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CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUGAO

A cultura do maracujazeiro é muito importante na regido Norte de
Minas Gerais, por ser responsavel pela agregacao de renda para diversos
agricultores familiares. Um dos principais entraves ao desenvolvimento dessa
cultura é a ocorréncia de doengas, entre elas, a antracnose causada pelo
fungo Colletotrichum gloeosporioides (O.A.J. Penzig) O. A.J. Penzig & P.A.
Saccardo) (Teleomorfo: Glomerella cingulata (B.M. Stoneman) P. Spauding &
H. Von Schrenk. Em época quente e chuvosa, caracteristica do verdo norte-
mineiro e na auséncia de controle efetivo, o patégeno causa intensa desfolha,
seca de ramos e apodrecimento de frutos. Isso tem como consequéncia a
reducdo da produtividade das plantas e a baixa qualidade dos frutos,
causando grandes prejuizos aos produtores (LIBERATO, 2002).

Como a cultura do maracujazeiro apresenta consideravel gama de
doencgas, os produtores acabam lancando mao do uso indiscriminado de
fungicidas. De acordo com Ghini e Kimati (2000), isso tem causado, ao longo
dos anos, danos ao meio ambiente e aos seres vivos e, tem favorecido a
selegdo de racas resistentes de patdgenos a essas substancias quimicas.
Segundo Campanhola e Bettiol (2003), para tentar amenizar esses
problemas, deve-se buscar o controle alternativo de doencas. Dessa forma,
0s Oleos essenciais podem ser utilizados tanto no controle direto do
patégeno, quanto para a indugdo dos mecanismos de resisténcia. Assim, a
exploragéo da atividade antimicrobiana de compostos secundarios presentes
nas plantas, pode se constituir em mais uma forma potencial de controle
alternativo de doengas em plantas.

Pesquisas ja foram realizadas, avaliando-se o efeito in vitro e in vivo de
Oleos essenciais de varias plantas, no controle de fungos fitopatogénicos,
com resultados promissores (ANARUMA et al., 2010; FRIAS; KOZUSNY-
ANDREANI, 2009; MEDICE et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; OZEK et
al., 2010; ROGNIER et al., 2010; ROZWALKA et al., 2008; SILVA et al., 2009;
SOUZA JUNIOR et al., 2009; ZACARONI et al., 2009;). Contudo, necessita-
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se ainda de trabalhos que determinem qual a melhor concentragdo; quais
compostos presentes nos 6leos essenciais sdo mais eficientes no controle de
fitopatégenos; o efeito residual dos 6leos essenciais; qual dosagem provoca
fitotoxidez. Além disso, estudos em condicbes de campo devem ser
realizados para avaliar o efeito desses 6leos direto nas plantas.

Dessa forma, objetivou-se, com esta pesquisa, investigar a
composigdo quimica dos Oleos essenciais de Lippia sidoides Cham., de
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. e de Ocimum gratissimum L.; avaliar o
efeito in vitro desses Oleos sobre o crescimento micelial, a producédo e a
germinacdo de conidios e a eficacia no controle do Colletotrichum

gloeosporioides (Penz) em frutos de maracujazeiro-amarelo.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sim. F. flavicarpa Degener)

O maracujazeiro-amarelo possui 0 seu centro de origem na América
Tropical e Subtropical e, principalmente, no Brasil (FALEIRO et al., 2005). E
uma planta trepadeira robusta, que pode atingir de 5 a 10m de comprimento.
O seu sistema radicular é do tipo axial, sendo o maior volume de raizes
concentrado entre 15 e 45cm de profundidade. A planta apresenta folhas
pecioladas, serreadas e glabras, flores de cor branca, com franja roxa,
medindo cerca de 5cm de diametro (CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001). O
fruto € uma baga indeiscente e carnosa, de formato subgloboso ou ovoide
(SALOMAO et al., 2001).

E uma planta de clima quente e imido. Adapta-se bem em regides de
clima tropical e subtropical. A planta néo resiste a geadas e néo frutifica sob
temperaturas baixas, tendo, assim, a temperatura ideal de 26°C, com
precipitagao pluviométrica ideal entre 1.200 a 1.400mm (RUGGIERO, 1998).

Pertence a familia Passifloraceae, que € composta por 630 espécies
distribuidas em 18 géneros, sendo o género Passiflora o de maior
expressividade (FALEIRO et al., 2005). Estima-se que o género Passiflora

seja composto de 465 espécies, das quais 150 a 200 sao originarias do
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Brasil. Apesar do grande numero de espécies originarias no Brasil, apenas
trés sdo cultivadas comercialmente para a producao de frutos: a Passiflora
edulis Sim. F. flavicarpa Degener (maracuja-amarelo), a Passiflora edulis
(maracuja-roxo) e a Passiflora alata (maracuja-doce), sendo 0 maracujazeiro-
amarelo o mais cultivado no Brasil e no norte de Minas Gerais.

A producao de maracuja-amarelo ganhou grande importancia no Brasil,
a partir das trés ultimas décadas (FERREIRA, 2005). Atualmente, € uma
cultura muito difundida em todas as regides do pais, tanto pelas condi¢des
edafoclimaticas altamente favoraveis, quanto pela aceitagédo de seu fruto para
0 consumo in natura e para a industria de polpa de frutas (PIRES et al.,
2008), o que coloca o Brasil como o primeiro produtor mundial. Em 2010, a
produgdo atingiu 718.798t em 50.795ha colhidos, sendo a produtividade
média nacional de 14,150t.ha'1 (IBGE, 2010). Entre as regides produtoras,
destaca-se o Nordeste (529.102t), Sudeste (110.448t) e o Norte (36.988t).
Em relacdo aos estados produtores, a Bahia se destaca em nivel nacional,
com produgao de 322.755t, em uma area colhida de 23.227ha, acompanhada
pelo Ceara, com 129.001t, em 5.579ha; Sergipe, com 44.486t, em 4.709ha;
Espirito Santo, com 42.320t em 1.555ha e Minas Gerais, com 35.108t, em
2.425ha (IBGE, 2010). Em Minas Gerais, a maior producdo € encontrada na
regido do Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba, com producdo de 15.846t em
1.129ha, seguida pela regiao Norte, com producdo de 4.915t, em 338ha.
Nessa regido, a cidade de Janauba se destaca, com produgédo de 1.705t, em
142ha (IBGE, 2010).

Em conformidade com Pires et al. (2008), o cultivo do maracuja-
amarelo é realizado principalmente por pequenos agricultores, na maioria dos
casos com mao de obra familiar e poucos recursos financeiros para investir
na cultura. O maracujazeiro-amarelo possui um longo periodo de safra,
variavel de 10 a 12 meses no norte de Minas Gerais, permitindo, desse
modo, um fluxo de renda mensal equilibrada, aspecto que contribui para
elevar o padrdo de vida em pequenas propriedades rurais de exploracdo
familiar (LIMA, 1994).

Em termos nutricionais, 0 maracuja apresenta excelentes qualidades

nutritivas, é rico em minerais, em carboidratos e em vitaminas, principalmente
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A e C, alcaloides e flavonoides. As fibras de maracuja apresentam potencial
no controle da obesidade, diabetes e controle de taxas de colesterol (COSTA,;
TUPINAMBA, 2005).

2.2 Antracnose do maracujazeiro-amarelo (Colletotrichum
gloeosporioides)

O fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz) pertence ao grupo de
fungos mitospéricos. A forma teleomérfica, Glomerella cingulata, pertence ao
filo Ascomycota, classe Ascomycetes (KIRK et al., 2001).

As col6nias de C. gloeosporioides sao variaveis de cinza clara a cinza
escura, com micélio aéreo. Os conidios sdo formados em massas de cor
salméo, retos, cilindricos, de apice obtuso, base truncada e dimensdes de
12—-17 x 3,5-6um. Os conidios sdo liberados e disseminados quando os
acérvulos se encontram umidos (TAVARES, 2004).

O género Colletotrichum pertence ao grupo de patégenos que causam
a destruicdo de 6rgdos de reserva, apresentando-se como uma podridao
mole de origem fungica. A sintomatologia tipica das podridées moles efetiva-
se, devido a producéao de enzimas pectoliticas e toxinas pelo patégeno, as
quais promovem desorganizagdo em nivel celular, correspondente as lesdes
de aspecto encharcado, que se desenvolve com rapidez e, além de
deprimidas apresentam massa cotonosa, constituida de hifas e de estruturas
de frutificagdo (BEDENDO, 1995).

A disseminacdo do patégeno ocorre por meio de sementes, de
respingos de chuva, de ventos, de insetos, de implementos agricolas e de
mudas infectadas (VIANA, 2003). Os conidios germinam na presenca de
agua e, apés a germinacgao, produzem um apressorio, iniciando a penetragao
no tecido do hospedeiro. Inicialmente, as hifas crescem de forma tanto
intercelular como intracelular, porém produzem pouco ou nenhum sintoma
nos tecidos (TAVARES, 2004).

A sobrevivéncia se da em restos culturais e em tecidos afetados na
propria planta. Dessa forma, a doenga é mais frequente e severa, a partir do
segundo ano de cultivo (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997).
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A antracnose é encontrada em todas as regides produtoras de
maracuja-amarelo do Brasil. Trata-se de uma doenga de grande importancia,
por atacar a parte aérea das plantas em qualquer idade, causando desfolha,
seca de ramos e apodrecimento de frutos (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997).
Na poés-colheita, € a principal doengca do maracuja, causando grandes
prejuizos (RIBEIRO JUNIOR; DIAS, 2005). E uma doenca de dificil controle
quando as condi¢des climaticas séo favoraveis a epidemia.

Nas folhas, os sintomas se caracterizam por manchas inicialmente
pequenas (2-3cm), de aspecto oleoso, com tonalidade de verde mais escura
que a folha. Apds isso, evoluem, adquirindo coloracdo parda com bordos
pardo-escuros, medindo 1cm de diametro. Algum tempo depois, ocorre a
coalescéncia das lesdes, formando-se rachaduras e intensa queda de folhas
(LIBERATO, 2002; PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997).

Os ramos apresentam manchas com aspecto oleoso de coloracdo
verde mais intensa, alongadas, que se transformam em cancros, expondo o0s
tecidos do lenho. Quando as lesdes circundam os ramos, acarretam a morte
das partes acima da area afetada, ocorrendo a queda das folhas e a morte
dos ponteiros (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997).

Nos frutos jovens, as manchas apresentam uma aparéncia oleosa.
Apds os frutos atingirem o tamanho maximo, as manchas evoluem e
apresentam coloracdo pardo-clara. Durante o amadurecimento, podem
evoluir de duas maneiras: ocorre podriddo mole, atingindo toda extenséo do
fruto ou as manchas tornam-se pardo escuras e deprimidas e profundas,
podendo atingir até 3cm de diametro, coalescer e cobrir todo o fruto,
ocorrendo a formacgao de tecido corticoso, deprimido e murcho. Em ambos os
casos, quase sempre a polpa é atingida, comprometendo o suco (LIBERATO,
2002; PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997).

Em condigbes de alta umidade, podem surgir, sobre as lesoes,
frutificacdes de cor rosa salmao e/ou pontuagdes escuras, dispostas na forma
de anéis concéntricos. A doenca é mais severa nos frutos desenvolvidos
durante o periodo chuvoso (JUNQUEIRA et al., 2003).

14



2.3 Colheita e pos-colheita do maracuja

O maracuja-amarelo é um fruto climatérico, iniciando a producao
autocatalitica de etileno e a ascenséo climatérica da respiragcao aos 63 dias
apdés a antese, conduzindo o fruto ao amadurecimento (ENAMORADO,
1985).

Procedimentos inadequados na fase de colheita, como a definicdo do
ponto de colheita pela queda do fruto ao solo apds a abscisdo, séo
tradicionalmente utilizados em lavouras pouco tecnificadas. Esse
procedimento nao é desejavel, uma vez que aumenta a pericibilidade do
fruto, reduzindo o periodo de conservagcao pés-colheita, principalmente em
periodos chuvosos (SALOMAOQ, 2003), pois o choque e o atrito do fruto com
0 solo danificam a cuticula e promovem o acumulo de sujeiras na casa do
fruto, favorecendo o estabelecimento de patégenos que vivem no solo, entre
eles o C. gloeosporioides (GOES, 1998). Assim, ap6s a colheita, os frutos
devem ser lavados, secos, tratados, classificados e embalados (CAMPOS et
al., 2005).

O maracuja é considerado um dos frutos tropicais de mais dificil
conservagdo, pois, em pouco tempo, apresenta rapido murchamento,
acompanhado pelo desenvolvimento de doengas, que conferem ao fruto méa
aparéncia, seguido de fermentagdo da polpa (DURIGAN, 1998). Apéds a
colheita do maracuja-amarelo, ocorre aumento na suscetibilidade do fruto a
colonizagdo por fungos, o que pode determinar perdas quantitativas,
principalmente quando ocorre o rapido ataque dos patégenos aos tecidos
sadios ou perdas qualitativas, que sdo decorrentes de efeitos deteriorativos
(FISCHER et al, 2007), como descoloragbes, manchas e producdo de
odores desagradaveis (CHITARRA; CHITARRA, 1990).

Desde o desenvolvimento dos frutos até a colheita, a resisténcia
natural a doengas declina, resultando nos processos de infec¢do e doenca
(SENHOR et al., 2009). Em frutos, as doencas de pdés-colheita causadas por
fungos, normalmente, sdo provenientes de infecgbes quiescentes,
estabelecidas no campo ou de infec¢des por ferimentos, originados durante a

colheita e o manuseio. O declinio da resisténcia natural dos frutos pode ativar
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infecgbes quiescentes e 0 aumento da incidéncia e/ou severidade da doenca
(CIA, 2005). Esse tipo de infeccdo pode iniciar em qualquer estadio de
desenvolvimento da fruta na planta, ocorrendo a inibi¢do do desenvolvimento
do patégeno por meio de condigbes fisiolégicas, impostas pelo hospedeiro,
até que o estadio de maturacado da fruta tenha sido alcancado (JEFFRIES et
al., 1990).

As infeccbes quiescentes ocorrem quando o fungo penetra durante
uma das fases de desenvolvimento do fruto na planta-mae; é arrastado até
apos a colheita (BARKAI-GOLAN, 2001). A inibigdo do patégeno ocorre em
decorréncia de condigOes fisioldgicas, impostas pelo hospedeiro, até que o
estadio de maturacao do fruto tenha sido alcangado e/ou tenha se iniciado a
respiragao climatérica (PRUSKY, 1996), favorecendo o desenvolvimento da
doenca

O mecanismo de quiescéncia de fungos em frutos pode variar
conforme a combinagédo patégeno-hospedeiro. Os estadios durante os quais
o fungo torna-se quiescente podem ocorrer na germinacdo do esporo, no
alongamento do tubo germinativo, na formagdo de apressérios e na
penetragao ou subsequente colonizagdo (PRUSKY, 1996).

A ativacdo da infecgdo quiescente consiste diretamente da quebra de
defesa do hospedeiro e, indiretamente, da detoxificacdo de agentes
antifingicos presentes no hospedeiro (PRUSKY; LICHTER, 2007).

A resisténcia de frutas a colonizacdo de fungos foi sumarizada e
classificada dentro de quatro hip6teses: a) requerimentos energéticos e
nutricionais do patégeno; b) incapacidade do patdégeno produzir enzimas
capazes de degradar a parede celular do fruto verde; c) presenga de
compostos antifungicos pré-formados; d) acumulagcdo de compostos
induzidos nos frutos verdes (PRUSKY, 1996).

Dentre as varias doencgas identificadas em pés-colheita do maracuja-
amarelo, a mais importante € a antracnose. Além do Colletotrichum
gloeosporioides, outros microrganismos também podem causar podridées em
pbs-colheita no maracuja, entre os quais, destacam-se: Alternaria alternata,
Septoria passiflorae, Aspergillus niger, Cladosporium sp., Penicillium

expansum, Rhizopus stolonifer (FISCHER et al., 2007).
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2.4 As plantas medicinais e a producao de dleo essencial

O Brasil apresenta grande biodiversidade vegetal, com milhares de
espécies catalogadas. Entretanto, pouco se sabe sobre a composicao
quimica dessas plantas. Além disso, grande parte dos compostos
secundérios ja isolados de plantas medicinais ainda esta para ser estudada,
quanto as suas atividades bioldgicas (STANGARLIN et al., 1999).

Os vegetais sado fonte inesgotavel de moléculas, muitas ainda
desconhecidas, podendo ser utilizadas diretamente ou servir de modelo para
sintese quimica, gerando produtos de baixo custo, eficazes, ambientalmente
seguros, padronizados, registrados, com controle de qualidade, visando a
reprodutibilidade e a constancia de componentes quimicos, principalmente,
que atendam as necessidades dos produtores (MORAES, 2009).

Os 6bleos essenciais sdo misturas complexas de substéncias volateis,
lipofilicas, com baixo peso molecular, geralmente, odoriferas e liquidas,
constituidos, na maioria das vezes, por moléculas de natureza terpénica,
apresentando odor agradavel. Podem ser extraidos por meio de arraste com
vapor d’agua, hidrodestilagéo, solventes organicos ou expressao de pericarpo
de frutos citricos (MORAES, 2009).

As plantas sdo importantes fontes de substancias biologicamente
ativas, ou seja, substancias que apresentam alguma atividade sobre o
metabolismo de um organismo vivo. Do ponto de vista fitossanitario, os
produtos naturais podem apresentar trés atividades principais:
antimicrobianos, com atividade direta contra os fitopatégenos, inibindo o
crescimento micelial, a produgcdo e a germinacdo de esporos ou a
multiplicagdo de bactérias e outros fitopatdogenos; indutores de resisténcia,
pois contém moléculas bioativas, capazes de induzir ou ativar os
mecanismos de defesa da planta e também os chamados “bioestimulantes”
do crescimento da planta (STADNIK et al., 2004).

As plantas sintetizam véarios compostos, produtos do metabolismo
secundario relacionados a interacao da planta com o ambiente. Os principios
ativos sintetizados por vegetais apresentam a fungcdo de defesa contra

agressOes de parasitas. As principais substancias responsaveis por essa
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defesa e capazes de ter uma acdo antimicrobiana sdo: alcaloides, terpenos,
fendis e derivados, flavonoides, &cidos carboxilicos e seus derivados
(BOTSARIS, 1995), mas sempre ha predominancia de umas sobre as outras,
tendo normalmente um composto majoritario (CARDOSO et al., 2000).

Os Oleos essenciais sado substéncias organicas volateis muito
conhecidas pelo cheiro que caracteriza certas plantas. Podem estar em um
sé 6rgao vegetal, ou em toda a planta. Destacam-se por apresentar uma
grande importancia terapéutica e econOmica. Estdo armazenados em
estruturas anatdémicas, como células oleiferas, cavidades e canais secretores
ou em toda a planta, sendo produzidos por pelos ou tricomas glandulares,
células de dleo e cavidades secretoras. A composicdo dos 6leos essenciais é
determinada por fatores genéticos, porém os fatores ambientais podem
causar variagbes significativas em seus componentes (MARTINS et al.,
2002).

A maioria dos Oleos essenciais € utilizada na &rea de alimentos
(condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas), cosméticos
(perfumes e produtos de higiene) e farmacéuticos (SILVA-SANTOS et al.,
2006). Os oleos puros apresentam toxicidade elevada, sendo recomendada a
utilizagdo em pequenas dosagens (CARDOSO et al., 2000). Nas plantas,
esses 6leos desenvolvem fungbes que estdo relacionadas a sua volatilidade,
agindo na protegdo contra predadores e patdégenos, na atracdo de
polinizadores, perda de agua e inibidores de germinac¢édo de sementes. Nesse
contexto, os bleos essenciais recebem atencdo especial, pelas diferentes
atividades como alternativas ao uso de fungicidas, de herbicidas, de
inseticidas e de nematicidas (SODAEIZADEH et al., 2010).

Segundo Kishore e Pande (2007), a inibicdo do crescimento do fungo
promovida por 6leo essencial envolve a indugdo de mudangas na
composicao da parede celular, a destruicdo na membrana plasmatica e a

desorganizacao na estrutura mitocondrial do fungo, entre outros.
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2.4.1 Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.)

O alecrim-pimenta pertence a familia Verbenaceae. Também ¢é
conhecido como: alecrim-do-nordeste e estrepa-cavalo. E uma planta
medicinal nativa da regido do semiarido nordestino e do norte de Minas
Gerais. E um arbusto silvestre, com até 3m de altura; folhas simples,
compostas, com margens crenadas, pelos esbranquigados na face inferior,
aromatica e de sabor picante; flores de cor branca, em racimos, calice curto e
membranéceo; caule quebradico (MARTINS et al., 2002).

Possui grande valor terapéutico, sendo empregado no combate a
micro-organismos, como analgésico, sedativo e expectorante. As folhas do
alecrim-pimenta apresentam 4% de Oleo essencial, que vem sendo
comercializado junto as industrias de cosméticos, o que lhe confere uma
grande importancia econdmica (COSTA, 2006; MARTINS et al., 2002). O
Oleo essencial tem cerca de 60% de timol ou uma mistura de timol e
carvacrol; além disso, dentre os componentes quimicos fixos, estao
flavonoides e quinonas (LORENZI; MATOS, 2002).

2.4.2 Capim-santo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf.)

O capim-santo, também conhecido como capim-cidr6, capim-liméao,
capim-cidreira, capim-cidrao, cha de-estrada, erva-cidreira, citronela-de-java,
lemon grass, west indian lemongrass. E uma erva perene, cespitosa,
formando touceiras compactas e robustas de até 1,2m de altura, com rizoma
semi-subterraneo, pertencente a familia Poaceae (CASTRO; RAMOS, 2003).

E originaria da Asia e subespontanea nos paises tropicais As suas
folhas sdo aromaticas, pontudas, asperas e estreitas. A planta é usada como
antiespasmadico, calmante, analgésico e contra dores estomacais (MARTINS
et al., 2002). O seu Oleo essencial contém citral (47% a 85%), geraniol,
mirceno, dentre outros (MARTINS et al., 2002), sendo usado em perfumaria
para a producdo de B-ionona (aroma de violetas), na sintese da vitamina A,
como bactericida, além de possuir agao fungistatica (RAUBER et al., 1999).

Por essas aplicagcbes, o 6leo essencial do capim-santo possui procura no
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mercado nacional e internacional, com prec¢os considerados compensadores
(RAUBER et al., 1999).

2.4.3 Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.)

A alfavaca-cravo, alfavaca ou alfavacdo & um subarbusto aromatico,
com até 1m de altura, originario da Asia e Africa, pertencente a familia
Lamiaceae (MARTINS et al., 2008). Segundo Lorenzi e Matos (2002), é de
ocorréncia comum em todo o territério Brasileiro.

Possui folhas ovalado-lanceoladas, de bordos duplamente dentados,
membranaceas, de 4-8cm de comprimento. Flores pequenas, roxo-palidas,
dispostas em racemos paniculados eretos, e geralmente, em grupos de trés.
Fruto do tipo capsula, pequeno, possuindo quatro sementes esféricas. Tem
aroma forte e agradavel que lembra o cravo-da-india. As folhas de alfavaca-
cravo contém 3,6% de 6leo essencial, sendo que 73,3% sao eugenol, 12,1%
de 1,8 cineol, 2,3% de b-cariofileno, 2,1% de Z-ocimeno. O Seu 6bleo
essencial possui agao bactericida e analgésica de uso em odontologia,
devido ao eugenol (LORENZI; MATOS, 2002).

2.5 Controle alternativo de doencas

Segundo Wheeler (2002), o uso de agroquimicos na agricultura teve
inicio na década de 1950, com a finalidade de aumentar a produgao agricola.
Entretanto alguns desses agrotoxicos empregados no inicio dessa fase,
especialmente do grupo dos organoclorados e fosforados, trouxeram efeitos
indesejaveis ao homem e ao ambiente. Como consequéncia, aumentaram-se
as pressbes da sociedade no sentido de se reduzirem 0s riscos aos
envolvidos na aplicacao de agrotéxicos de forma geral.

Os o6rgaos governamentais em todo o mundo aumentaram as
restricdes para o registro e o uso de agrotoxicos na agricultura. As industrias
quimicas foram estimuladas a desenvolver produtos menos téxicos aos seres
humanos e ao meio ambiente (WHEELER, 2002). Paralelamente, cresceram

0s movimentos de grupos organizados da sociedade em favor da redugéo do
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uso desses agrotoxicos na agricultura e também se expandiu o mercado de
produtos organicos (PATRICIO, 2007). Essas pressbes forcaram a
substituicdo de agroquimicos inorganicos por organicos sintéticos e, mais
recentemente, o aparecimento de biopesticidas (WHEELER, 2002).

A area cultivada com maracujazeiro-azedo no Brasil vem aumentando
ao longo dos anos, entretanto essa expansao ndo tem sido acompanhada de
cuidados necessdarios para se evitar a disseminagdo de doencas. Esse
comportamento propicia o aumento de problemas fitossanitarios, a ponto de
reduzir o tempo de exploracdo econémica da cultura, podendo, em alguns
casos, inviabilizar o cultivo em determinadas regides (SANTOS FILHO;
JUNQUEIRA, 20083).

A utilizagdo de fungicidas é a medida de manejo da antracnose do
maracuja-amarelo mais comumente utilizada. A vantagem desse método de
controle é o efeito residual, que garante a prote¢do na planta, e durante o
armazenamento prolongado dos frutos. Entretanto o uso desses agrotéxicos
é realizado muitas vezes, indiscriminadamente, o que onera grandemente o
custo de producdo, além de tornar invidvel a adogcdo dessa pratica pelos
agricultores orgénicos e familiares. Para Ghini e Kimati (2000), o uso
excessivo de agrotoxicos leva também ao surgimento de fitopatégenos
resistentes aos agrotoxicos. Esse uso implica na contaminacado do solo e da
agua, na desertificacdo e em muitos outros fatores que alteram o equilibrio
ambiental, trazendo, ao longo dos anos, graves problemas para a saude do
homem e dos animais (BETTIOL, 2001; CAMPANHOLA; BETTIOL, 20083;
RODRIGUES, 2003).

Além disso, atualmente no Brasil, ndo ha nenhum fungicida registrado
para a aplicagdo em maracuja na pos-colheita. Em culturas que dispdem de
produtos registrados para tratamento na pdés-colheita, ocorrem problemas
relacionados a fitotoxidez, a permanéncia de residuos, ao espectro de agao
ao desenvolvimento de organismos resistentes. Dessa forma, tem-se
restringido o uso de fungicidas em pds-colheita nos Ultimos anos e esse fato
tem levado a procura de métodos alternativos de controle de doengas
(BENATO et al., 2002).
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Importante preocupacdo se deve ter também em relacdo aos
produtores organicos, 0s quais nao possuem muitas alternativas para o
controle da antracnose, uma vez que a maioria dos produtos disponiveis para
0 controle da doenca ndo pode ser utilizado, pois o sistema de producéo
orgénica praticamente proibe o uso de agrotoxicos. Além disso, muitos
agricultores familiares da regido norte de Minas Gerais comercializam os
seus produtos junto a uma cooperativa agroextrativista, que trabalha com
produtos livres de agroquimicos, incentivando a produgdo orgénica e a
produgdo agroecoldgica das diversas culturas. Aliado a esses fatos, deve-se
destacar também o crescimento da exigéncia dos consumidores por
alimentos livres de agrotéxicos e as varias pesquisas que estdo sendo
realizadas, voltadas para a busca de produtos fitossanitarios naturais.

A utilizagdo de produtos naturais no controle de fitodoencas pode se
tornar um meio eficiente para a reducao do uso sem critérios de defensivos.
A exploracdo da atividade biol6gica dos compostos secundarios de plantas
tem surgido como uma forma potencial de controle alternativo de doencas
nas plantas cultivadas. Alguns extratos vegetais e 6leos essenciais ja foram
testados sobre fungos fitopatogénicos em diversos trabalhos (BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004; CARNELOSSI et al., 2009; GADELHA et al. 2003;
MEDICE et al. 2007; MOLINA et al, 2010; SALGADO et al. 2003;
SALUSTIANO et al. 2006; SILVA et al. 2009, SOUZA JUNIOR, et al,. 2009).

De acordo com Diniz et al. (2006), sistemas de produgéo alternativos
podem ser importantes na redugdo dos impactos ambientais e sociais,
causados pelo atual modelo de produgdo agricola. Com a implementacao
desses sistemas, reduzem-se os riscos de contaminagdo do meio ambiente e
de intoxicagéo de operadores e de consumidores.

Para Bettiol (2001), uma das maiores dificuldades para ampliar o uso
de métodos alternativos é que, normalmente, esses produtos ndo sao
disponiveis no mercado, exigindo que o produtor prepare o seu préprio
material a ser pulverizado. Essa, apesar de ser uma dificuldade, é uma
vantagem para o agricultor, pois diminui a necessidade de insumos externos.

Medidas culturais, como a realizagdo de podas de limpeza e a

remocgao de restos culturais (folhas e frutos), o uso de mudas sadias, manejo
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da irrigacdo e a adubacgado equilibrada, também podem ser realizadas,
visando ao controle da antracnose. Na fase de colheita e pds-colheita, o
manuseio adequado dos frutos, evitando-se ferimentos, pode reduzir a
incidéncia do patdgeno. Quanto mais sadios os frutos chegarem ao galpao de
embalagem, maior sera o sucesso na redugdo das perdas causadas por
doencas (GARCIA et al., 2002) e maior sera o tempo de prateleira desses

frutos.
2.6 Oleos essenciais no controle de fungos in vitro

Trabalhos desenvolvidos com 64leos essenciais, obtidos a partir de
plantas medicinais da flora nativa e exdtica, tém indicado o potencial das
mesmas no controle de fitopatdbgenos, por sua agado fungistatica e/ou
fungitéxica, inibindo o crescimento micelial, a produgdo e a germinacao de
esporos.

Bastos e Albuquerque (2004) realizaram testes in vitro, com 06leo
essencial de pimenta-de-macaco (Piper aduncum L.) sobre o patégeno
Colletotrichum musae, causador da antracnose, doenga mais importante da
banana (Musa spp.). Esses autores observaram que houve 100% de inibi¢cdo
na germinacdo e no crescimento, nas concentracdes de 100 e 150ug.mL”,
respectivamente. Quanto ao efeito do 6leo no controle da podriddo de frutos,
verificou-se que todos os tratamentos (0,05, 0,1, 0,3, 0,5 e 1,0%) reduziram a
incidéncia e a severidade da doenca, sendo que o melhor desempenho para
o controle da doenca foi obtido com o 6leo a 1,0%.

Salgado et al. (2003) avaliaram a atividade fungitéxica de obleos
essenciais de eucaliptos sobre os fitopatbgenos Fusarium oxysporum,
Botrytis cinerea e Bipolaris sorokiniana. Os autores verificaram que os 6leos
essenciais de Eucalyptus urophylla, Eucalyptus citriodora e Eucalyptus
camaldulensis apresentaram diferentes potenciais fungitéxicos sobre esses
fungos. As diferentes concentracoes dos éleos inibiram o crescimento
micelial de todos os patégenos estudados. No entanto, o éleo com maior
acao fungitoxica foi de E. urophylla, sendo essa atividade atribuida a
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presenca do composto denominado globulol, ausente no E. camaldulensis e
no E. citriodora.

Gadelha et al. (2003) estudaram a acao de dois fungicidas naturais a
base de 6leos essenciais das espécies Lippia sidoides, Mentha arvensis,
Ocimum gratissimum, Eucalyptus terenticornis e o 6leo comercial de soja,
para o tratamento pés-colheita do pedinculo do meldo Orange Flesh. No
fungicida 1, combinaram-se L. sidoides, M. arvensis, O. gratissimum e G.
max e, no fungicida 2, L. sidoides, O. gratissimum, E. terenticornis e G. max.
O fungicida 1 foi mais eficiente que o fungicida 2. O tratamento preventivo foi
melhor que o curativo.

Medice et al. (2007) constataram que os 6leos essenciais de Corymbia
citriodora, Cymbopogon nardus, Azadirachta indica e Thymus vulgaris L., nas
concentragdées 1%, 0,5%, 1% e 0,3%, respectivamente para cada oOleo,
inibiram 100% a germinagao dos uredindsporos de Phakospsora pachyrhizi,
em meio 4gar-agua. Em casa de vegetacao, observou-se que todos os éleos
retardaram a evolugdo da doenca ferrugem asiatica, quando comparados
com a testemunha (adgua destilada esterilizada).

Salustiano et al. (2006) avaliaram a atividade de extratos de folhas e
do 6leo essencial da candeia [Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish]
sobre a germinacdo de uredindsporos ferrugens, Puccinia psidii, Hemileia
vastatrix, Phakopsora pachyrhizi, e Cerotelium fici e sobre o crescimento
micelial de Cilindrocladium scoparium. Os urediniésporos de todas as
ferrugens ndo germinaram, quando submetidos ao tratamento. A inibicdo do
crescimento micelial de C. scoparium (52%) foi maior no extrato metandlico,
com consequente reduc¢do da producdo de esporos. Ambos os tratamentos,
cha a 10% e 6leo essencial a 1%, reduziram em 25% o crescimento micelial
do fungo e em 28% e 34%, respectivamente, a produgcédo de esporos.

Silva (2009), testando 6leos essenciais de Hyptis marrubioides, Aloysia
gratissima e Cordia verbenacea, em concentragdes de 0,05, 0,1 e 0,3%, no
tratamento preventivo da ferrugem asiatica da soja, observou que todos os
Oleos testados, mesmo na concentragdo mais baixa, reduziram o progresso
da severidade da ferrugem acima de 49%. Ja na concentracdo de 0,3%, a

reducao foi de 64,5, 71,2 e 67,1%, no progresso da severidade em relagao a
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testemunha (adgua destilada esterilizada), para o éleo de C. verbenacea, A.
gratissima e H. marrubioides, respectivamente.

Em estudo realizado por Silva et al. (2009) avaliando o extrato bruto,
6leo essencial e hidrolato de 13 plantas medicinais e/ou nativas, utilizadas
pelos agricultores do norte de Minas Gerais, observaram que todos os éleos
essenciais testados inibiram a germinagao e o crescimento micelial do C.
gloeosporioides do maracujazeiro-amarelo, porém os extratos brutos e
hidrolatos nao tiveram efeito direto sobre o patdégeno in vitro.

Nao ha um consenso sobre o nivel de inibicao aceitavel para produtos
naturais, quando comparados com fungicida padrdo, tanto que alguns
autores consideram somente resultados similares aos fungicidas, enquanto
outros consideram com bom potencial de controle aqueles produtos com
niveis de inibicdes inferiores aos fungicidas (DUARTE, 2006).

2.7 Oleos essenciais no tratamento pés-colheita de frutos

Pesquisas realizadas com d4leos essenciais de plantas medicinais no
tratamento de frutos na pos-colheita evidenciam o potencial dos mesmos no
controle de fitopatdgenos, por sua agao fungistatica e/ou fungitéxica.

Bastos e Albuquerque (2004), trabalhando com o efeito do 6leo de
Piper aduncum (0,05, 0,1, 0,3, 0,5 e 1,0%), no controle em pés-colheita de
Colletotrichum musae, em banana, verificaram que todas as concentracbes
reduziram a incidéncia e a severidade da doenga, em comparagdao com a
testemunha, sendo que, na maior concentragéo, o efeito foi igual ao fungicida
e o fungo ndo causou doencga nos frutos.

Carnelossi et al. (2009), testando éleos essenciais no controle pés-
colheita de C. gloeosporioides em mamao, observaram area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD) para os frutos tratados e inoculados
imediatamente. A menor AACPD foi verificada no tratamento com C. citratus
e Eucalyptus citriodora, demonstrando que a doenga foi menos severa,
quando os frutos foram tratados com esses 6leos. Ja para o progresso da
doencga dos frutos tratados e inoculados apés 24h, a menor AACPD foi
observada no tratamento com C. citratus.
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Molina et al. (2010), avaliando o efeito inibitério de 6leos essenciais de
Citrus aurantifolia (0,14%) e Thymus vulgaris (0,15%), no controle de C.
gloeosporioides e Rhizopus stolonifer, em mamao, observaram reducao de
50 e 40 % na incidéncia dos dois patdgenos, respectivamente.

Gadelha et al. (2003), avaliando defensivos naturais no tratamento
pos-colheita de pedunculo de melao, observaram melhores resultados com
uma mistura de 6leos essenciais, 0 6leo de L. sidoides e O. gratissimum, na
prevencao da proliferacao de fungos e, a medida que se aumentava a
concentragao dos 6leos, ocorreu redugao nessa proliferacao.

Gomes (2008), avaliando o efeito dos 6leos essenciais de Syzygium
aromaticum, Cymbopogon citratus e Thymus vulgaris sobre a antracnose em
mamao, conseguiu reducao no didmetro das lesdées da doenca para todos os
6leos estudados, principalmente na maior concentragéo testada. Garcia et al.
(2008) trataram mamao, pela imersdo em solugdo a base de citral a 1%,
obtido do C. citratus e observaram reducéo de 70% do diametro das lesdes
de antracnose, quando comparado com a testemunha.

Os Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora e de Cuminum cyminum
suprimiram o desenvolvimento de lesdes em 59 e 37% nas concentragdes de
8 e 10pL.L", respectivamente, causadas por Botrytis cinerea em maca (LEE
et al., 2007).

3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral dessa pesquisa foi investigar a acdo de 6leos
essenciais de Lippia sidoides, de Cymbopogon citratus e de Ocimum
gratissimum sobre o Colletotrichum gloeosporioides do maracujazeiro-

amarelo.
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CAPITULO 2 - COMPOSICAO QUIMICA E EFEITO ANTIFUNGICO DE
OLEOS ESSENCIAIS DE TRES PLANTAS MEDICINAIS

RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo investigar a composicao quimica dos éleos
essenciais de Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Ocimum gratissimum e
avaliar a agéo fungistatica e fungitoxica desses 6leos essenciais sobre o
fungo C. gloeosporioides. Os 6leos foram analisados por cromatografia, em
fase gasosa, acoplada com espectrometria de massas. A atividade
antifingica foi avaliada no delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5x3, sendo cinco concentragdes (0, 1, 3, 5 e 7uL mL™) x
Oleos essenciais de trés espécies medicinais, com quatro repeti¢cdes. O timol
(30,24%), os isbmeros E- e Z-citral (77,74%) e o eugenol (92,89%) foram
encontrados como componentes majoritarios nos 6éleos essenciais de L.
sidoides, C. citratus e O. gratissimum, respectivamente. Verificou-se a
interagdo significativa da concentracdo versus espécies sobre todas as
caracteristicas avaliadas. O 6leo essencial de C. citratus proporcionou a
maior inibicdo do crescimento micelial em todas as concentracdes testadas.
Os outros 6leos ndo se diferenciaram, exceto a partir da concentragéo de
5uL.mL”, na qual o dleo de L. sidoides foi mais eficiente que o dleo de O.
gratissimum. Na produgdo e na germinagao de conidios, o 6leo de C. citratus
foi superior aos 6leos de L. sidoides e de O. gratissimum, nas concentra¢des
de 1 e 3uL mL", inibindo, completamente, a produgcdo e a germinagao, a
partir da concentragdo de 3puL mL'. Observa-se decréscimo nessas, a
medida que as concentracbes dos Oleos foram aumentadas. Os Oleos
essenciais utilizados possuem efeito fungitdxico e fungistético, sugerindo que
o timol, o citral e o eugenol sdo os responsaveis pela atividade observada.

Palavras-chave: Colletotrichum  gloeosporioides.  Passiflora  edulis.
Antracnose. Compostos vegetais.

27



CHAPTER 2 - CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIFUNGAL EFFECT OF
ESSENTIAL OILS OF THREE MEDICINAL PLANTS

ABSTRACT

The objective of this research was to investigate the chemical composition of
essential oils from Lippia sidoides, Cymbopogon citratus and Ocimum
gratissimum and evaluate the fungitoxic and fungistatic action of these
essential oils on the fungus C. gloeosporioides. The oils were analyzed by
chromatography, in gas phase, coupled with mass spectrometry. The
antifungal activity was evaluated in a completely randomized design in
factorial scheme 5x3, being five concentrations (0, 1, 3, 5 and 7uL mL™) x
essential oils of three medicinal species, with four replications. The thymol
(30.24%), the isomers E- and Z-citral (77.74%) and eugenol (92.89%) were
found as major components in the essential oils of L. sidoides, C. citratus and
O. gratissimum, respectively. It was verified the significant interaction of
concentration versus species on all evaluated characteristics. The essential
oil of C. citratus proportioned the highest inhibition of growth mycelial at all
concentrations tested. The other oils did not differ, except, from the
concentration of 5uL mL'1, in which the oil of L. sidoides was more effective
than the oil of O. gratissimum. In production and germination of conidial, the
oil of C. citratus was superior to the oils of L. sidoides and O. gratissimum, at
concentrations of 1 and 3uL mL™, inhibiting completely the production and
germination, from the concentration of 3uL mL™. It was observed a decrease
in these, in the measure that the concentrations of oil were increased. The
essential oils used have fungitoxic and fungistatic effect, suggesting that
thymol, citral and eugenol are the responsible for the observed activity.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides. Passiflora edulis. Anthracnose.

Vegetable compounds.
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1 INTRODUGAO

A cultura do maracujazeiro-amarelo vem se expandindo no Brasil,
deixando de ser a décima quinta frutifera mais produzida no pais em 2006
(NASCIMENTO, 2006), para ocupar a oitava posigao, com area plantada de
aproximadamente 50.795ha (IBGE, 2010), o que coloca o pais como maior
produtor dessa fruta no mundo. A cultura desempenha importante fungéo
social nas regides onde é explorada, garantindo emprego e agregagao de
renda aos agricultores familiares do norte de Minas Gerais.

Um dos principais entraves ao desenvolvimento dessa cultura é a
ocorréncia de doengas; entre elas, a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides. Essa doenga ocorre em todas as regides de
cultivo do maracujd-amarelo no Brasil, sendo uma das doencas mais
importantes da cultura (LIMA, 2002). Em época quente e chuvosa,
caracteristica do verao nessa regido e, na auséncia de controle efetivo, causa
intensa desfolha, seca de ramos e apodrecimento de frutos. Isso provoca a
reducdo da produtividade das plantas e a baixa qualidade dos frutos,
causando grandes prejuizos aos produtores (LIBERATO, 2002).

O controle quimico realizado muitas vezes de maneira nao
recomendada ao longo dos anos, traz graves problemas a saude do homem,
dos animais e para o meio ambiente, como a contaminagdo da agua e do
solo. Outra consequéncia negativa do uso de agrotéxicos é a selecdo de
ragcas do patégeno, resistentes a doses cada vez mais crescentes (GHINI;
KIMATI, 2000).

Para minimizar esse impacto, o uso do fungicida nas doses
recomendadas, a rotagdo do principio ativo e do modo de agao, bem como a
busca de produtos alternativos no controle de fitopatdgenos, como, por
exemplo, o uso de compostos do metabolismo secundario de plantas, tém
sido constantemente pesquisados. Nesse contexto, as espécies medicinais
recebem atencdo especial, pelas diferentes atividades, como alternativa ao
uso de fungicidas, de herbicidas, de inseticidas e de nematicidas
(SODAEIZADEH et al., 2010), porém o uso de éleos essenciais e a sua agao
necessitam de mais pesquisas (NASCIMENTO et al, 2007). Na literatura,
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sao encontrados alguns trabalhos sobre o efeito de 6leos essenciais de
varias plantas, no controle de fungos fitopatogénicos (ANARUMA et al., 2010;
FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2009; MEDICE et al., 2007; NASCIMENTO
et al., 2008; OZEK et al., 2010; ROZWALKA et al., 2008; SILVA et al., 2009;
SOUZA JUNIOR et al., 2009; ZACARONI et al., 2009). Entretanto ha uma
grande parcela de plantas brasileiras que ainda ndo foram pesquisadas e
entre as estudadas, pouco se conhece sobre a composi¢cdo dos seus 6leos
essenciais e a acao de seus compostos quimicos sobre os fitopatégenos.
Objetivou-se nesta pesquisa, investigar a composicdo quimica dos
Oleos essenciais de Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Ocimum
gratissimum e avaliar a acdo fungistdtica e fungitoxica desses O6leos

essenciais sobre o C. gloeosporioides do maracujazeiro-amarelo.
2 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fitopatologia do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, em
Montes Claros-MG. O patogeno foi isolado no Laboratério de Fitotecnia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, a partir de lesdes
caracteristicas da antracnose em folhas de maracujazeiro-amarelo,
procedentes do pomar experimental da UFRRJ. Adotou-se a metodologia
descrita por Alfenas e Mafia (2007). Foi obtida a cultura monosporica,

conforme Silva et al. (2009).
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2.1 Analise cromatografica dos oleos essenciais obtida das plantas

(Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Ocimum gratissimum)

As analises cromatograficas dos éleos essenciais foram realizadas no
Laboratério de Analise e Sintese de Agroquimicos da Universidade Federal
de Vicosa. A analise consistiu na identificacdo e na quantificagdo dos
componentes do 6leo essencial por cromatografia gasosa, acoplada com
espectrometria de massas (CG-EM), de acordo com a metodologia descrita
por Adams (1995).

Os Oleos essenciais foram extraidos por arraste por vapor de agua,
utilizando-se o destilador piloto (Linax®, modelo D20). As plantas foram
escolhidas a partir da selegdo em dois outros estudos (SILVA et al., 2009;
SOUZA JUNIOR et al., 2009). Para isso, coletaram-se 5kg de folhas de cada
espécie medicinal: alecrim-pimenta (Lippia sidoides), capim santo
(Cymbopogon citratus) e alfavaca cravo (Ocimum gratissimum), no periodo
da manha (07h30mim). No Laboratério de Plantas Medicinais do ICA, as
plantas foram acondicionadas no destilador, para a extracdo do éleo
essencial, durante 3 horas. Apds esse processo, 0 6leo foi separado do
hidrolato, por partigéo liquido-liquido e retirado com micropipeta, sendo o éleo
armazenado em frasco ambar, envolto com papel aluminio, mantendo-o
sobre refrigeracao (5°C).

Amostras (2,0mg) dos O6leos foram pesadas em um vial para
derivatizacao (préprio para este processo) e, em seguida, dissolvidas em
60uL de piridina e 100uL de BSTFA ((N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida)
contendo 44,1% de clorotrimetilsilano. A mistura reacional foi aquecida a
70°C, por 30min em banho-maria. Da solugdo obtida, apenas 1L foi injetado
no CG-EM, sendo o procedimento realizado em triplicata.

As andlises foram realizadas no aparelho CG-EM PQ5050A, da marca
Shimadzu, utilizando-se coluna capilar de silica fundida DB-5 (5% de difenil e
95% dimetilsiloxano), com 30m de comprimento, 0,25mm de didmetro
interno, fiime de 0,25um e hélio como géds de arraste. As condigdes
cromatograficas foram as seguintes: a temperatura do injetor foi de 290°C,

iniciando com 80°C, por 5 minutos, aumentando de 80°C a 290°C, na razao
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de 4°C/min. A temperatura final permaneceu em 290°C, por 40 minutos. A
temperatura do detector e da interface do sistema CG-EM foi de 290°C. O
detector de massas operou com ionizagao, por impacto de elétrons de 70 eV
e varredura de massas de 30 a 600 m/z (SILVERIO et al., 2008).

A identificacdo dos componentes dos Oleos foi realizada por
comparacao dos espectros de massas do banco de dados do aparelho (Wiley
330.000) com dados da literatura e também com injecdo de amostras de
substancias padrdo. Também foi utilizado o indice de Kovats, para a
confirmagdo da identificagdo dos compostos. A quantificacdo dos
componentes do 6leo essencial foi realizada em cromatégrafo a gas, com
detector, por ionizagdo em chamas (CG-FID).

A atividade antifingica foi avaliada pelo efeito fungistatico dos 6leos
essenciais pela agdo no crescimento micelial e o efeito fungitéxico, pela agéo

na producao e na germinagao dos conidios do C. gloeosporioides.

2.2 Avaliacao do crescimento micelial e producdo de conidios de
Colletotrichum gloeosporioides, em diferentes concentragcoes os
Oleos essenciais

Para a obtencdo das solugbes dos Oleos essenciais, preparou-se,
inicialmente, uma solugdo estoque, contendo 99mL de &gua destilada
esterilizada e 1mL de Tween 80® (monoleato de sorbitano polioxietileno) a
1% (v/v). No preparo da concentracdo de 1uL.mL", acrescentaram-se 10pL
do 6leo essencial em 10mL da solugdo estoque. As demais concentracdes
foram obtidas, proporcionalmente para3,5¢e 7 uL.mL'1. Acrescentou-se, 1mL
de cada concentracdo em 19mL de meio BDA fundente, resfriado até 45°C.
Em cé@mara de fluxo laminar, transferiu-se um disco de 5mm de didmetro da
cultura monospérica com oito dias, para o centro de cada placa, contendo as
concentragcdes dos Oleos essenciais das diferentes plantas medicinais. As
laterais das placas foram vedadas com filme plastico transparente, para evitar
possiveis evaporagdes dos compostos e ressecamento do meio de cultura.
Todo procedimento foi realizado em condi¢des assépticas na capela de fluxo

laminar.
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Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5x3, sendo cinco concentragbes (0, 1, 3, 5 e 7uL.mL'1) e trés odleos
essenciais das espécies L. sidoides, C. citratus e O. gratissimum, com quatro
repeticdes. Cada repeticao constituiu-se de uma placa de Petri, de 9cm de
didametro, com meio BDA. Adotou-se como testemunha a concentracao
OpL.mL'1 (BDA mais solugao estoque).

As placas foram incubadas em camara tipo BOD, a temperatura de
25°C sob fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo do efeito das concentracdes
foi realizada por meio de medig¢des diarias do didmetro das colénias em dois
eixos ortogonais (média das duas medidas diametricamente opostas), a qual
iniciou-se 48 horas apés a inoculagao do fungo e finalizou-se no décimo dia.
Apds esse periodo, determinou-se o indice de Velocidade de Crescimento
Micelial (IVCM), utilizando a equacao adaptada por Oliveira (1991):

IVCM= 5 (D-Da)/N,

Onde: IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial,

D = Diametro médio atual,

Da = Diametro médio do dia anterior €;

N = Numero de dias apdés a montagem do experimento (repicagem do

fungo).

Apds a avaliacdo do crescimento micelial, adicionaram-se as placas
com o fungo 10mL de agua destilada esterilizada. A seguir, utilizando-se alga
de Drigalski, procedeu-se a raspagem das colbnias, para a liberacdo dos
conidios. Apo6s a filtragem da suspensdo em duas camadas de gaze
esterilizada, realizou-se a contagem do ndmero de conidios em camara de

Neubauer.

2.3 Avaliagcao dos odleos essenciais de diferentes plantas medicinais na
germinacéo de conidios de Colletotrichum gloeosporioides

A suspensdo de conidios do C. gloeosporioides foi colocada sobre o

meio &gar-agua, contendo os diferentes O6leos essenciais das plantas
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medicinais, para estudar o efeito desses 6leos sobre a germinagdo dos
conidios. Para isso, a partir de uma suspensdao de conidios de C.
gloeosporioides, na concentragao de 2x10’ conidios.mL'1, obtida de colénia
pura cultivada por 8 dias em meio BDA, obtiveram-se aliquotas de 30uL, que
foram adicionadas sobre um bloco de meio &gar-agua a 10% com 2cm? de
area superficial, mantida sobre um I|amina de vidro para microscopia
esterilizada. Em seguida, adicionaram-se, sobre cada bloco, aliquotas de
30uL de cada concentragdo do Oleo das diferentes plantas estudadas,
cobrindo-se, com uma laminula, o bloco de agar-agua. Apés a montagem, as
laminas foram mantidas em placas de vidro, de 14cm de didmetro, contendo
duas folhas de papel de filiro umedecidas, com agua destilada estéril. O
conjunto foi armazenado em camaras de incubacdo tipo BOD a 25°C, com
fotoperiodo de 12 horas. O estudo foi conduzido com o delineamento
experimental e tratamentos, como descrito no item 2.2.

Apds 18 horas de incubagéo, adicionaram-se duas gotas de lactofenol
e azul de tripan, para inibir a germinacao dos conidios apds esse periodo e
facilitar a visualizacdo ao microscopio 6ptico. A germinacdo dos conidios foi
determinada em dois campos de viséo, escolhidos ao acaso, analisando 100
conidios por campo. Considerou-se conidio germinado aquele que
apresentou o comprimento do tubo germinativo maior ou igual ao didmetro do
conidio (SILVA, 2009; TAVARES; SOUZA, 2005). A partir do numero total de
conidios contados germinados e nao germinados, estimou-se o percentual de
esporos germinados.

Os dados de ambos os ensaios foram submetidos a andlise de
variancia. As médias dos dados qualitativos foram comparadas pelo teste
Tukey (p=<0,01) e os dados quantitativos, submetidos a regressao polinomial
(p<0,01), conforme Banzatto e Kronka (2006).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise cromatografica dos oleos essenciais obtida das plantas

(Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Ocimum gratissimum)

Foram detectados 24 compostos no 6leo essencial do L. sidoides (FIG.
1). Destacam-se o timol (30,24%), o benzeno (14,49%), o trans-beta-
cariofileno (11,82%), o borneol (11,38%), o metil timil éter (8,32%) e o gama-
terpineno (8,05%). Os principais constituintes do éleo de C. citratus foram: os
isbmeros E-citral (43,69%) e Z-citral (34,05%), o beta-mirceno (15,11%), o
trans-beta-cariofileno (4,19%), entre outros. Para o 6leo essencial de O.
gratissimum, o eugenol foi o constituinte quimico com predominio (92,89%),
seguido pelo beta-bisaboleno (5,92%) (TAB. 1).
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FIGURA 1 - Perfis cromatograficos dos éleos essenciais:
(A) Lippia Sidoides
(B) Cymbopogon citratus
(C) Ocimum gratissimum.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Craveiro et al. (1981) também relatam o timol (60%) como principal
constituinte do 6leo de L. sidoides, valor bem acima do encontrado na
presente pesquisa, indicando que ha quimiodtipos na espécie. Ja para o
Trans-beta-cariofileno (10%), os valores sao proximos aos observados nesta
pesquisa. Craveiro et al. (1981), trabalhando com o d4leo essencial de C.
citratus, identificaram alto teor de citral (80%) e mirceno (16%), 0 que
também foi observado nesta pesquisa. Entretanto Pereira et al. (2008), em
estudo com a mesma espécie, observaram o neral (40,2%), geranial (31,8%),
que, isomericamente, formam o citral, 0 mirceno (19,7%), o neo-mentol (1,1),
o acetato de linalila (0,4%), o Z-ocimeno (1,1%) e o E-ocimeno (1,4%).
Franco et al. (2007), avaliando a composicdao quimica do 6leo de O.
gratissimum, observaram também o predominio de eugenol, entretanto com
percentual bastante inferior (57,82%) ao observado nesta pesquisa. Algumas
variagoes justificam-se em razdo da época de plantio, do tipo de solo, do
clima, dos aspectos genéticos da planta, além do método de extragdo do
6leo.



Quantificacao e identificagdo dos componentes quimicos presentes nos 6leos essenciais de Lippia sidoides, de

TABELA1

Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum (continua)

Lippia Cymbopogon Ocimum
Pico RT* Composto quimico sidoides citratus gratissimum

(%) (%) (%)
1 9,35 Felandreno 0,07 . .
2 9,48 Alfa-pineno 1,92 . .
3 10,08 Canfeno 3,76 L L
4 12,50 Beta-mirceno 0,94 15,11 .
5 13,46 Alfa-terpineno 1,16 . .
6 13,83 Benzeno 14,49 . o
7 15,56 Gama-terpineno 8,05 . .
8 20,93 Borneol 11,38 0,42 o
9 24,33 Metil timil éter 8,32 . o
10 24,93 Z-citral s 34,05 .
11 26,43 E-citral _ 43,69 L
12 26,75 Acetato de bornila 1,14 L L
13 27,95 Timol 30,24 - L
14 30,47 Eugenol o o 92,89
15 30,56 Alfa-cubebeno 0,29 L L
16 31,37 Beta-elemeno 0,16 . L
17 32,46 Trans-Cariofileno . . 0,81
18 32,50 Trans-beta-cariofileno 11,82 4,19 _
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Lippia sidoides, de Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum

TABELA 1

Quantificacao e identificagdo dos componentes quimicos presentes nos 6leos essenciais de

(Conclusao)

Lippia Cymbopogon Ocimum
Pico RT* Composto quimico sidoides citratus gratissimum
(%) (%) (%)
19 33,25 Alfa-bergamoteno 0,23 0,17 o
20 34,00 Alfa-humuleno 1,03 0,33 o
21 35.05 Alfa-amorfeno 0,14 . o
22 35,25 Germacreno-D . . 0,38
23 35,28 Germacreno D/alfa- 145 0,65 B
gurjuneno
24 35,49 Beta-selineno 0,22 L .
25 35,76 Valenceno 0,18 o .
26 35,88 Germacreno B 0,83 o o
27 36,60 Beta-Bisaboleno L L 5,92
28 36,82 Alfa-panasiseno 0,68 . o
29 37,11 Delta-cadineno 0,51 . o
30 39,64 Oxido de cariofileno 0,99

Nota: * Tempo de Retengéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.2 Avaliacao do crescimento micelial e da producao de conidios de
Colletotrichum gloeosporioides, em diferentes concentracoes dos

oleos essenciais

Para o crescimento micelial e a produgao de conidios, verificou-se o
efeito significativo da interacdo concentracdo versus espécie. O ébleo
essencial de C. citratus proporcionou a maior inibicao do crescimento
micelial, nas concentracboes de 1 e 3pL.mL'1, diferenciando-se dos demais
Oleos testados. A partir dessas concentragoes, os 6leos de C. citratus e de L.
sidoides foram estatisticamente iguais. O 6leo essencial de O. gratissimum
apresentou menor efeito na redugdo do crescimento micelial do fungo, em

todos as concentragbes (TAB. 2).

) TABELA 2
Indice de velocidade de crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides, em fungédo das concentragdes dos 6leos essenciais de
Lippia sidoides, de Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum

Oleos Concentragéo (uL.mL™")
0 1 3 5 7
Lippia sidoides 1,65 1,57 A 1,17 A 0,25B 0,20 B
Cymbopogon citratus 1,68 0,83B 0,36 B 0,00 B 0,00 B
Ocimum gratissimum 1,76 1,67 A 1,41 A 1,06 A 1,04 A
CV% 17,8

Notas: Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade
Fonte: Elaborada pelo autor.

O dbleo essencial de C. citratus reduziu a produgéo de conidios, sendo
superior aos 6leos de L. sidoides e de O. gratissimum, nas concentracoes de
1e 3pL.mL'1, entretanto, nas demais concentracdes testadas, o efeito foi

semelhante para todos os 6leos testados (TAB. 3).
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TABELA 3
Numero médio de conidios/cm® " de Colletotrichum gloeosporioides em meio
BDA com diferentes concentracbes dos éleos essenciais de Lippia sidoides,
de Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum

Concentragdo (uL.mL™")

Oleos 0 1 3 5 7
Lippia sidoides 0,05 O0,03A 0,02A 0,01 A 0,01 A
Cymbopogon citratus 0,04 0,01 B 0,00 B 0,00 A 0,00 A
Ocimum gratissimum 0,05 0,02A 0,02 A 0,01 A 0,00 A

CV% 30,9

Notas: "’ Numero de conidios x 10*
Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade

Fonte: Elaborada pelo autor.

As concentragbes influenciaram no crescimento micelial do C.
gloeosporioides, ajustando-se a equag¢do do modelo linear. Observa-se um
decréscimo no IVCM, a medida que foram aumentadas as concentragdes dos
Oleos testados (GRAF. 1). Independente da concentra¢do usada, o 6leo de C.
citratus foi o que mais reduziu o IVCM do patdgeno e, ja na concentragcao de
5uL.mL”, o patégeno parou de crescer. Para o dleo de O. gratissimum, a
diferenga na redugdo do IVCM de uma concentragdo para outra foi muito
pequena e, mesmo na maior concentragdo (7uL.mL™), o seu efeito foi inferior
a concentracdo de 1pL.mL™" do éleo de C. citratus. A L. sidoides reduziu o
IVCM, a partir da concentracdo de 3|1L.mL'1 e, na concentragdo de 7uL.mL",

paralisou o crescimento do fungo.
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GRAFICO 1- indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) do
Colletotrichum gloeosporioides, em fungdo das concentragdes
dos 6leos essenciais de Lippia sidoides, de Cymbopogon
citratus e de Ocimum gratissimum

Fonte: Elaborado pelo autor.

Alguns trabalhos tém demonstrado o potencial do éleo essencial de C.
citratus como inibidor do crescimento micelial de fitopatégenos, como o de
Souza Junior et al. (2009), avaliando o efeito de éleos essenciais de cinco
espécies vegetais, como, a L. sidoides, C. citratus e O. gratissimum, sobre o
crescimento micelial de C. gloeosporioides do maracujazeiro-amarelo. Esses
autores observaram que todas as concentracdes dos 6bleos essenciais
dessas plantas inibiram em 100% o crescimento micelial do fungo, a partir de
1uL.mL'1. Carnelossi et al. (2009), analisando o efeito de doses (1, 5, 10, 15,
25 e 50uL) de 6leos essenciais de quatro plantas medicinais no controle do
C. gloeosporioides isolado do mamao, verificaram que o 6leo de C. citratus
foi o mais eficiente, inibindo o crescimento micelial em 100%, a partir da
aliquota de 10uL. Guimaraes (2007), avaliando o efeito fungitdxico de C.
citratus, observou que o 6leo dessa planta inibiu, totalmente, o crescimento
micelial de C. gloeosporioides, de Fusarium oxysporum e de Rhizoctonia

solani. Anaruma et al. (2010), testando 6leos essenciais de 28 plantas no



43

controle do C. gloeosporioides, concluiram que o 6leo de C. citratus se
destacou dos demais, como inibidor do crescimento micelial. Isso demonstra
o potencial do 6leo essencial de C. citratus na redugdo do crescimento
micelial de fungos fitopatogénicos.

Rozwalka et al. (2008), testando extratos, decoctos e dleos essenciais
de plantas medicinais e aromaticas, na inibicao de Glomerella cingulata e de
C. gloeosporioides, descrevem que os Oleos essenciais de Syzygium
aromaticum e C. citratus inibiram, totalmente o crescimento dos patégenos.

Sao poucos os trabalhos avaliando o efeito de 6leos essenciais de
Lippia sidoides e Ocimum gratissimum sobre fungos fitopatogénicos. Ha
alguns trabalhos avaliando os seus efeitos sobre bactérias (OLIVEIRA et al.,
2006; SILVA et al, 2010). Algumas pesquisas com o controle de fungos
fitopatogénicos foram realizadas, testando-se outras espécies dos géneros,
como Lippia alba e Ocimum basilicum (ROZWALKA et al., 2008; SHUKLA et
al., 2009).

As concentragdes influenciaram na produgao de conidios, ajustando-se
a equacao do modelo linear. Para todos os éleos avaliados, na medida em
que se aumentaram as concentracdes desses, houve decréscimo na
producédo de conidios (GRAF. 2). A partir da concentracao de SuL.mL", 0
6leo de C. citratus inibiu, completamente, essa producao.
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GRAFICO 2 - Numero de conidios/cmz(x104), produzidos nas colOnias de
Colletotrichum gloeosporioides, em meio BDA, com diferentes
concentracbes dos 6leos essenciais de Lippia sidoides, de
Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na literatura, sdo escassas as informacdes sobre o efeito de Oleos
essenciais sobre a produgéo de conidios de C. gloeosporioides. Ha apenas o
trabalho de Ribeiro e Bedendo (1999), que avalia extratos vegetais sobre
esse patdogeno, porém isolado de outro hospedeiro. Esses autores
analisaram os extratos de alho, de hortela, de mamona e de pimenta no
controle de C. gloeosporioides isolado do mamoeiro e concluiram que os
extratos aquosos de horteld, de mamona e de pimenta, nas concentra¢ées de
200 a 10000ppm, reduziram a producao de conidios de C. gloeosporioides.
Ainda, segundo os autores, a redug¢do foi maior, com o aumento das

concentragdes dos extratos.
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3.3 Avaliacao dos oleos essenciais de diferentes plantas medicinais, na

germinacao de conidios de Colletotrichum gloeosporioides

Na avaliagdo dos 6leos essenciais na germinagdo dos conidios de C.
gloeosporioides, verifica-se o efeito significativo da interagdo concentragcédo
versus espécie. Novamente, o 6leo de C. citratus foi o mais eficiente,
reduzindo a germinagao de conidios de forma superior, na concentragao 1 e
3uL.mL1 e reduzindo, completamente a germinagdo, a partir da
concentragcéo de 3uL.mL'1 (TAB. 4). Porém os outros tratamentos inibiram a

germinacao, a partir da concentragédo de 5uL.mL'1.

TABELA 4
Percentagem de conidios germinados do Colletotrichum gloeosporioides, em
funcao das concentragdes dos 6leos essenciais de Lippia sidoides, de
Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum

. Concentragédo (uL.mL")
Oleos 0 1 3 5 7
Lippia sidoides 95,7 61,2 A 39,2 A 0,00 A 0,00 A

Cymbopogon citratus 92,0 1,00 C 0,00 B 0,00 A 0,00 A
Ocimum gratissimum 92,0 37,0B 39,7 A 0,00 A 0,00 A

CV% 18,99

Nota: Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade
Fonte: Elaborada pelo autor.

As concentragbes influenciaram na germinacdo, ajustando-se a
equacao do modelo linear. De maneira semelhante ao observado no teste de
producédo de conidios, houve decréscimo na germinagado dos conidios, em
todos os 6leos avaliados, quando se aumentam as concentragdes (GRAF. 3).
A partir da concentragédo de 3|1L.mL'1 do éleo de C. citratus e de 5uL.mL'1 dos
outros 6leos avaliados, observou-se a inibicdo completa da germinagéo dos

conidios.
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GRAFICO 3 - Percentagem de conidios germinados do Colletotrichum
gloeosporioides, em diferentes concentragbes de 6leos
essenciais de Lippia sidoides, de Cymbopogon citratus e de
Ocimum gratissimum

Fonte: Elaborado pelo autor.

Souza Junior et al. (2009) e Silva et al. (2009), trabalhando com 6éleos
essenciais brutos ou numa concentragdo superior as avaliadas nesta
pesquisa, sobre o C. gloeosporiodes, observaram que os 6leos de C. citratus,
de L. sidoides e de O. gratissimum inibiram a germinagéo de conidios em
100%.

Wilson et al. (1997), pesquisando o efeito de 0leos essenciais,
descrevem que os 6leos de Cymbopogom martinii € C. citratus inibiram,
totalmente, a germinacado de esporos de Botrytis cinerea, até mesmo em
baixas concentragbes do 6leo, 0,39 e 6,25%, respectivamente, mostrando,
novamente, a potencialidade dessa planta contra o fungo estudado.

A inibicdo do crescimento micelial esta relacionada ao efeito
fungistatico do produto empregado. A inibicdo da produgao e a germinagao

dos esporos estdo relacionadas ao efeito fungitéxico. A inibigdo da
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germinacao conidial é fundamental no controle das doengas, pois esse tipo
de propagulo geralmente é o ponto inicial da infeccdo propriamente dita. Para
0 uso efetivo dos 6leos essenciais e seu sucesso, € preciso que eles nao
apenas inibam o crescimento micelial do patégeno, mas também inibam a
germinacao de seus esporos (ABREU, 2006).

O grande potencial fungitoxico desses 6leos pode estar relacionado a
grande quantidade de componentes quimicos, com acao antimicrobiana.
Martins et al. (2002) sustentam que o timol apresenta agdo bactericida e
antifingica. Garcia et al. (2008) afirmam que o citral apresenta um forte efeito
fungistatico e fungicida. Segundo Silva et al. (1999), o eugenol apresenta
atividade antimicrobiana.

Pesquisas avaliando o efeito de cada componente desses Oleos
mostraram que a agao fungistatica e fungicida relatada nesta pesquisa
podem estar relacionadas aos componentes principais desses 6leos. Assim,
Montes—Belmont e Carvajal (1998) avaliaram o efeito do timol sobre o
crescimento micelial do Aspergillus flavus, e encontraram inibi¢cdo total desse
patégeno. Garcia et al. (2008) testando o efeito do citral no crescimento
micelial de C. musae, de C. gloesporioides e de Fusarium subglutinans f.sp.
ananas, afirmam que esse componente inibiu completamente o crescimento
micelial desses fungos. Kumar et al. (2009), ao testarem o eugenol no
controle de 12 fitopatégenos, entre eles, o C. gloeosporioides, afirmam que
esse composto exibiu potente espectro antifungico, inibindo todas as
espécies de fungos avaliadas na menor concentragao, sendo mais eficaz que
fungicidas sintéticos testados. Faria et al. (2006) também confirmam o efeito
do eugenol, na inibicdo do crescimento de Alternaria sp. e Penicillium

chrysogenum.
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4 CONCLUSAO

Os constituintes quimicos que apresentaram maior percentagem nos
Oleos de Lippia sidoides, de Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum
foram timol, citral e eugenol, respectivamente.

Todos os 6leos essenciais avaliados apresentaram efeito fungitéxico e
fungistatico, entretanto aquele proveniente de Cymbopogon citratus
proporcionou maiores redugdes, independente da concentragéo.

O dleo essencial de Cymbopogon citratus apresentou maior reducao
no crescimento micelial, na produgcdo e na germinagdo de conidios do
Colletotrichum gloeosporioides.

O aumento das concentragdes dos Oleos essenciais avaliados reduziu,
linearmente, o crescimento micelial, a produgao e a germinagéo dos conidios
do patoégeno.
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CAPITULO 3 - PATOGENICIDADE, METODOS DE INOCULACAO E ACAO
DE OLEOS ESSENCIAIS NO MANEJO DA ANTRACNOSE, EM FRUTOS
DE MARACUJAZEIRO-AMARELO

RESUMO

Objetivou-se, nesta pesquisa, avaliar dois métodos de inoculagdo de
Colletotrichum gloeosporioides em maracuja, testar a patogenicidade de
diferentes isolados, investigar a composicdo quimica de 6leos essenciais de
Lippia sidoides, de Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum, bem
como o efeito fungitéxico de concentragdes do 6leo dessas plantas sobre o
fungo, por meio do tratamento dos frutos. Montou-se um ensaio em
delineamento inteiramente casualizado, para avaliar a patogenicidade de seis
isolados (Iso 1, Iso 2, Iso 3, Iso 4, Iso 5, e Iso 6) do C. gloeosporioides, com
seis repeticbes. O segundo ensaio foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado e esquema fatorial 2x2, com dois métodos de
inoculacdo (suspensédo de conidios e disco de micélio) e dois estéddios de
desenvolvimento dos frutos (verdes e maduros) com seis repeticdes. As
testemunhas constituiram-se de frutos inoculados apenas com agua destilada
esterilizada e frutos inoculados com disco de BDA. Apés, avaliou-se a
atividade antifungica dos 6éleos essenciais no tratamento dos frutos. Para
tanto, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5x3+1, sendo cinco concentragdes (0, 2, 4, 6 e 8uL mL") e trés oleos
essenciais, mais o tratamento com fungicida (tebuconazol), com cinco
repeticdes. Fez-se a caracterizagdo quimica dos 6leos por cromatografia
gasosa, com espectrometria de massas. Todos o0s isolados foram
patogénicos, sendo o isolado 1 o mais agressivo, apresentando maior
didmetro das lesdes, seguido pelos isolados 2 e 3. Os frutos maduros
apresentaram maior didmetro das lesées, quando inoculados com suspensao
de conidios. O timol (30,24%), os isbmeros E- e Z-citral (77,74%) e o eugenol
(92,89%) foram componentes quimicos com maior percentagem encontrados
para L. sidoides, C. citratus e de O. gratissimum, respectivamente. Para o
tratamento dos frutos, houve interacdo significativa da concentracdo versus
espécie. O 6leo de C. citratus proporcionou 0 menor didmetro das lesbes, até
a concentracdo de 6L mL", diferindo dos outros dleos testados. Os 6leos de
L. sidoides e O. gratissimum nao diferiram-se entre si. Na concentragao de
8uL mL™, todos os 6leos inibiram o desenvolvimento do fungo. Observou-se
decréscimo no didmetro das lesdes, a medida que se aumentaram as
concentragbes dos 6leos. O 6leo de C. citratus apresentou maior efeito
fungicida no controle do C. gloeosporioides nos frutos. Os 6leos de L.
sido1ides e de O. gratissimum séo eficientes, a partir da concentragéo de 8uL
mL".

Palavras-chave: Colletotrichum  gloeosporioides.  Passiflora  edulis.
Antracnose. Oleos essenciais.
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CHAPTER 3 - PATHOGENICITY, METHODS OF INOCULATION AND
ACTION OF ESSENTIAL OILS IN THE MANAGEMENT OF
ANTHRACNOSE, IN YELLOW PASSION FRUIT

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate two methods of inoculation of
Colletotrichum gloeosporioides in passion fruit, to test the pathogenicity of
different isolates, to investigate the chemical composition of essential oils of
Lippia sidoides, of Cymbopogon citratus and of Ocimum gratissimum, as well
the effect fungitoxic of oil concentrations of these plants on the fungus, by
means of treatment of the fruits. It was set a trail up in completely randomized
design to evaluate the pathogenicity of six isolates (Iso 1, Iso 2, Iso 3, Iso 4,
Iso 5 and Iso 6) of the C. gloeosporioides, with six replications. The second
trial was conducted in a completely randomized design and factorial scheme
2x2, with two inoculation methods (suspension of conidia and disc of
mycelium ) and two stages of fruits development (green and ripe) with six
replications. The controls constituted of fruits inoculated only with sterilized
water and inoculated fruits with discs of BDA. After, we evaluated the
antifungal activity of essential oils in the treatment of the fruits. To this end, we
used a completely randomized design in factorial scheme 5x3+1, being five
concentrations (0, 2, 4, 6 and 8uL mL") and three essential oils, plus the
treatment with fungicide (tebuconazole) with five replications. It was made the
chemical characterization of oils by gas chromatography with mass
spectrometry. All isolated were pathogenic, being the isolated 1 the most
aggressive, showing larger diameter of the lesions, followed by isolated 2 and
3. The ripe fruits showed larger diameters of lesions when inoculated with
conidial suspension. The thymol (30.24%), the isomers E- and Z-citral
(77.74%) and eugenol (92.89%) were chemical compounds with the highest
percentage found for L. sidoides, C. citratus and O. gratissimum, respectively.
For the treatment of the fruits, there was a significant interaction of the
concentration versus species. The oil of C. citratus proportioned the smallest
diameter of the lesions until the concentration of 6uL.mL™, differing from the
other oils tested. The oils of L. sidoides and O. gratissimum did not differ
among themselves. In the concentration of 8uL mL", all the oils inhibited the
fungal growth. We observed decrease in the diameter of the lesions, as it
increased the concentrations of oils. The oil of C. citratus showed higher
fungicidal effect in controlling C. gloeosporioides in the fruits. The oils of L.
sidoides and O. gratissimum are efficient from the concentration of 8uL mL™".

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides. Passiflora edulis. Anthracnose.
Essential oils.
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1 INTRODUGAO

Entre as doengas que afetam o maracuja-amarelo, na fase de pos-
colheita, a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.), € a mais importante (RIBEIRO JUNIOR; DIAS, 2005), por causar
lesbes na casca que comprometem a aparéncia (FISCHER et al., 2007), além
de afetar a polpa (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 1997). Também acarreta
grandes prejuizos a comercializagédo, devido a redugdo no consumo, pois a
aparéncia € um dos parametros de avaliagdo qualitativa mais utilizados pelos
consumidores (RIBEIRO JUNIOR; DIAS, 2005).

As doengcas de pos-colheita de frutos tropicais no Brasil sao
responsaveis por grandes perdas, atingindo 30%, antes de chegarem a mesa
do consumidor, além disso, os frutos que chegam, nem sempre possuem a
qualidade desejada (TAVARES, 2004). Segundo Pozza et al. (1999), os
fungos sdo os microrganismos mais comuns causadores de deterioracao em
frutas, sendo responsaveis por 70% das doengas que causam danos em
varias culturas, reduzindo a produtividade, em especial, nas regides tropicais,
favorecidos pela elevada temperatura e umidade (CHITARRA; CHITARRA,
1990).

Atualmente, no Brasil, ndo ha disponibilidade de fungicidas registrados
para o uso em pods-colheita do maracuja. Desse modo, surge a necessidade
de desenvolvimento de métodos alternativos, como o uso de 6leos essenciais
no controle de patégenos pods-colheita. Alguns trabalhos ja foram realizados
com outras frutiferas e os resultados mostram-se promissores para a
utilizagao no controle de patégenos de pés-colheita em banana (BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004), em manga (ROGNIER et al, 2008), em goiaba
(ROZWALKA et al., 2008), em mamao (CARNELOSSI et al, 2009) e em
abacate (ROGNIER et al, 2010), entretanto ndo ha ainda, pesquisas
relacionadas ao uso de 6leos essenciais no controle poés-colheita da
antracnose em maracuja-amarelo.

Na literatura, sdo escassas as informacdes sobre a avaliacdao da
patogenicidade em maracuja de diferentes isolados de Colletotrichum

gloeosporioides, provenientes de distintas regides. Alguns trabalhos (LIMA
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FILHO, et al, 2003; PERES et al., 2002; SILVA et al., 2006) avaliaram a
patogenicidade cruzada desse patdgeno em diferentes espécies frutiferas,
incluindo o maracuja, porém os isolados foram obtidos apenas de uma
regido. Dessa forma, & importante a realizacdo de testes que avaliem a
patogenicidade de diferentes isolados obtidos em distintas regides, pois o
conhecimento desses dados servird de subsidios para pesquisas que visem a
minimizar os prejuizos causados por esse patégeno, por meio de métodos de
controle menos agressivos ao meio ambiente.

Para a realizagéo de estudos sobre o controle da antracnose durante a
fase de pés-colheita, torna-se necessario desenvolver uma metodologia de
inoculacdo que promova as condigdes étimas para a infecgao pelo patégeno.
Sabe-se que o hospedeiro exerce forte influéncia sobre o sucesso ou o
fracasso da infecgao pelo patdégeno, motivo pelo qual deve ser investigada a
influéncia dos métodos de inoculacao e estadio de maturagdo do hospedeiro
na severidade da doenca (GOMES, 2008; SENHOR et al., 2008). E oportuno
ressaltar que, embora existam metodologias de inoculagdo de C.
gloeosporioides em frutos de maracujd-amarelo, ndo ha investigacao
relacionada ao estadio de maturagéo dos frutos.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve os objetivos: avaliar dois
métodos de inoculagdo de C. gloeosporioides em maracuja, associados ao
estadio de maturagdo; testar a patogenicidade de diferentes isolados;
investigar a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais de Lippia sidoides de
Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum, bem como avaliar o efeito
fungitéxico de concentragbes do 6leo dessas plantas sobre o patégeno, por

meio do tratamento dos frutos.
2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia do
Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, em

Montes Claros.
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2.1 Patogenicidade de diferentes isolados de Colletotrichum

gloeosporioides em frutos maduros de maracujazeiro-amarelo

Os isolados de C. gloeosporioides foram obtidos a partir de lesdes
caracteristicas de antracnose do maracujazeiro-amarelo, em distintas partes
da planta, provenientes de diferentes pomares, conforme metodologia
preconizada por Alfenas e Mafia (2007). Os isolados (Iso 1; Iso 2 e Iso 3)
foram obtidos de folhas, de fruto e de haste, respectivamente, no pomar
experimental da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em
Seropédica-RJ. O Iso 4, foi obtido de lesées em fruto, colhido no pomar
experimental do ICA. O Iso 5 e 0 Iso 6 foram obtidos da folha e da haste,
respectivamente, coletadas na Comunidade de Abdboras (zona rural de
Montes Claros). A cultura pura dos isolados foi cultivada em meio BDA,
durante oito dias.

Frutos sadios foram colhidos no pomar experimental do ICA, levados
ao laboratério e lavados com detergente e agua de torneira. Em seguida,
foram imersos em solucdo de hipoclorito de sédio 2% (v/v), por um minuto e
novamente, lavados trés vezes em agua destilada estéril. Apos, foram
dispostos na cAmara de fluxo laminar, até a completa secagem.

Depois de secos, efetuaram-se cinco orificios de aproximadamente
2mm de profundidade na parte mediana dos frutos, com o auxilio de uma
pinca metalica flambada. Em seguida, os frutos foram inoculados,
depositando-se, sobre os orificios, 50uL da suspensao de conidios, ajustada
para uma concentracdo de 2x10° conidios.mL™. Apos, todos os frutos foram
acondicionados em caixas plasticas de 30x15x6¢cm, onde foram submetidos a
cémara Umida, por 72 horas, com o auxilio de um filme plastico e um
chumaco de algoddo, umedecido com agua destilada estéril. As bandejas
foram incubadas em camara de crescimento (BOD), a temperatura de 25°C,
com 12 horas de fotoperiodo. Decorrido esse periodo, a cadmara umida foi
desfeita e os frutos permaneceram incubados na BOD, até o décimo dia, para

a reproducgdo dos sintomas.
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O ensaio foi realizado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado, onde se testaram os seis isolados (Iso 1, Iso 2, 1so 3, Iso 4, Iso 5
e Iso 6) do C. gloeosporioides com seis repetigoes.

A avaliagdo foi realizada medindo-se o didmetro das lesées em dois
sentidos opostos, com o auxilio de um paquimetro. Apds o reisolamento do
fungo, comparou-se a coldnia obtida com aquela utilizada como inéculo,
confirmando a presenca do C. gloeosporioides.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,01), conforme Banzatto e Kronka
(2006).

2.2 Métodos de inoculacdao de Colletotrichum gloeosporioides, em

frutos verdes e maduros

Apds a selegao do isolado, foi conduzido o segundo ensaio, utilizando-
se apenas o Iso 1, por ter sido o mais agressivo. Foi montado o ensaio em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x2, com dois
métodos de inoculacdo (suspensao de conidios e disco de micélio) e dois
estadios de desenvolvimento dos frutos com casca verde e casca amarela,
com seis repeticdes. Para o método de suspensao de conidios, os frutos
foram inoculados, depositando-se, sobre os orificios, 50uL da suspensao
ajustada para uma concentragdo de 2x10° conidios.mL”. Para o método de
disco de micélio, os frutos foram inoculados, depositando-se um disco de
micélio de 5mm de didmetro, retirado das bordas da colénia da cultura
monosporica, com oito dias. As testemunhas constituiram-se de frutos
inoculados apenas com &gua destilada esterilizada e frutos inoculados
apenas com um disco de BDA. Foram determinados como verdes os frutos
que se encontravam completamente formados, porém com a casca
totalmente verde. Os frutos fisiologicamente maduros foram os que
apresentavam a casca totalmente amarela, com 0% de perda de volume,
conforme escala de desidratagdo e coloragdo da casca proposta por Motta

(1999). O local de coleta, a desinfestacdo dos frutos, o periodo e as
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condi¢cdes de incubacdo, bem como as avaliagdes foram realizadas, como
descrito no item 2.1.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,01), conforme Banzatto e Kronka
(2006).

2.3 Avaliacao de diferentes concentragcées dos Oleos essenciais no

desenvolvimento da lesdao de antracnhose, em maracuja-amarelo

O ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado e
esquema fatorial 5x3+1, onde foram utilizadas cinco concentra¢des (0, 2, 4,
6, e 8pL.mL'1) dos Oleos essenciais de trés plantas medicinais [Lippia
sidoides Cham., Cymbopogon citratus (DC) Stapf. e Ocimum gratissimum L.),
mais o tratamento com fungicida Folicur 200 EC (100mL.100L'1), com cinco
repeticdes. A testemunha constitui-se no tratamento com agua destilada
estéril. As concentragcbes dos Oleos essenciais foram obtidas conforme
descrito no item 2.2 do capitulo 2.

Os frutos sadios de maracujazeiro-amarelo utilizados foram colhidos,
quando apresentavam a casca totalmente amarela e sem perda de volume.
Os frutos foram desinfestados conforme descrito no item 2.1. Apéds a
inoculacdo, os frutos foram submetidos a camara Umida, por 24 horas e
incubados da mesma forma, como descrito no item 2.1.

Decorrido esse periodo, procedeu-se, entdo, aos tratamentos dos
frutos pela imersao, durante dois minutos, em béqueres de vidro de 500mL,
com um volume da solugao de 6leo de cada tratamento, suficiente para cobri-
los completamente e sob agitacdo constante. Apos o tratamento, os frutos
forma levados a camara Umida e permaneceram por mais 48 horas.
Posteriormente, continuaram incubados por mais cinco dias, até o periodo de
avaliacao.

As avaliagbes foram realizadas dez dias apés a inoculagdo com o
fungo determinando-se o didmetro das lesées nos dois sentidos opostos, com
0 auxilio de paquimetro. Calcularam-se as médias do desenvolvimento da

leséo por fruto.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e, posteriormente,
quando qualitativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05) e, quando quantitativos, por regressao polinomial (p<0,01),

conforme Banzatto e Kronka (2006).

2.4 Anadlise cromatografica dos Odleos essenciais obtida das plantas
(Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Ocimum gratissimum)

As analises cromatograficas dos éleos essenciais foram realizadas no
Laboratorio de Analise e Sintese de Agroquimicos da Universidade Federal
de Vicosa. A analise consistiu na identificacdo e na quantificagdo dos
componentes do 6leo essencial por cromatografia gasosa, acoplada com
espectrometria de massas (CG-EM), de acordo com a metodologia descrita
por Adams (1995).

Os Oleos essenciais foram extraidos por arraste por vapor de agua,
utilizando-se o destilador piloto (Linax®, modelo D20). As plantas foram
escolhidas a partir da selegdo em dois outros estudos (SILVA et al., 2009;
SOUZA JUNIOR et al., 2009). Para isso, coletaram-se 5kg de folhas de cada
espécie medicinal: alecrim-pimenta (Lippia sidoides), capim santo
(Cymbopogon citratus) e alfavaca cravo (Ocimum gratissimum), no periodo
da manha (07h30mim). No Laboratério de Plantas Medicinais do ICA, as
plantas foram acondicionadas no destilador, para a extracdo do éleo
essencial, durante 3 horas. Apds esse processo, 0 6leo foi separado do
hidrolato, por partigao liquido-liquido e retirado com micropipeta, sendo o éleo
armazenado em frasco ambar envolto com papel aluminio, mantendo-o sobre
refrigeracéo (5°C).

Amostras (2,0mg) dos 6leos foram pesadas em um vial para a
derivatizacao (préprio para este processo) e, em seguida, dissolvidas em
60uL de piridina e 100uL de BSTFA ((N,O-bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida)
contendo 44,1% de clorotrimetilsilano. A mistura reacional foi aquecida a
70°C, por 30min, em banho-maria. Da solugéo obtida, apenas 1yL foi injetado

no CG-EM, sendo o procedimento realizado em triplicata.
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As andlises foram realizadas no aparelho CG-EM PQ5050A, da marca
Shimadzu, utilizando-se coluna capilar de silica fundida DB-5 (5% de difenil e
95% dimetilsiloxano), com 30m de comprimento, 0,25mm de diametro
interno, filme de 0,25um e hélio como gas de arraste. As condigcbes
cromatograficas foram as seguintes: a temperatura do injetor foi de 290°C,
iniciando com 80°C, por 5 minutos, aumentando de 80°C a 290°C, na razao
de 4°C/min. A temperatura final permaneceu em 290°C, por 40 minutos. A
temperatura do detector e da interface do sistema CG-EM foi de 290°C. O
detector de massas operou com ionizagdo por impacto de elétrons de 70 eV
e varredura de massas de 30 a 600 m/z (SILVERIO et al., 2008).

A identificacdo dos componentes dos Oleos foi realizada por
comparacao dos espectros de massas do banco de dados do aparelho (Wiley
330.000) com dados da literatura e também com injecdo de amostras de
substancias-padrao. Também foi utilizado o indice de Kovats, para a
confrmagdo da identificagdo dos compostos. A quantificacdo dos
componentes do 6leo essencial foi realizada em cromatdgrafo a gas com

detector, por ionizagdo em chamas (CG-FID).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Patogenicidade de diferentes isolados de Colletotrichum

gloeosporioides em frutos maduros de maracujazeiro-amarelo

Todos os isolados testados foram patogénicos, provocaram lesées nos
frutos do maracujazeiro-amarelo (TAB. 1). O isolado 1 foi o mais agressivo,
apresentando maior diametro médio das lesdes, seguido pelos isolados 2 e 3.
Os demais isolados (4, 5 e 6) nao diferiram entre si, quanto ao diametro das

lesbes nos frutos (TAB. 1).
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TABELA 1
Médias dos diametros das lesbes de antracnose, em frutos maduros de
maracujazeiro-amarelo, causadas pelos diferentes isolados de Colletotrichum

gloeosporioides
ISOLADOS DIAMETRO DAS LESOES
Iso 1 4,08 A
Iso 2 2,46 B
Iso 3 2,08 B
Iso 4 1,86 C
Iso 5 1,75 C
Iso 6 1,25 C
CV % 18,3

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade
Fonte: Elaborada pelo autor.

Andrade et al. (2007), -caracterizando 33 isolados de C.
gloeosporioides mamao, descreveram que todos foram patogénicos,
produzindo sintomas caracteristicos de antracnose aos nove dias apo6s a
inoculacdo. Além disso, houve variacdo no didmetro e na intensidade das
lesbes formadas, indicando niveis diferentes de agressividade entre os
isolados, assemelhando-se aos resultados observados nesta pesquisa.

Pereira et al. (2006) observaram que essas diferengcas de
agressividade entre os isolados podem ser explicadas por fatores externos,
como as diferengas edafocliméticas das regibes de onde procederam os
isolados, ou internos, em que uma espécie difere de outra e um isolado
dentro da mesma espécie difere de outro, devido a sua composi¢éo genética.
Para Almeida e Coélho (2007), a demonstracao da existéncia de isolados de
Colletotrichum spp. com maior agressividade que outros constitui informacao
importante para que sejam usados os de maior agressividade em programas

de selecao de maracujazeiro, visando a resisténcia a antracnose.
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3.2 Métodos de inoculacdao de Colletotrichum gloeosporioides, em

frutos verdes e maduros

Houve efeito significativo da interacao estadio de maturagcéao dos frutos
versus métodos de inoculagdo. Os frutos maduros apresentaram maior
didmetro das lesdes, quando foram inoculados com a suspenséo de conidios,
diferindo-se dos frutos verdes (TAB. 2). Entretanto, quando se utilizou o disco
de micélio, ndo se observou diferenca no didmetro das lesdes nos frutos

maduros e verdes.

TABELA 2
Médias dos diametros das lesbes de antracnose, em frutos de maracujazeiro-
amarelo, resultantes da inoculacdo de Colletotrichum gloeosporioides em
frutos com diferentes estadios de maturagao, utilizando-se duas metodologias
de inoculacao

METODOS DE INOCULAGAO
FRUTOS Suiﬂﬁ?:iii de Disco de micélio
Maduros 4,17 Aa 2,08 Ab
Verdes 2,08 Ba 1,58 Aa
Testemunha 0,00 Ca 0,00 Ba
CV % 24,5

Nota: Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e
mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade
Fonte: Elaborada pelo autor.

A doenga se progrediu rapidamente nos frutos maduros, quando
inoculados com suspensao de conidios, entretanto, para o disco de micélio,
nao ocorreu 0 mesmo comportamento. O didmetro das lesGes é semelhante
para os dois tipos de frutos até o quinto dia ap6s a inoculagao, porém, a partir
dai, houve paralisagédo do crescimento do fungo nos frutos verdes, quando
inoculados pelos dois métodos, corroborando com Pessoa et al. (2007), que
observaram que bananas (Musa spp.), em estddio de maturacdo mais
elevado, foram altamente suscetiveis a infecgdo por Colletotrichum musae,
enquanto os frutos verdes apresentam maior resisténcia a infec¢do. Oliveira

et al. (2008), ao investigarem o efeito do estadio de maturagao, do tipo de
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inbculo e do local de inoculagcdo de Lasiodiplodia theobromae e de
Fusicoccum parvum, na severidade da podriddo em manga, concluiram que,
independente do método de inoculagédo, as lesdes apresentaram diametros
crescentes, a medida que o estadio de maturagdo avancgava.

De acordo com Moreira (2005), os riscos que conduzem os frutos a
podriddo, sdo maiores nos estagios finais, coincidentes com a fase de
maturagdo dos frutos, que, nos estégios iniciais do ciclo da cultura, isso
ocorre, devido aos frutos maduros apresentam maiores teores de agucares,
disponiveis para o fungo, permitindo desenvolvimento dos patégenos
(GOMES, 2008). Ja quando o fruto esta imaturo, o fungo penetra e emite
uma hifa subcuticular, entretanto ndo se desenvolve, devido as condigbes
adversas do fruto (DICKMAN; ALVAREZ, 1983), como a presencga de taninos
e outras substancias toxicas (BRUTON, 1994; LOPEZ, 2001), a presenga de
fitoalexinas (CHITARRA; CHITARRA, 1990). Além disso, os requerimentos
nutricionais do patégeno sdao comprometidos, devido a composi¢éo dos frutos
imaturos, sendo o requerimento de energia para o fungo atendido somente
apdés o amadurecimento. QOutro fato importante € o potencial enzimatico do
fungo ser insuficiente para invadir o fruto imaturo (BRUTON, 1994).

Na literatura, ha resultados controversos sobre o melhor método de
inoculagdo de C. gloeosporioides em frutos. Como observado nesta
pesquisa, Gomes (2008), avaliando diferentes métodos de inoculagédo de C.
gloeosporioides em frutos de mamé&o, em diferentes estadios de maturacao,
encontrou maior didmetro das lesdes de antracnose nos frutos com 25 e 50%
da casca amarela, feridos com agulhas em cinco pontos equidistantes e
inoculados com suspensado de conidios. Segundo Alves (2009), o uso do
método de inoculagao, por suspensao de conidios apresenta a vantagem de
padronizacdo da quantidade de inéculo depositada sobre a superficie do
hospedeiro, 0 que também foi observado nesta pesquisa. Por outro lado,
Silva (2005), avaliando a agressividade de C. gloeosporioides em manga, em
mamao, em maracuja e em goiaba, na pés-colheita, obteve maiores
didmetros das lesdes com, a inoculagdo com disco de micélio do patdgeno,

em frutos maduros de cada espécie.
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3.3 Avaliacao de diferentes concentracoes dos Oleos essenciais, no

desenvolvimento da lesao de antracnose em maracuja-amarelo

Com relagdo ao tratamento dos frutos, houve o efeito significativo da
interagdo concentragdo versus espécie. As concentragdes influenciaram o
desenvolvimento da antracnose nos frutos, ajustando-se a equagédo do
modelo linear. Observa-se um decréscimo no didmetro das lesoes, a medida
que se aumentam as concentracdes dos 6leos testados (GRAF. 1). O 6leo
essencial de C. citratus proporcionou o menor didmetro das lesdes da
doenca, até a concentracdo de 6uL.mL”, diferindo-se dos demais. Os 6leos
de L. sidoides e de O. gratissimum nao diferiram estatisticamente entre si em
todas as concentragOes testadas. Na concentracdo de 8uL.mL", todos os
Oleos testados inibiram, completamente, o desenvolvimento do fungo e,
consequentemente, o surgimento das lesées da doenga. Nos frutos onde se

utilizou o fungicida, ndo houve aparecimento dos sintomas da doenca.
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GRAFICO 1 - Diametro das lesdes de antracnose em frutos de

maracujazeiro-amarelo, em funcao das concentragoes dos 6leos
essenciais de Lippia sidoides, de Cymbopogon citratus e de
Ocimum gratissimum

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Independente da concentragdo usada, o éleo de C. citratus foi o que
mais reduziu as lesdes provocadas pelo patdgeno e ja na concentragao de
6uL.mL-1, ndo se observou o aparecimento da doenca. Os o6leos de L.
sidoides e de O. gratissimum reduziram o di@metro, a medida que se
aumentavam as concentracoes, porém a reducao foi pequena em relagdo ao
6leo de C. citratus.

Anaruma et al. (2010), testando 6leos essenciais de 28 plantas no
controle do C. gloeosporioides, concluiram que o éleo de C. citratus foi tao
eficiente quanto o fungicida imidazole, ja nas primeiras concentragdes,
destacando-se dos demais no controle da antracnose do maracujazeiro, sem
causar disturbios fisiolégicos, o que também foi observado nesta pesquisa.
Isso demonstra o potencial dessa planta no controle pés-colheita de fungos
fitopatogénicos. Ainda, segundo esses autores, pelo fato de o C. citratus
apresentar um bom rendimento de 6leo essencial, favorece a sua utilizagdo
no controle pés-colheita de patégenos.

Carnelossi et al. (2009), testando éleos essenciais no controle pds-
colheita de C. gloeosporioides em mamao, encontraram a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) para os frutos tratados e inoculados
imediatamente. A menor AACPD foi verificada no tratamento com C. citratus,
Eucalyptus citriodora, demonstrando que a doencga foi menos severa, quando
os frutos foram tratados com esses 6leos. Ja para o progresso da doenga dos
frutos tratados e inoculados apés 24h, a menor AACPD foi observada no
tratamento com C. citratus.

Bastos e Albuquerque (2004), avaliando o efeito do 6leo de Piper
aduncum no controle em pods-colheita do C. musae em banana, concluiram
que o controle da doenca foi obtido com o éleo a 1,0%, controlando o
patégeno semelhante ao controle quimico.

Na literatura, sdo escassos trabalhos com o uso de L. sidoides e O.
gratissimum em tratamentos pds-colheita de frutas. Um dos trabalhos
existentes é o de Gadelha et al. (2003), testando defensivos naturais no
tratamento pés-colheita de pedunculo de meldo. Esses autores encontraram
melhores resultados na prevengdo da proliferacdo de fungos, com uma
mistura de O6leos essenciais, entre eles, o 6leo de L. sidoides e O.
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gratissimum. A medida que se aumentava a concentracdo dos 6leos, ocorreu
a reducao nessa proliferagéao.

Oleos essenciais de outras plantas também ja foram testados no
controle pés-colheita de patégenos. Molina et al. (2010), avaliando o efeito
inibitério de dleos essenciais de Citrus aurantifolia (0,14%) e Thymus vulgaris
(0,15%), no controle de C. gloeosporioides e Rhizopus stolonifer em frutos de
mamao, observaram redugdo de 50 e 40% na incidéncia dos dois patégenos,
respectivamente.

O efeito dos éleos no controle de patégenos pode estar ligado a
composigao quimica desses 6leos. Assim, pois Svircev et al. (2007), testando
timol no tratamento pés-colheita de ameixas, visando ao controle de Monilinia
fructicola, encontraram redugdo de 50% na viabilidade dos esporos
inoculados nos frutos. Valero et al. (2006) observaram redugéo de 50% na
podriddo em uva, também com o uso do timol. Klieber et al (2002),
pesquisando o efeito do citral no controle de Penicillium digitatum, P. italicum
e Geotrichum candidum, conseguiram inibir, completamente o aparecimento
desses fungos em citrus. Amiri et al. (2008) conseguiram redugédo de até 90%
na incidéncia de quatro patégenos poés-colheita de duas cultivares de macgas

tratadas com diferentes formulagdes de eugenol.

3.4 Anadlise cromatografica dos Odleos essenciais obtida das plantas
(Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Ocimum gratissimum)

Foram detectados 24 compostos no éleo essencial do L. sidoides (FIG.
1). Dentre eles, destacam-se o timol (30,24%), o benzeno (14,49%), o trans-
beta-cariofileno (11,82%), o borneol (11,38%), o metil timil éter (8,32%) e ©
gama-terpineno (8,05%). Os principais constituintes do 6leo de C. citratus
foram; os isbmeros E-citral (43,69%) e Z-citral (34,05%), o beta-mirceno
(15,11%), o trans-beta-cariofileno (4,19%), entre outros. Para o 4leo
essencial de O. gratissimum, o eugenol foi o constituinte quimico com
predominio (92,89%), seguido pelo beta-bisaboleno (5,92%) (TAB. 3).
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FIGURA 1 - Perfis cromatograficos dos éleos essenciais:
(A) Lippia Sidoides
(B) Cymbopogon citratus
(C) Ocimum gratissimum

Fonte: Elaborada pelo autor.
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TABELA 3
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Quantificagao e identificagdo dos componentes quimicos presentes nos 6leos
essenciais de Lippia sidoides, de Cymbopogon citratus e de Ocimum

gratissimum
Lippia Cymbopogo Ocimum
Pico RT* Col:?r[r)]?cs;o sidoides ncitratus | gratissimum
a (%) (%) (%)
1 9,35 Felandreno 0,07 _ _
2 9,48  Alfa-pineno 1,92 _ _
3 10,08 Canfeno 3,76 _
4 12,50 Beta-mirceno 0,94 15,11 _
5 13,46  Alfa-terpineno 1,16 _ _
6 13,83 Benzeno 14,49 L L
7 15,56 Gama-terpineno 8,05 . .
8 20,93 Borneol 11,38 0,42 .
9 24,33  Metil timil éter 8,32 o
10 24,93 Z-citral . 34,05 .
11 26,43 E-citral . 43,69 .
12 Acetato de
26,75 bornila 1,14 L L
13 27,95 Timol 30,24 .
14 30,47 Eugenol o _ 92,89
15 30,56  Alfa-cubebeno 0,29 _ _
16 31,37 Beta-elemeno 0,16 _ _
17 32,46  Trans-Cariofileno L . 0,81
18 32,50 Tra_ns_—beta- 11,82 419 B
cariofileno
19 33,25 Alfa- 0,23 0,17 B
bergamoteno
20 34,00 Alfa-humuleno 1,03 0,33 .
21 35.05 Alfa-amorfeno 0,14 _ _
22 35,25 Germacreno-D o _ 0,38
23 35,28 Germacrelno 145 0,65 B
D/alfa-gurjuneno
24 35,49 Beta-selineno 0,22 L L
25 35,76  Valenceno 0,18 L L
26 35,88 Germacreno B 0,83 o o
27 36,60 Beta-Bisaboleno . 5,92
28 36,82 Alfa-panasiseno 0,68 . .
29 37,11 Delta-cadineno 0,51 . .
30 39,64 Oxido de
o 0,99 o o
cariofileno

Nota: * Tempo de Retengéo
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Craveiro et al. (1981) também relatam o timol (60%) como principal
constituinte do 6leo de L. sidoides, valor bem acima do encontrado na
presente pesquisa, indicando que ha quimidtipos na espécie: ja para o Trans-
beta-cariofileno (10%), os valores sdo préximos aos observados nesta
pesquisa. Craveiro et al. (1981), trabalhando com o 64leo essencial de C.
citratus, identificaram alto teor de citral (80%) e mirceno (16%), 0 que
também foi observado nesta pesquisa. Entretanto Pereira et al. (2008), em
estudo com a mesma espécie, observaram o neral (40,2%), geranial (31,8%),
que, isomericamente, formam o citral, o mirceno (19,7%), o neo-mentol (1,1),
o0 acetato de linalila (0,4%), o Z-ocimeno (1,1%) e o E-ocimeno (1,4%).
Franco et al. (2007), avaliando a composicdao quimica do Oleo de O.
gratissimum, observaram também o predominio de eugenol, entretanto com
percentual bastante inferior (57,82%) ao observado nesta pesquisa. Algumas
variagoes justificam-se em razdo da época de plantio, do tipo de solo, do
clima, dos aspectos genéticos da planta, além do método de extragdo do
6leo.
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4 CONCLUSAO

Nos frutos maduros inoculados com suspensao de conidios, o fungo se
desenvolve mais rapido, quando comparados com frutos verdes.

O isolado 1 é o mais agressivo, quando inoculado nos frutos de
maracujazeiro-amarelo.

Os componentes majoritarios nos Oleos de Lippia sidoides, de
Cymbopogon citratus e de Ocimum gratissimum sao: timol, citral e eugenol,
respectivamente.

O ébleo essencial de Cymbopogon citratus apresenta o maior efeito

fungicida no controle do Colletotrichum gloeosporioides nos frutos. Os 6leos
de Lippia sidoides e de Ocimum gratissimum sao eficientes em
concentracdes maiores que 8uL.mL™.
O dleo essencial de Cymbopogon citratus, na concentragao de 6uL.mL'1 e 0s
Oleos de Lippia sidoides e Ocimum gratissimum, na concentragdo de 8uL.mL’
' sd0 tao eficientes no controle pés-colheita do patdogeno quanto o fungicida
tebuconazol.
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