas para cada isolado avaliado.
Avaliou-se ainda uma testemunha, com o fungicida Folicur 200 EC cujo
ingrediente ativo € o tebuconazol, na concentragdo 100uL/100mL do meio de
cultura (AGROFIT, 2012).

Transferiram-se discos de micélio da cultura pura dos isolados, com
5mm de didmetro e sete dias de idade, para o centro de uma placa de Petri
contendo o respectivo tratamento. Todo o procedimento citado foi realizado

em condicdes assépticas em camara de fluxo laminar. Acondicionaram-se as
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placas em incubadora do tipo BOD sob 25°C, fotoperiodo de 12 horas por

sete dias.

Para a avaliagdo in vitro, utilizaram-se como parametros o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) e a producdo de esporos dos
isolados.

Mediu-se, com um paquimetro, o didmetro da colénia em dois eixos
ortogonais, para o0 calculo das médias diametricamente opostas e
determinou-se o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM),
utilizando-se a equacgdo adaptada por Oliveira (1991), ja descrita
anteriormente.

A producdo de esporos foi avaliada no décimo dia, por meio da
determinacdo do nimero médio de esporos por mm2 da coldnia. Para isso,
foram retirados de cada trés discos (6mm de didmetro) da colbnia crescida
em cada placa e colocados em tubo de ensaio estéreis, com 10mL de agua
destilada autoclavada. Agitaram-se, posteriormente, os tubos para a
liberacdo dos esporos e procedeu-se a contagem, utilizando-se a Camara de
Neubauer (ALFENAS; MAFFIA, 2007). Calculou-se o nUmero de esporos por
mmz2 da coldnia e, apdés analise de normalidade e homogeneidade das
variancias, transformou-se em logaritmo na base 10.

Os dados dos experimentos foram submetidos a andlise de
homogeneidade e normalidade, para posterior analise de variancia. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade,

utilizando-se o programa Saeg.

2.2 Avaliagdo em tecido vegetal

A acdo dos compostos quimicos do 6leo essencial de C. citratus sobre
a antracnose foi determinada pela avaliagdo do tratamento curativo sobre o
desenvolvimento da doenca em frutos de maracujazeiro amarelo, pelo
método de discos de frutos e conforme descrito no item 2.3 do Capitulo 2.

ApOs o aparecimento dos sintomas, que ocorreu no segundo dia apos
a inoculagéo, realizou-se a aplicacao de 50uL da solucdo estoque contendo o

tratamento com o0 composto quimico que apresentou maior potencial
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antifngico no teste in vitro. As concentra¢des avaliadas foram as mesmas

utilizadas no experimento anterior e para o fungicida foi 100uL/mL de agua
destilada esterilizada.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com 6
tratamentos, sendo 5 concentracdes do composto quimico que
aparentemente possuia maior efeito fungicida e a testemunha, com o
fungicida Folicur 300 EC (TAB. 1). Utilizaram-se 4 repeti¢es e ainda foram
avaliados sobre dois isolados: um mais agressivo, o isolado C95, e um
menos agressivo, o isolado 1SO2, conforme o item anterior.

Avaliou-se o tamanho final da les&o de cada disco do fruto, levando-se
em consideracdo o tamanho inicial da mesma.

Os dados dos experimentos foram submetidos a analise de
normalidade e homogeneidade, para posterior analise de variancia. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Realizou-se, também, a analise de regressdo, quando as variaveis foram

gquantitativas, utilizando-se o programa Saeg.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagéo antifingica in vitro dos compostos Citral e Mirceno

O fungicida inibiu completamente o crescimento micelial de ambos
isolados avaliados, corroborando com Tavares e Souza (2005), que
observaram inibicdo total do crescimento micelial de C. gloeosporioides
isolado do mamoeiro em concentracdes acima de 10ppm de Folicur, a
mesma concentracdo testada nesta pesquisa. Esses autores relataram,
ainda, que quando se diminuiu a dose para 1ppm, a inibicdo caiu para 86%.

Comparando-se o0s dados dos compostos quimicos com a
concentracdo zero (sem composto) e desconsiderando-se o fungicida, houve
diferenga significativa entre os tratamentos testados sobre o isolado C95. A
interacdo composto quimico versus concentracdo nao foi significativa.
Independente da concentracdo testada, o mirceno apresentou a maior

reducdo no crescimento micelial do patégeno (TAB. 2).

TABELA 2
indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) do isolado C95 de C.
gloeosporioides, em funcéo dos compostos Citral, Mirceno e Citral em

conjunto com Mirceno nas condi¢des avaliadas

COMPOSTO IVCM
Citral 10,7364 C
Mirceno 9,3293 A
Citral + Mirceno 10,1191 B
CV (%) 7,442

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora.

Divergindo de Marques et al. (2003), que observaram inibicdo em

100% do crescimento micelial de C. gloeosporioides do mamoeiro tratados
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com citral na concentracdo 60%(v/v), deve-se levar em consideracdo que a

concentracdo utilizada por esses autores foi bem maior do que a utilizada
nesta pesquisa, podendo ser esse o fator que possa explicar essa
divergéncia.

Quanto a variavel concentracdo, independente do composto testado,

todas reduziram o crescimento micelial do fungo (TAB. 3).

TABELA 3
indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) do isolado C95 de C.
gloeosporioides, em fun¢do das concentragdes dos tratamentos

CONCENTRACAO IVCM

0% 11,1884 B
25% 98732 A
50% 9,7829 A
75% 9,7438 A
100% 9,7196 A
CV (%) 7,442

Nota: As médias seguidas pela mesma letra ndo se diferem estatisticamente
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora.

Os dados de literatura comprovam apenas acdo do 6leo essencial do
C. citratus, inibindo em até 100% o crescimento micelial do C.
gloeosporioides (AQUINO, 2011; ROZWALKA et al., 2008), porém poucos
sdo os relatos na literatura sobre a avaliacdo da acdo de componentes
guimicos de 6leos essenciais sobre fungos e demais microrganismos.

SEIXAS et al., (2011) observaram uma reducéo de 90 para 27,52% do
crescimento micelial de Fusarium subglutinans, utilizando 25pL de citronelal,
gue é um composto quimico presente no 6leo de Cymbopogon nardus, ao
comparar com a testemunha sem tratamento. Esses autores ndo avaliaram
nenhum fungicida, assim como nesta pesquisa, em que foi verificada uma
reducdo do IVCM de C. gloeosporioides, mas essa redugdo é inferior a
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verificada pelos autores, fato esse que poderia ser explicado devido as

concentracdes utilizadas por eles serem superiores.

Rozwalka et al. (2008), utilizando o C. citratus, observaram a inibicéo
em 100% do crescimento micelial do C. gloeosporioides, mas a concentracédo
testada foi relativamente alta, sendo depositadas trés aliquotas de 10uL do
6leo em cada placa, no mesmo estudo os autores avaliaram decoctos, um
hidrolado do 6leo essencial, sendo que esse ndo influenciou o crescimento
micecial do fungo. Esses autores ndo utilizaram testemunha com fungicida
para comparacdo. Na presente pesquisa, o fungicida foi o Unico tratamento
que inibiu totalmente o crescimento micelial do fungo. Deve-se ressaltar que
a quantidade de ingrediente ativo do fungicida testado foi bem maior do que
0s tratamentos com 0s compostos quimicos do 6leo.

Para o isolado 1SO2, a interacdo concentracdo versus composto
guimico foi significativa (TAB. 4). O tratamento com o citral, ou o citral mais
mirceno ndo foram capazes de reduzir o IVCM do fungo, nem mesmo na
concentracdo 100%, iguais as testemunhas. Ja para o mirceno, todas as
concentracOes testadas reduziram o IVCM. As mais eficientes foram 75% e
100%.



50
TABELA 4

indice de velocidade de crescimento micelial (mm/dia) do isolado I1SO2 de C.
gloeosporioides, em funcéo das concentragdes e dos compostos Citral,

Mirceno e Citral em conjunto com Mirceno

CONCENTRACAO  CITRAL MIRCENO CITRAL T
MIRCENO

0% 570 Ab 703 Dc 548 Aa

25% 6,31 Bc 6,03 Cb 554 Ba

50% 701 Cc 529 Ba 548 Ab

75% 7,34 Cc 468 Aa 542 Ab

100% 548 Aa 492 Aa 546 Aa

CV (%) 7,363

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e minidscula
na linha ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade.

Fonte: Da autora.

Linde et al. (2010) verificaram a inibicdo completa do crescimento
micelial de todos os patdgenos isolados de diversas culturas, dentre eles C.
gloeosporioides, isolado da manga com Citral, na concentracdo de 3000pL/L,
superior as concentragdes testadas na presente pesquisa.

Palhano et al. (2004) observaram maior acdo fungistatica do O6leo
essencial de C. citratus sobre o C. gloeosporioides, do que do Citral
isoladamente, sugerindo haver sinergismo entre alguns dos componentes
constituintes desse 6leo. Tais resultados podem corroborar a explicagéo do
porqué da baixa ou da ndo eficiéncia do Citral na presente pesquisa. Além
disso, j& foram comprovados anteriormente a acao do 6leo essencial dessa
planta sobre o patégeno causador da antracnose no maracujazeiro (AQUINO,
2011; SILVA et al., 2009; SOUZA JUNIOR et al. , 2009).

Quanto & producdo de esporos, comparando-se os dados dos
compostos quimicos com a concentracdo zero (sem composto) e
desconsiderando-se o fungicida, houve diferenca significativa entre os
compostos e entre as concentragdes. A interacdo composto quimico versus

concentracao nao foi significativa.
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Independente da concentragéo testada, os tratamentos com o mirceno

e citral mais mirceno foram os mais eficientes na inibicdo da esporulagéo
(TAB. 5).

TABELA 5
Densidade de esporos (esporos/mm?2) do isolado C95 de C. gloeosporioides

submetido aos compostos Citral, Mirceno e Citral combinado com Mirceno

COMPOSTO PRODUCAO DE ESPOROS
Citral 19,12x10° B
Mirceno 5267 x 10° A

Citral + Mirceno 4,482x10° A

CV (%) 57,11

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nao se
diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora.

Independente do composto testado, as concentracdes de 75 e 100%
inibiram a esporulacéo desse isolado. As concentracdes de 25 e 50% foram
ineficientes (TAB. 6).
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TABELA 6
Densidade de esporos (esporos/mm?2) do isolado C95 de C. gloeosporioides

submetido as diferentes concentracdes dos tratamentos

CONCENTRACAO PRODUCAO DE ESPOROS
0% 5,818 x 10° B
25% 6,921 x 10° C
50% 6,979 x 10° C
75% 4,715 x 10° A
100% 4,441 x 10° A

CV (%) 57,11

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nao se
diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora.

O isolado ISO2 produziu poucos esporos e, por isso, ndo atendeu aos
pressupostos da analise de varidncia, mesmo apés a transformacéo, nao
sendo realizada, portanto, andlise estatistica desse parametro para esse
isolado.

3.2 Avaliagdo em tecido vegetal

Quando os frutos foram inoculados com o isolado C95 (mais agressivo)
e tratados com mirceno em diferentes concentracbes, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Scott Knott.

Quando os frutos foram inoculados com o isolado 1SO2 (menos
agressivo) e tratados com o mirceno em diferentes concentragdes, houve
diferenca significativa entre os tratamentos testados ao nivel de 5% de
probabilidade, mesmo comparando-se com o tratamento fungicida (TAB. 7).
A partir da concentracdo 50%, o composto foi capaz de reduzir o tamanho

das lesdes. O tratamento fungicida néo teve a¢ao no controle da doenca.
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TABELA 7

Tamanho final da lesdo (mm) nas cascas dos frutos de maracuja provocados
pelo isolado ISO2 e tratadas com o composto quimico Mirceno e com o

fungicida Folicur na dosagem recomendada

TRATAMENTO MIRCENO TAMANHO LESAO
FUNGICIDA 553 B

0% 581 B
25% 468 B
50% 310 A
75% 299 A
100% 2,40 A

CV (%) 24,763

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nao se
diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora.

Em relacdo ao isolado 1SO2, os resultados desta pesquisa divergem do
gue sugerem Aiemsaard et al. (2011), em que os autores admitem que o
Citral possui agcdo antimicrobiana e o Mirceno ndo possui tal acéo, sendo
capaz apenas de inibir microrganismos quando combinado com outro
composto. Mas ao se levar em consideragcdo a agressividade dos isolados
avaliados, o mirceno ndo foi capaz de reduzir a lesdo na superficie dos frutos
guando os mesmos foram inoculados com o isolado mais agressivo.

Nos frutos inoculados com o isolado 1SO2, hd uma tendéncia linear de
reducdo do tamanho da lesédo, a medida em que se aumenta a concentracdo
(GRAF. 1).
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GRAFICO 1- Tamanho final da lesdo (mm) nas cascas dos frutos de
maracuja provocadas pelo isolado 1SO2 e tratadas com o
composto quimico Mirceno.

FONTE: Da autora.

O fato de ndo existir um fungicida registrado para o tratamento dos
frutos de maracujazeiro, sendo o fungicida Folicur registrado apenas para a
aplicacdo foliar, os resultados desta pesquisa podem direcionar novos
estudos, visando a obtencdo de um produto com potencialidades de controle
da doenca e que possa ser aplicado nos frutos até mesmo na pés-colheita.
S&o raros os trabalhos que avaliam o controle de 6leos essenciais ou
compostos quimicos de 6leos essenciais sobre fitodoengas. A maioria dos
trabalhos se restringe a avaliacéo in vitro do agente fitopatogénico.

Os resultados desta pesquisa ndo condizem com Aquino (2011),
guando, ao analisar a acdo de 6leos essenciais sobre C. gloeosporioides,
observou uma reducdo do tamanho da lesdo, proporcionada pelo 6leo
essencial de C. citratus em concentracbes superiores a 6pL/mL, podendo

esse fato estar relacionado a concentracdo avaliada ou com o isolado
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utilizado, que poderia ser menos agressivo que o isolado C95, que foi

utilizado na presente pesquisa.
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4 CONCLUSAO

O composto quimico mirceno apresentou acgdo antifungica ao C.
gloeosporioides in vitro, para ambos os isolados avaliados.

Quanto a esporulagdo, 0 mirceno e o mirceno mais citral foram os
tratamentos que mais inibiram a esporulacdo, independente da concentragédo
avaliada.

Para o tratamento no tecido vegetal dos frutos, o mirceno foi efetivo
apenas para o isolado menos agressivo, o 1ISO2, a partir da concentracdo de
50%.

Para o isolado 1SO2, os tratamentos mais eficientes na redugcédo do
IVCM foram Mirceno, nas concentracfes 75 e 100%.

O fungicida avaliado promoveu acdo de controle sobre o C.
gloeosporioides in vitro, mas foi ineficiente no tratamento dos frutos
inoculados com o isolado 1SO2.

Ha necessidade de avaliar os demais compostos do 6leo essencial de
C. citratus sobre a antracnose do maracujazeiro, bem como o efeito do dleo e

0S seus compostos sobre a qualidade dos frutos.
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