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RESUMO

CAETANO, ALICIONON DE OLIVEIRA. Atividade antifungica de 6leos essenciais sobre
Colletotrichum gloeosporioides e Botrytis cinerea 2020. 50 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Fitotecnia) — Instituto de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, Minas Gerais.

As plantas aromaticas produzem compostos bioativos capazes de serem usados
como medicamentos, anti-inflamatorios, antimicrobianos dentre outros. Os 6leos essenciais
(OE) podem ser uma opg¢ao no controle alternativo, apresentando como vantagem a nao
contamina¢do do ambiente, além de oferecer menor risco a saide animal e humana. O
patogeno Colletotrichum gloeosporioides tem uma ampla distribuicdo mundial e alta
capacidade destrutiva, estando entre os dez principais causadores de doengas em culturas de
grande expressdo econdmica. No Brasil, sdo descritas 59 espécies desse fungo causando
doengas como a antracnose em culturas como leguminosas, cereais, hortalicas e culturas
perenes. A espécie Botrytis cinerea, ¢ responsavel por causar o mofo-cinzento, tanto pré
quanto p6s colheita. No Brasil, o fungo causa danos em diversas partes vegetais como ramos,
flores e frutos em diversas culturas como morango, uva, magd, pimenta e ornamentais.
Objetiva-se avaliar o efeito de OEs de Lippia alba (erva-cidreira-brasileira), Croton
grewioides (canelinha), Croton tetradenius (velandinho), Varronia curassavica (erva-
baleeira) e Ocimum basilicum (manjericdo) sobre o crescimento, in vitro, de fungos
fitopatogénicos necrotroficos (C. gloeosporioides e B. cinerea). O experimento foi conduzido
em delineamento experimental inteiramente casualizado, testando quatro doses (1, 10, 50 e
100 mg/L), 32 tratamentos para C. gloeosporioides ¢ 30 para B. cinerea, uma testemunha
adicional e um fungicida padrdo (Score Flexi® Propiconazol+Difeconazol - Syngenta) em
quatro repeti¢des. Foram adicionados discos de micélio de 0,5 cm nas placas de Petri em
contato com OE. Os didmetros foram mensurados em dire¢des diametralmente opostas,
obtendo-se as médias e porcentagens de inibicdo. Foram assim, submetidos a andlise de
variancia e comparacio das médias pelo teste Tukey a 5%, em R-Project®. Utilizando o OE de
L. alba e O.basilicum (acesso Red Rubin, Dark Opal, Edwinia), obteve-se de 40 a 50% de
inibicdo do crescimento funginco em ambos os patdgenos testados. Dentre os acessos de
manjericdo testadas, Dark Opal e Elidia, e de V. curassavica inibiram em cerca de 50% do
crescimento de B. cinerea. Dessa forma, os 0leos com maiores porcentagens de inibi¢cdo

podem ser alternativas no controle da antracnose e do mofo-cinzento em intimeros cultivos.

Palavras-chave: Fungos necrotréficos. Inibi¢do micelial. Controle alternativo.



ABSTRACT

CAETANO, OLIVEIRA ALICIONON. Antifungal activity of essential oils on
Colletotrichum gloeosporioides and Botrytis cinerea. 2020. 50 1. Dissertation (Master’s
Degree in Agronomy / Crop Science) - Institute of Agricultural Sciences, Federal University
of Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais.

Aromatic plants are bioactive compounds capable of being used as medicines,
anti-inflammatory, antimicrobial and others. Essential oils (EO) can be an alternative control
option, with the advantage of not contaminating the environment, in addition to offering less
risk to animal and human health. The pathogen Colletotrichum gloeosporioides has a wide
distribution worldwide and high destructive capacity, feeding among the ten main causes of
diseases in cultures of great economic expression. In Brazil, there are 59 species of this
fungus that cause disease such as anthracnose in crops such as cereals, vegetables and
perennial crops. Botrytis cinerea is responsible for causing gray mold, both pre and post
harvest. In Brazil, the fungus causes damage in several plant parts such as branches, flowers
and fruits in different cultures such as strawberries, grapes, apples, pepper and ornamentals.
The objective is to evaluate the effect of EOs of Lippia alba (erva-cidreira-brasileira), Croton
growioides (canelinha), Croton tetradenius (velandinho), Varronia curassavica (erva-
baleeira) and Ocimum basilicum (basil or manjericdo) on growth, in vitro, of necrotrophic
phytopathogenic fungi (C. gloeosporioides and B. cinerea). The experiment was conducted in
a completely randomized design, testing four doses (1, 10, 50 and 100 mg/L), 32 treatments
for C. gloeosporioides and 30 for B. cinerea, an additional control and a standard fungicide
(Score Flexi® Propiconazole + Difeconazole - Syngenta) in four replications. Mycelium of 0.5
cm were defeated in Petri dishes, in contact with EO. The diameters were measured in
diametrically opposite separation, obtaining the averages and percentages of inhibition. Thus,
they were decomposed to analysis of variance and comparison of means by the Tukey test at
5%, in R-Project®. Using L. alba and O. basilicum EO (access Red Rubin, Dark Opal,
Edwinia), 40 to 50% inhibition of fungal growth was obtained in both tested pathogens.
Among the tested basil accessions, Dark Opal and Elidia, and V. curassavica inhibited about
50% of the growth of B. cinerea. Thus, oils with higher percentages of inhibition can be

alternatives in the control of anthracnose and gray mold in several crops.

Keywords: Necrotrophic fungi. Mycelial inhibition. Alternative control.
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1 INTRODUCAO GERAL

A demanda de produgdo de alimentos, inclusive alimentos naturais e seguros que
utilizam menos conservantes tem sido cada dia maior. Isso deve-se ao fato de tendéncias de
estilos de vida mais saudaveis e preocupacdes com a sustentabilidade ambiental (ZHANG et
al., 2016). Diante de todos os fatores que reduzem a produ¢do de alimentos, doengas fingicas
tém um grande impacto na agricultura por ser destrutivo e que afeta a producdo de alimento
(ALVES et al., 2018). A procura por métodos alternativos vidveis e eficientes de controle de
fungos fitopatogénicos vem aumento de acordo com tal demanda de alimento pela populagdo
(CARRER et al., 2010; DINIZ et al, 2008; MARCHESE et al., 2016).

O controle de fungos fitopatogénicos tem sido considerado como um dos maiores
desafios para a agricultura ao longo dos anos, apesar do uso eficaz de fungicidas sintéticos,
sua continua aplicagdo gera diversas consequéncias para o meio ambiente e a saide humana,
incluindo a contaminacdo de superficie e subterraneas (FERNANDES-NETO; SARCINELLI,
2009) e o surgimento de populacdes de patdogenos resistentes a estes produtos (FONSECA et
al.,, 2015; SOYLU et al.,, 2010; TATEISHI et al., 2014). Muitas plantas medicinais e
aromaticos tém propriedades antimicrobianas, maior biodegradabilidade e, portanto, sdo
considerados menos prejudiciais para o ambiente (OOTANI et al.,, 2011), podendo ser
utilizadas em sistemas organicos como método alternativo no controle de diversos patogenos
(CIMANGA et al., 2002; VENZON et al., 2006).

Neste contexto, avalia-se a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais (OEs) de
quatro acessos de Lippia alba (erva-cidreira-brasileira), dois de Croton grewioides
(canelinha), vinte e quatro de Ocimum basilicum (manjericao), dois de Croton grewioides
(velandinho) e quatro de Varronia curassavica (erva-baleeira), oriundos da regido Nordeste
do Brasil, sobre dois microrganismos fitopatogénicos necrotroficos, Colletotrichum
gloeosporioides e Botrytis cinerea, com a finalidade de determinar sua eficiéncia na inibigao
do crescimento micelial em baixas concentragdes. A avaliacdo sobre os fitopatdgenos
justifica-se pela obtencdo de um panorama de potencial utilizagdo de meios naturais em
relacdo a ag¢@o antimicrobiana. Na busca de novos compostos, os OEs que apresentarem os
maiores valores na inibicdo do crescimento micelial e em menores doses, poderdo ser
recomendados para a prospeccdo de novos produtos alternativos para o controle de

Colletotrichum gloeosporioides e Botrytis cinerea.
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2 OBJETIVOS

1.1  OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de o6leos essenciais de erva-cidreira-brasileira (Lippia alba),
canelinha (Croton grewioidess), velandinho (Croton tetradenius), erva-beleeira (Varronia
curassavica) e manjericao (Ocimum basilicum), oriundas da Universidade Federal do Sergipe,
quanto a inibi¢do do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides e Botrytis cinerea, in

vitro.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o efeito de inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides

utilizando extrato vegetal de L. alba, C. grewioidess, C. tetradenius e O. basilicum, in vitro.

- Avaliar o efeito de inibi¢do do crescimento micelial de Botrytis cinerea
utilizando extrato vegetal de L. alba, C. grewioidess, C. tetradenius, V. curassavica e O.

basilicum, in vitro.

- Verificar o potencial antifingico dos 0leos essenciais de diferentes acessos de

Lippia alba, C. grewioidess, C. tetradenius, V. curassavica e O. basilicum.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

O surgimento de diversas espécies fitopatogénicas resistentes aos antifungicos e
antibidticos convencionais, fez com que houvesse um maior interesse no estudo dos OEs,
além disso, o uso de antioxidantes sintéticos levou a carcinogenicidade, que
consequentemente surgiu a necessidade em restringir e substituir a utilizacdo de produtos
quimicos por aditivos naturais com capacidade antioxidante (FILIP et al., 2016; RAUHA et
al., 2000; VALERIANO et al., 2012).

As substancias naturais obtidas de OEs e extratos vegetais podem ser uma opg¢ao
na busca pelo controle alternativo, pois apresentam como vantagem a ndo contaminagao
ambiental e oferece menor risco a satide animal e humana (SILVA, 2018). Os OEs sdo
produzidos por meio de vias metabolicas secundarias das plantas e compreendem misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, que ocorrem
em estruturas secretoras especializadas das plantas. Na natureza, estes produtos sao
importantes para a protecdo das plantas, pois t€m acdo antibacteriana, antifungica, inseticidas
e contra a predagdo de herbivoros, das quais podem atrair insetos que favorecem a dispersao
de polens e sementes, e repelir aqueles indesejaveis (SIMOES; SPITZER, 2004).

Os OEs sao misturas complexas de varias substancias, do qual sua atividade
antiflingica desses oleos pode estar relacionada com a presenga de uma unica substancia ou
um conjunto delas. A a¢do em microrganismos pode estar ligada as diferengas na composi¢ao
quimica (compostos principais ou majoritarios) de cada um, e ainda relatam que leveduras e
fungos sdo inibidos por 6leos ricos em fenois, aldeidos e alcoois (SACCHETTI et al., 2005).

A diferenca na composi¢do dos OEs, podem estar relacionadas com a fisiologia da
planta, na qual a sua composi¢do e o seu rendimento dependem de enzimas especificas que
catalisam a formagao de compostos volateis em um 6rgdo. Desse modo, a fase de crescimento e
estresses abioticos da planta, como a temperatura, a salinidade do solo e a umidade do ar do
ambiente, ou até mesmo ataque de pragas, doencas e constituigdo genética podem alterar a
composi¢do dos OEs (GOBBO-NETO; LOPES, 2007, SANGWAN et al., 2001;). A
composi¢ao quimica, assim como os grupos funcionais dos 6leos, tem um importante papel na
atividade antimicrobiana, do qual pode ser potencializada. Ainda, ¢ possivel ressaltar que as

substancias majoritarias encontradas nos OEs, nem sempre sdo 0os componentes responsaveis
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pelas principais propriedades que estes demonstram (BANDONI; CZEPAK, 2008). Alguns
compostos majoritarios podem ter seu acimulo alterado em fun¢do do ritmo circadiano, ou
seja, variagdes que ocorrem ao longo do dia (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Os OEs afetam a integridade da membrana plasmatica das células bacterianas e
fingicas, ocasionando a inativagdo de respostas fisioldgicas via transdugdo do fluxo
intracelular pelas interagdes dos terpenoides com a membrana plasmatica (KOMBRINK et
al.,1995). A agdo e seus componentes, quando em contato com os microrganismos, provoca
um aumento da permeabilidade celular, resultando na vazao dos seus constituintes (PIPER et
al., 2001). A interagdo dos terpenos possibilita a alteracdo da permeabilidade i6nica e fluxos
através da membrana plasmatica, permitindo a reagdo oxidativa nos sistemas de células
vegetais ap6s tratamentos elicitores (NURNBERGER et al., 1994).

Além disso, os compostos presentes os OEs, apresentam potencial de atuar
diretamente sobre o patogeno alterando a permeabilidade transmembrana de suas células,
reduzindo a sintese de ATP e, principalmente, por ocasionar danos no DNA e nas membranas

das mitocondrias (BAKKALI et al., 2008).

3.2 COMPOSICAO QUIMICA

A exploracao da atividade bioldgica de compostos derivados do metabolismo
secundarios das plantas como alcaldides, terpendides e derivados de fenilpropanoides,
presentes no extrato bruto ou em 6leos essenciais de plantas pode se constituir em uma forma
efetiva de controle de doencas em plantas cultivadas (SILVA et al., 2005). Os OEs sao
extraidos de partes de plantas pelo método de destilacdo por arraste de vapor d’agua,
prensagem a frio, hidrodestilagdo entre outros. Seus componentes sdo complexos e variaveis,
destacando-se os de baixo peso molecular (monoterpenos com dez carbonos e sesquiterpenos,
com quinze carbonos) (FRANZ, 2010; SIMOES et al., 2004), e os fenilpropandides
(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDANOVALES, 2012).

Estes compostos possuem eficiéncia comprovada no controle de diversas doencas
em intmeras culturas, visto que contém componentes capazes de desempenhar importantes
fungdes na interacdo patdgeno-hospedeiro por agdo bactericida (VIGO-SCHULTZ, 2006),
fungitoxica ou indugdo de respostas de defesa da planta através da produgao de fitoalexinas,

aumento da atividade das proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) e da sintese de outros
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compostos bioquimicos e estruturais de defesa da planta (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004;
MAZARO et al., 2008; PEREIRA, 2008).

As fitoalexinas sdo metabolitos secundarios, antimicrobianos, de baixo peso
molecular e produzido pelas plantas em resposta a estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos,
sendo capazes de impedir ou reduzir a atividade de agentes patogénicos (PURKAYASTHA,
1995). O modo de acdo das fitoalexinas sobre patdgenos inclui granualacdo citoplasmatica e
inibicao de enzimas fingicas. Esses efeitos refletem-se na inibigdo da germinagao e elongagao
do tubo germinativo e redugdo ou inibi¢do do crescimento micelial (LO et al., 1996), além de
reduzir a esporulacdo e a germinacdo dos esporos (PIATI et al., 2017).

Por sua vez, os terpenos sdo substincias presentes tanto em plantas como em
animais, sdo descritos como possuidores de uma diversidade consideravel de propriedades
bioldgicas incluindo a a¢do antimicrobiana, fungicida, antiviral, anti-hiperglicémica, anti-
inflamatoria e atividade antiparasitaria. Os monoterpenos, importantes constituintes dos OEs,
sdo altamente volateis e facilmente arrastados pelo vapor de agua livres de outros
componentes, sendo utilizados por suas caracteristicas organolépticas marcantes (PADUCH et
al., 2007).

As propriedades biologicas dos OEs, estdo diretamente ligadas a sua composicao,
tornando-as diferentes em cada tipo de planta ou cultivar, como o 6leo de pitanga [Eugenia
uniflora (L.)], guagatonga [Casearia sylvestris (Sw.)] e melaleuca [Melaleuca alternifolia
(Ch.)], que apresentaram compostos principais antimicrobianos como o furanodieno (17,9%)
e o linalol (5,76%); o cariofileno (86,6%) e o pineno (2%), no 6leo de guagatonga; o cineol
(36%), o limoneno (4%) e o pineno (6%), no 6leo de melaleuca (FERREIRA et al., 2011;
JESUS et al., 2015).

As espécies de erva-cidreira-brasileira [Lippia alba (Mill.)], possuem crescimento
em forma de arbustos aromaticos pertencentes a familia Verbenaceae. Seus extratos vegetais
tém sido estudados como agente antimicrobiano, analgésica, anti-inflamatoria, anti-oxidante e
repelente (PEIXOTO et al., 2018). Os monoterpenos carvona e citral destacam-se entre os
compostos quimicos contidos nos OEs de erva-cidreira-brasileira. Peixoto et al. (2018),
avaliaram quatro acessos de L. alba e concluiram que os enantidmeros carvona e citral foram
eficazes no controle micelial de Lasiodiplodia theobromae (Patt.), Fusarium pallidoroseum
(Cooke) Sacc. e Fusarium solani (Mart.) Sacc.

A carvona tem sido utilizado nas industrias alimentar e farmacéutica com seus

principios e a¢des de inibi¢do de fungos e microoganismos, assim como o composto citral que
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¢ uma mistura de dois aldeidos aciclicos monoterpeno isoméricas: geranial (trans-citral, citral
A) e neral (cis-citral, citral-B) (CARVALHO; FONSECA, 2006; MA et al., 2015).

A familia Euphorbiaceae ¢ a sexta maior familia de vegetais do mundo, possuindo
importancia econdOmica especialmente na alimentacdo humana, produgao de latex e 6leos. O
género Croton ¢ um dos maiores gé€neros dessa familia. Muitas espécies apresentam uso
reconhecido na medicina popular por serem utilizadas contra inflamagdes, problemas
gastricos e intestinais, febre, cancer e outras doencas (TRINDADE; LAMEIRA, 2014). O
género ¢ composto por diversas espécies, entre elas: Croton zehntneri, Croton
argyrophylloides, Croton nepetaefolius, Croton sonderianus, Croton argyrophyllus, Croton
linearifolius, Croton heliotropypholius, Croton triqueter, Croton tetradenius, entre outras,
encontradas no semiarido nordestino (OLIVEIRA, 2008).

A composi¢do quimica do OE de Crofon apresenta variagdes de fatores genéticos
ou ambientais, o que leva a diversificagdo e porcentagem de constituintes quimicos. No
entanto, alguns compostos sdo frequentemente encontratos como o linalol, eugenol, metil
eugenol, 1,8-cineol, canfora, germacreno D, a—felandreno, a-pineno, mirceno, o-humuleno,
anetol, o-elemeno, espatulenol, 6xido de cariofileno e metil farnesoato (ALMEIDA-
PEREIRA et al., 2017; CARVALHO et al., 2016).

Croton grewioides Baill. ou canelinha, é conhecido devido ao odor caracteristico
de suas flores, além de ser muito comum em locais do semi-arido brasileiro (SILVA; SALES;
TORRES, 2009). O OE obtido das folhas de C. grewioides (0,1%), obtiveram monoterpenos
(55,56%) e sesquiterpenos (44,44%), tendo como compostos majoritdrios 0 o-pipeno
(47,43%), sabieno (12,09%), limoneno (7,98%), biciclogermacreno (5,96%), trans-cariofileno
(5,51%) e germacreno D (4,96%) (MEDEIROS, 2012; MORAIS et al., 2006). Segundo
Fernandes (2016), o tricicleno foi o componente majoritario (24,81%), seguida do p-cimol
(13,11%), a-pineno (5,57%), canfeno (4,27%), limoneno (4,49%), B-mirceno (4,23%) e o y-
terpineno (3,19%).

Outra espécie que se destaca ¢ a Croton tetradenius Baill., espécie endémica do
bioma Caatinga, frequentemente encontrada nos estados do Nordeste. E popularmente
conhecida como velandinho, velaminho ou velame do campo (CARVALHO et al., 2016).
Muitas espécies do género apresentam uso reconhecido na medicina popular por serem
utilizadas contra inflamagdes, problemas gastricos e intestinais, febre, cancer e outras
doencas, do qual muitas delas tém se destacado por apresentar inimeras propriedades

farmacoldgicas comprovadas cientificamente (TRINDADE; LAMEIRA, 2014). O OE obtido
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de C. tetradenius apresentou como compostos majoritarios o trans-ascaridol (24,09%), p-
cimeno (22,29%), canfora (8,71%), 1,8-cineol (8,18%), podendo apresentar substincias
majoritarias diferentes em outras cultivares (OLIVEIRA, 2018).

O manjericao (Ocimum basilicum L.) pertence a familia Lamiaceae e ¢ originaria
do sudeste da Asia e da Africa Central. A espécie foi introduzida no Brasil por imigrantes
europeus e ocorre sub-espontaneamente em todo o pais (LORENZI; MATOS, 2008). Os OEs
desta planta, estdo relacionados principalmente as propriedades inseticidas, acaricidas,
bactericidas e antioxidantes (LI; CHANG, 2016). Segundo Couto et al. (2019), os principais
compostos das cultivares Edwina, Italian Large Leaf, Grecco a Palla, Large Leaf Italian (Isla)
e Italian Red Large Leaf consistem nas combinag¢des de linalol, 1,8-cineol e eugenol; as
cultivares Genovese e Green Globe, sdo constituidas majoritariamente de linalol, 1,8-cineol e
metil-chavicol; e a cultivar Dark Opal, possui linalol e 1,8-cineol, como compostos principais
de O. basilicum.

Segundo Oliveira et al. (2019), avaliando genétipos de O. basilicum em
Uberlandia/MG, o linalol prevaleceu como componente majoritdrio na maioria dos acessos
testados, no entanto os genotipos Ararat, Purple, Anise e Green Globe prevaleceu o
methylchavicol; para Sweet Dani, Mrs Burns e Lemoncine, o composto principal foi o
geraniale; e para o genotipo Napolitano foi encontrado maiores porcentagens de nerol em sua
composi¢do. Silva et al. (2003), contataram que o linalol (21,61%) ndo foi o componente
principal do 6leo. Em outros locais como no Norte da India, foram encontrados relatos de
metil-chavicol (56,1-89,7%) e linalol (1,0-33,7%), como os principais compostos
(KAKARAPARTHI et al., 2015). Eugenol (4,60%) e 1,8-cineol (4,04%) também foram
relatados na composicdo quimica de alguns gendtipos de O. basilicum da Africa
(TSHILANDA et al., 2016). No Ira, Sajjadi (2006) ao avaliar a composi¢do quimica de duas
cultivares (O. basilicum L. cv. purple and O. basilicum L. cv. green) e verificou o linalol
como o segundo componente majoritario (20,1%) para a cultivar roxo e sua auséncia na
verde. Segundo Blank et al. (2010), as populagdes de manjericdo apresentam variabilidade
entre as espécies, beneficiando os processos de melhoramento genético e a possibilidade de
serem transmitidas para as geracdes futuras. Os fatores ambientais e a produtividade ao longo
dos anos nao interferiram no teor de linalol nos OEs testados.

A Varronia curassavica (Jacq.) antigamente nomeada como Cordia verbenaceae
DC., pertencem a familia Cordiaceae e ocorrem naturalmente na América Central e do Sul.

Conhecida popularmente como erva-baleeira, no Brasil, ¢ encontrada em diferentes habitats

18



como na regido costeira, nas dunas costeiras do Mata Atlantica, em solos arenosos ou campos
rupestres (FALKENBERG, 2012). O OE ¢ extraido dos brotos e sdo utilizados na medicina
alternativa como anti-inflamatorio, anti-reumatico, analgésico e efeito cicatrizante (PASSOS
et al., 2007). O OE extraido de V. curassavica consiste em terpenoides, principalmente mono
e sesquiterpenos, no entanto, segundo Rolddo et al. (2008), as plantas pertencentes a este
género mostraram constituintes importantes, tais como flavondides, saponinas, triterpenos
glicosilados, alcaloides, xantinas, fendis, agliconas esteroidais, entre outros compostos.

Oliveira et al. (2020), analisando quimicamente a composi¢ao de OEs de 27
acessos de V. curassavica, encontraram como compostos principais o 7-ciclodeceno-1-ona, 7-
metil-3-metileno-10-(1-propil) (16,61-50,07%), a-pipeno (24,74-47,55%), ar-Turmerone em
(16,47-19,03%), (E)-Cariofileno (14,45 e 20,55%) e Shyobunol (22,46 e 24,18%), Tricicleno
(22,69%), Germacreno D-4-ol (29,42), Sabineno (26,96%) e ar-Curcumeno (21,98%).

As pesquisas sobre combinagdes de compostos principais fornecem informagdes
sobre as interagdes entre eles, além de auxiliar no desenvolvimento de formulagdes eficazes
com concentracdes padrdo. Diferentes interacdes entre os compostos majoritrios podem
resultar em sinergias, aditivos, ou efeitos antagonicos (KATIKI et al., 2017). Dessa forma, a
atividade resultante dessas combinagdes serd maior ou menor ou igual a observada para o

composto puro (COUTO et al., 2019).

33 PATOGENOS

As espécies do género Colletotrichum, sao classificados como fitopatdgenos
necrotroficos, e pertencem a subdivisdo Ascomycota, ordem Diaphortales, que na fase
teleomorfica corresponde ao fungo Glomerella cingulata (Stonem.). sdo fitopatdgenos
necrotroficos, sendo estes, causadores de importantes doencas nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (SILVA et al, 2006; WALLER 1992). Em razdo da sua ampla
distribuicao mundial, alta capacidade de destruigdo e importancia cientifica como modelo de
patossistema, o género encontra-se entre os dez principais fungos causadores de doencas em
culturas de grande expressdo econdmica como em leguminosas, cereais, hortalicas e culturas
perenes, incluindo diversas frutiferas, sendo capaz de infectar pelo menos 1.000 hospedeiros
(BERGAMIN-FILHO et al., 2018; DEAN et al., 2012; SERRA et al., 2008).

No Brasil foram registradas 59 espécies do género Colletotrichum sp., dentre eles

consta-se por exemplo o Colletotrichum andropogonis (F.), que foi encontrado infectando
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sorgo na regido de Sdo Paulo e Rio de Janeiro; tal como, Colletotrichum manihotis (Henn.),
registrado infectando mandioca na regido de SP e RJ. O género Colletotrichum sp. foi
registrado em 154 hospedeiras, dentre eles no pimentdo, cravo da india, mamao, café, pepino,
eucalipto, algoddo, jabuticaba, jil6, goiaba, maracuja amarelo, manga e batata, causando
doengas como antracnose, mancha foliar, sarna e podridao dos frutos (EMBRAPA, 2017;
SILVA et al., 2006). Em cana-de-actcar, a podriddo vermelha, causada por Colletotrichum
falcatum (Went.), reduz o teor de agucar no colmo e a pureza do caldo, dificultando a
fermentagdo (DINARDO-MIRANDA et al., 2011). Em soja os patégenos normalmente
infectam as sementes, dentre os quais a espécie Colletotrichum dematium var. truncata (Pers.
ex Fr.), afeta diretamente o desenvolvimento da planta em qualquer estddio, causando queda
de vagens ou deterioragdo das sementes em colheita retardada (ALMEIDA et al., 2005).

A antracnose ¢ uma doenga causada por um complexo de espécies pertencentes
ao género Colletotrichum, sendo altamente destrutiva durante a producdo de diversas culturas.
O controle quimico aplicados como medida isolada, ndo atua de forma efetiva na reducdo das
perdas provocadas pela doenca, podendo ocorrer o surgimento de espécies resistentes (LEE et
al., 2008). A esporulacdao ocorre apos o quinto dia e ¢ favorecida por temperaturas em torno
de 21 °C, umidade relativa acima de 90%. As sementes infectadas pelo patdégeno podem
também servir como veiculo de disseminagdo transportando-o de uma area para outra e,
quando semeadas, poderdao desenvolver o aparecimento de sintomas de damping—off de pré e
pos—emergéncia. Para invadir o tecido hospedeiro, as espécies de Colletotrichum
desenvolvem estruturas especializadas, chamadas de apressorios, para penetrar no hospedeiro
(HAYER, 2014).

A especificidade dos fungicidas principalmente dos sistémicos, aliada a alta
quantidade de aplicagdes sem alternincia de ingrediente ativo ou aplicagdo de misturas, faz
com que haja alto risco de resisténcia adquirida pelo patdgeno. Ja foram identificados isolados
de C. gloeosporioides (Penz.) resistentes a benzimidazoéis oriundos das culturas da goiaba,
mamao, manga, morango ¢ péra (CHUNG et al., 2010), e isolados do patogeno resistentes a
azoxistrobina ja  foram  descritos no México (GUTIERREZ-ALONSO O
GUTIERREZALONSO, J. G. 2003).

A capacidade dos OEs em inibir a germinacdo de esporos de fungos tem sido
estudada com extratos vegetais de hortela-do-campo [Hyptis marrubioides (Epl.)], Erva-de-
nossa-senhora [Aloysia gratissima (Gillies & Hook. ex Hook.)] e erva-baleeira [Cordia

verbenacea (DC)], na inibicdo in vitro da germinacao de esporos de C. truncatum (Schw.) em
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feijoes comuns (SILVA et al., 2012), bem como com melaleuca, hortela-pimenta [Mentha
piperita (L.)], anis [Pimpinella anisum (L.)] e 6leos essenciais de alecrim [Rosmarinus
officinalis (L.)] em C. gloeosporioides isolados de mamao [Carica papaya (L.)] (ANDRADE;
VIEIRA, 2016).

A espécie Botrytis cinerea (Pers.), pertencente a familia Sclerotiniaceac e da ordem
Helotiales ¢ responséavel por causar doenga de diversos nomes como podriddo cinzenta dos
vegetais, podriddo-da flor, mofo-cinzento, podridao-cinza-do-capitulo dentre outras
nomenclaturas. O fungo pode causar danos em todas as partes da planta e a infeccao pode se
iniciar nas pétalas das flores e progredir para foliolos e posteriormente, para ramos e frutos.
Pode causar também manchas foliares, apodrecimento de brotos, tombamento em plantulas,
cancros em caules, peciolos e hastes, bem como podriddes em bulbos, cormos, rizomas,
tubérculos e raizes. O patégeno ¢ favorecido por ambientes com elevada precipitagdo e
pluviometria, dessa forma a infecg¢ao, necessita de temperatura entre 18 °C e 23°C, sendo que
temperaturas acima de 24°C inibem a germinagdo dos conidios (VALE et al., 2004).

Apesar dos sintomas do mofo cinzento variarem em func¢do do hospedeiro e do 6rgao
afetado, esses sdo quase sempre caracterizados pela descoloragdo dos tecidos aspecto umido e
necrotico das lesdes e presenga de um crescimento cotonoso acinzentado (conidios e
conidiéforos) sobre as areas afetadas (TOFOLI et al., 2011). Este fungo pode sobreviver
parasiticamente causando mofo cinzento, mas também saprofiticamente em tecido necrético,
senescente ou morto (BARNETT; HUNTER, 1972; ROSSLENBROICH; STUEBLER,
2000). A sobrevivéncia do fungo se da na forma de hifas, associadas a restos de cultura ou
como esclerdodios (estruturas de resisténcia) formados em tecidos doentes.

As manchas da doenca nas folhas apresentam coloragao pardo acinzentada, com
tamanhos e formatos varidveis, podendo ou ndo exibir halos concéntricos. Em algumas
situacdes observa-se a seca e necrose de pontas e bordas de folhas (VALE et al., 2004). Como
sintoma comum nas bagas, observa-se rachadura lateral de colora¢do avermelhada, que evolui
para mancha necrotica com esporulacao do patogeno (ZOFFOLI et al., 2009).

Em cultivos protegidos, B. cinerea causa danos em componentes florais causando
reducdo da qualidade do produto e na quantidade do produto colhido. Essa susceptibilidade as
doencas principalmente ao mofo cinzento, faz com que ocorra reducao em sua produtividade
e na qualidade pos-colheita de frutos, devido aos danos desse patdgeno na pré-colheita,

durante o transporte ou no armazenamento (CAMILI et al., 2007).

21



34 CONTROLE DE FITOPATOGENOS

A literatura relata diversos casos de controle de patdégenos pelo uso de OEs
essenciais e extratos aquosos de diversas plantas. Segundo Celoto et al. (2008), avaliaram o
crescimento micelial e a germinagdo de esporos de C. gloeosporioides, utilizando extrato de
plantas de 22 espécies. Verificaram entdo que os extratos aquosos e hidroetanolico de melao-
de-sdo-caetano [Momordica charantia (L.)] e o extrato hidroetandlico de eucalipto
(Eucalyptus citriodora) foram eficientes na inibicdo do crescimento micelial. Os extratos
aquosos de bucha [Luffa acutangula (Roxb.) L.))], eucalipto-limao [Eucalyptus citriodora
(Hook.)], erva-santa-maria (Chenopodium ambrosioides L.), unha-de-vaca [Bauhinia spp.
(L.)], e os extratos hidroetanolicos de arruda [Ruta graveolens (L.)], e gengibre (Zingiber
officinale Roscoe) inibiram mais de 90% da germinacdo de esporos.

Nascimento et al. (2020), avaliou a inibicdo de germinag¢dao de esporos de C.
gloeosporioides quando em contato com oleos de erva-cidreira (Cymbopogon citratus),
pimenta-preta {Piper Nigrum [L. (Black pepper)]}, geranio [Pelargonium hortorum (Bailey)],
cravo-da-india {Syzygium aromaticum [(L.) Merr. et Perry)]}, melaleuca (Melaleuca
alternifolia), eucalipto-limao [Corymbia citriodora (Hook)] e hortela-japonesa [Mentha
arvensis (L.)], utilizando concentracdes de 0,6%, obtendo resultados positivos. Utilizando as
mesmas concentracdes, Abd-El-Latif (2016), demonstrou a capacidade dos OEs de eucalipto-
comum [Eucalyptus globolus (ssp.)] e capim-limdo [Cymbopogon citratus (Stapf.)] em inibir
B. cinerea e Penicillium sp., na germinagao de esporos.

Ramos et al. (2016), relatou que o C. gloeosporioides apresentou sensibilidade aos
Oleos de melaleuca (Melaleuca alternifdlia) (0,80%), eucalipto (Eucalyptus citriodora)
(3,20%), limao [Citrus limonum (Risso)], capim-limao (Cymbopogon citratus), cravo-da-india
(Syzygium aromaticum), canela [Cinnamomum verum (J.S. Presl)] e nim [Azadirachta indica
(A. Juss)] (6,25%), horteld [Mentha spicata (L.)] e citronela {Cymbopogon nardus [((L.)
Rendle)]} (12,5%), copaiba [Copaifera langsdorffii (Desf.)] (25%), coco [Cocos nucifera
(L.)] e gengibre [Zingiber officinale (Roscoe] (50%) e manjericao [Ocimum basilicum (L.)]
(100%), havendo uma maior eficacia na inibicdo de esporulagdo quando utilizando os o6leos
de melaleuca (-99,2%), copaiba (C. langsdorffii) (-99,4%), capim-limao (C. citratus) (-98,7%)
e extrato de nim (4. indica) (-99,9%).

Fonseca et al. (2019), testando o OE de noni [Morinda citrifolia (L.)] concluiram

que houve efeito inibitdrio no crescimento micelial, in vitro, de C. gloeosporioides em cerca
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de 50% em folhas de manga [Mangifera indica (Linn.)] nas concentracdes de 0,25%, 0,5% e
1%.

Abreu et al. (2012), em testes de controle de C. gloeosporioides, utilizou OEs
essenciais de palmeiras amazonicas como murmuru [Atrocaryum ulei (Burret.)] e pataud
[Oenocarpus bataua (Mart.)], nas quantidades de 1, 5, 10, 15 e 30 mL, demonstraram que o
primeiro proporcionou o maior efeito inibidor de crescimento micelial do fungo a partir da
dose de 1 mL de maneira que a inibigao do crescimento micelial era diretamente proporcional
as aplicagdes crescentes das concentragcdes. No entanto, o 6leo de pataud teve seu melhor
potencial inibidor nas doses de 10, 15 e 30 mL. Nozaki et al. (2013), utilizando OEs no
controle do C. gloeosporioides em frutos de goiaba, reduziram o nimero de lesdes nos frutos
pelos 6leos de camomila [Matricaria chamomilla (L.)] e horteld [(Mentha spp. (L.)]

Segundo Franca et al. (2019), o extrato etanolico de pimentdo-vermelho
[Capsicum annuum (L.)] tem potencial fungitoxico sobre C. gloeosporioides, em condigdes in
vitro, utilizando concentragdes de 5,0% promovendo um maior efeito de inibigdo de
crescimento micelial de antracnose. Segundo Costa et al. (2019), estudando o efeito de 6leo
fixo de pinhdo-bravo [Jatropha molissima (Pohl baill.)], relata que o extrato tem efeito
fungistatico, no entanto quanto a morte celular do patégeno ou a sua paralisia de seu
crescimento. O potencial do 6leo de pinhdo-bravo (J. molissima) em inibir Colletotrichum
musae (Berk. & Curt.) foi equiparado ao fungicida Difenoconazol, pertencente ao grupo
quimico dos triazois.

A constituicdo quimica do OE das folhas de melaleuca (M. alternifolia) é bem
conhecida, sendo rico em terpinen-4-ol, principal responsavel por suas propriedades
medicinais. A partir deste estudo, Martins et al. (2010), chegaram a conclusdao de que em
concentragdes iguais ou acima de 0,2%, ha um efeito de inibicdo de fitopatdgenos como
Alternaria alternata (Fries.), Macrophomina phaseolina (Tassi) e Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.). Ja Vieira et al. (2004), testaram o mesmo OE, obtiveram resultados positivos de acdo
antifingica em espécies de Aspergillus niger (L.) e Penicillium sp. Balbi-Pena et al. (2006)
relataram que os extratos ndo autoclavados de acafrdo (Curcuma longa L.) com centragdes de
10% e 15% inibiram o crescimento micelial em 38,2% e 23,2%, respectivamente, e a
esporulagdo em 71,7 e 87%, respectivamente, do fungo Alternaria solani.

Venturoso et al. (2011) verificaram que meios de cultura contendo os extratos de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum), alho [Allium sativum (L.)] e canela (Cinnamomum

zeylanicum), em concentragdo de 20%, apresentaram redu¢do do crescimento micelial dos
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fitopatogenos Aspergillus sp., Penicillium sp., Cercospora kikuchii [(Tak. Matsumoto &
Tomoy.) M. W. Gardner], Colletotrichum sp., Fusarium solani (Mart.) e Phomopsis sp. (J.),
destacando o extrato de cravo-da-india, que inibiu completamente o desenvolvimento de
todos os fitopatogenos testados.

O o6leo de sementes de nim (Azadirachta sp.) tem sido testado no o controle de
diversos fitopatdgenos, e sua maior eficiéncia em relagdo ao extrato de folhas deve-se,
provavelmente, a presenca da azadiractina em maior concentragdo nas sementes (CARNEIRO
et al., 2008; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). O 6leo de nim-indiano, juntamente com extrato
de Karanja (Pongamia glabra (Vent.)), apresentaram efeito significativo de inibigdo
proporcional ao aumento das concentra¢des do composto. A concentracio de 100 ug ml™! de
azadiractina com 1/3 do 6leo de Karanja inibiu em 63% o crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.), demonstrando efeito sinérgico entre nim indiano e Karanja, por
proporcionar melhores resultados de inibicdo. Em avalia¢des realizadas, utilizando somente o
6leo de nim, obteve-se reducdo de 53,6% no crescimento micelial, na mesma dosagem
(BASWA etal., 2001; GARCIA et al., 2012).

Silva e Bastos (2007), avaliando, in vitro, a atividade fungitoxica de diferentes
concentragdes do OE extraido de dez espécies de Piper sp. coletadas na regido Amazonica,
encontraram 100% de inibicdo na germinagdo de basididosporos de Crinipellis perniciosa
(Stahel), agente causal da vassoura-de-bruxa do cacaueiro [ Theobroma cacao (L.)].

Segundo Silva et al. (2005), avaliando a eficacia de controle do extrato bruto de
sucupira, relatou que a inibi¢ao de crescimento micelial foi de 70%, 74%, 62% e 82% para os
fungos Alternaria brassicae (Berk.) Sacc., Fusarium oxysporum (Fox), Rhizoctonia solani
(Kuhn) e Ceratocystis fimbriata (Ell. & Halst), respectivamente. Krauze-Baranowskaa et al.
(2002), testaram 6leos extraidos de trés espécies de pinheiro (Pinus ponderosa (Laws.), Pinus
resinosa (Ait.) e Pinus strobus (L.)), e relataram inibi¢cdo de 100% no desenvolvimento de
espécies Fusarium sp., nas concentracoes de 2% e 5%.

Alves et al. (2018) estudando quimiotipos de myrcia [Myrcia lundiana (Kiaersk.)]
(1,8-cineol, isopulegol, neral, geranial, e 4cido nerolico), apresentaram resultados de potencial
antifingico. A espécie pertencente a familia Myrtaceae e ¢ um arbusto que produz OE com
niveis elevados de atividade antifungica, sendo comprovado efeitos de inibi¢do contra
Lasiodiplodia theobroma, e contra Fusarium pallidoroseum, Fusarium solani, €

Colletotrichum musae.
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Em 2003, Schwan-Estrada et al., avaliaram o efeito direto de OEs de eucalipto-
limao (Corymbia citriodora), citronela [Cymbopogon nardus (L.)], nim-indiano (4zadirachta
indica) e tomilho [Thymus vulgaris (L.)], no controle da esporulacao, in vitro, de Phakopsora
pachyrhizi (Syd. & P. Syd.). Medice et al., 2005, replicou as avaliagdes e obteve resultados
quando utilizando as concentragdes de 1%, 0,5%, 1% e 0,3%, do qual mostrou que a
utilizagdo dos OEs essenciais interferiu na germinagdo dos urediniosporos de P. pachyrhizi e
mostram todos apresentaram efeito fungistatico direto sobre o patdgeno.

Gongalves et al. (2015) e Alves et al. (2016), obtiveram resultados semelhantes
quando avaliando o efeito antifingico de 1,8-cineol, ao concluir que houve inibi¢do e controle
de crescimento micelial de Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsi (Sacco). Mota et al. (2002),
avaliando o efeito de inibi¢do, utilizando extrato foliar a base de Lippia sidoides (Cham.),
obtiveram resultados significativos no controle de Lasiodiplodia theobromae, de modo que o
efeito inibidor aumentou a medida que se elevou a dose do extrato, demonstrando sua agao

antifungica.
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4 INTRODUCAO

Os OEs foram comprovados como uma alternativa de interesse cientifico devido
os diversos fins de aplicacdo e conservacao de alimentos. Os OEs sdo compostos organicos e
volateis, extraidos de varias plantas aromaticas, correspondendo a metabdlitos secundarios
que ndo estdo diretamente associados ao crescimento e desenvolvimento da planta. Sdo
constituidos por varios elementos (em grande parte por terpenos), sdo substancias volateis e
geralmente apresentam aparéncia oleosa em temperatura ambiente (YUAN; CHEN; LI,
2016).

Sdo compostos volateis produzidos pelo metabolismo secundario de plantas
aromaticas, apresentando diversas atividades antioxidantes, antifungicas e antibacterianas
(BURT, 2004; KOROCH, ZYGADLO; JULIANI, 2007). Dessa forma, os extratos vegetais
extraidos de plantas podem tornar-se importantes fontes de compostos que serao utilizados
para formulagdes de novos compostos sintéticos de acordo com a exploracao da atividade
bioldgica de cada composto secundario (FONSECA et al., 2015).

Os fungos do género Colletotrichum, t€m sido agentes causadores de doengas em
distintas espécies de plantas em todo o mundo, na maioria das vezes sdo descritas como a
causa de problemas de pré e pos-colheita nos tropicos. Sua capacidade de causar infec¢des
latentes os coloca entre os mais importantes patdgenos de pos-colheita (BAILEY; JEGER,
1992; HAYER, 2010). Muitas espécies de Colletotrichum infectam mais de um hospedeiro, e
além disso, mais de uma espécie podem estar presentes em um Unico hospedeiro (ROBERTS
etal., 2012).

O patégeno ¢ comum a diversos hospedeiros, o que favorece sua sobrevivéncia e
dificulta seu controle. Com o processo de colonizacdo do patdégeno nos tecidos da planta
afetada, surgem os sintomas da doenc¢a que sdo visiveis em folhas, inflorescéncias e frutos
(MENEZES, 2002). A doenca manifesta-se inicialmente na forma de manchas pardo
avermelhadas que se estendem por todo o fruto, formando pontuacdes escuras na superficie
do fruto levemente salientes, formadas pelos acérvulos do fungo podendo ser confundida com
a podridao amarga neste estadio. Em condi¢des de alta umidade, os conidios sdo expostos e
envoltos por uma massa mucilaginosa rosada permitindo entdo, a diferenciacdo entre as
doengas (FURTADO; TRINDADE, 2005; SIERRA-HAYER; FURTADO, 2010).

Com a busca intensa por produtos € compostos naturais € bioldgicos que sejam

capazes de controlar o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos, as pesquisas envolvendo a
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acao de OEs tem crescido por todo o mundo. Dessa forma, objetiva-se avaliar o efeito de
inibicdo in vitro de Colletotrichum gloeosporioides, utilizando OEs de acessos de erva-
cidreira-brasileira {Lippia alba [(Mill.) N. Brown)]}, canelinha [Croton grewioidess (Baill.)],
velandinho [Croton tetradenius (Baill.)] e manjericao [Ocimum basilicum (L.)].

O género Botrytis produz abundante micélio acinzentado, composto por hifas e
conidi6foros ramificados que possuem no apice conidios unicelulares, ovoides, incolores ou
acinzentados. Este fungo pode sobreviver parasiticamente, causando mofo cinzento, mas
também saprofiticamente em tecido necrético, senescente ou morto (BARNETT; HUNTER,
1972; ROSSLENBROICH; STUEBLER, 2000).

Comum em cultivo protegido, ele ¢ agente causal do mofo cinzento e pode alcangar
niveis consideraveis de dano em campo aberto e camaras de armazenamento. A espécie
polifaga Botrytis cinerea (Pers.), ¢ a espécie mais relatada do género, estando associada a
diversas culturas como abacate, alface, batata, berinjela, cebola, cenoura, eucalipto, feijdo,
manga, mag¢d, morango, tomate, espécies do género Capsicum, rosaceas € ornamentais
(BARALDI et al., 2002; BETTIGA; GUBLER, 2013; GONZALEZ et al., 2003; TOFOLI et
al., 2011), causando perdas econdmicas no campo, durante o transporte € armazenamento
(ROSSLENBROICH; STUEBLER, 2000).

Este fungo ataca em diversas fases de desenvolvimento (vegetativo e reprodutivo), e
os sintomas estdo presentes em toda a planta, variando de manchas de coloragdao pardo-
acinzentadas, de diferentes tamanhos e formatos, podendo ou ndo exibir halos concéntricos,
podendo evoluir causando cancros, lesdes e apodrecimento de tecidos. A doenca causa
prejuizos estéticos, qualitativos e quantitativos, tornando o controle dificil em condigdes onde
se observa falta de rigor técnico na condugao do cultivo e em condig¢des climéaticas favoraveis
a doenca, no entanto seu crescimento ¢ reduzido a medida que a temperatura diminui,

podendo causar doenca a 0° C (TOFOLI et al., 2011).
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento e as andlises foram conduzidos no Laboratorio de Micologia e
Protecao de Plantas - LAMIP, situado na Universidade Federal de Uberlandia — UFU, de
janeiro a maio de 2019. Os isolados de Colletotrichum gloeosporioides e Botrytis cinerea,
foram obtidos de culturas puras presentes no Laboratério. O experimento foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado, contendo quatro doses (1, 10, 50 e 100
mg/L), 32 oleos essenciais testados para o controle de C. gloeosporioides e 30 para Botrytis
cinerea, com quatro repeti¢des, uma testemunha e um fungicida padrio (Score Flexi®,
Propiconazol e Difeconazol - Syngenta), para cada patégeno avaliado.

Em laboratdrio, foi preparado meio de cultura BDA (batata, dextrose, agar - 200 g
de batata, 20 g de dextrose, 15 g de 4gar), diluido em 1 L de agua. Apods o preparo, a solugdo
foi autoclavada a 120 °C e 1 atm, por 40 minutos. Em seguida, adicionou-se ao meio de
cultura, 150 mg.L! de antibidtico Streptomicina e 50 mg/L Clorofenicol, para que nio
houvesse o desenvolvimento de bactérias, e assim, foram vertidos 10 mL do meio nas placas
de Petri.

Os OEs foram obtidos em parceria com a Universidade Federal do Sergipe (UFS),
sendo extraidos de acordo com a metodologia de Nizio (2015), a partir de folhas de quatro
acessos de erva-cidreira-brasileira (Lippia alba), dois acessos de canelinha (Croton
grewioides), dois acessos de velandinho (Croton tetradenius), quatro acessos de erva-baleeira
(Varronia curassavica) e de 27 acessos de manjericao (Ocimum basilicum) (Tabela 1).

Os OEs foram diluidos pelo método de diluicdo em série. A partir de altas
concentragdes (1 milhdo de mg/L e 1000 mg/L ou pL.L!), foram obtidas solugdes de
concentragdes de 100, 50, 10 e 1 mg/L, sendo preparada utilizando microtubos de 2 mL cada,
contendo 800 pL de agua destilada, 100 pL de 6leo essencial e 100 pL de adjuvante (Tween-
80 P.S.® - Dinamica), sendo agitada logo em seguida para obter-se homogeneidade.

Apos a solidificagcdo do agar, foi acrescentado 50 puL. do 6leo essencial na placa de
Petri e espalhados com o auxilio de uma alca de Drigalski esterilizada. Em seguida, discos de
micélio de 0,5 cm de didmetro, contendo estruturas reprodutivas C. gloeosporioides e B.
cinerea, foram inseridos em contato direto com o meio nutritivo. As placas entdo foram
vedadas e armazenadas em camaras do tipo B.O.D., a 22 £+ 1°C e fotoperiodo de 12 horas.

Para ambos os patogenos, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em

esquema fatorial de 33 x 4 x 4 + 1, para C. gloeosporioides € 31 x 4 x 4 + 1 para B. cinerea,
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estando representados pela quantidade de acessos de OEs, doses (concentracdes de 1, 10, 50 e
100 mg/L), repeticao e testemunha, respectivamente.

As avaliacdes foram constituidas por medi¢cdes diametralmente opostas das
colonias, com auxilio de uma régua convencional, utilizada em todas as avaliagdes. O
intervalo de medi¢do do diametro (mm) do crescimento das colonias fungicas foi realizado
aos trés, cinco e sete dias apds a inoculagdo do patégeno (3 DAIL, 5 DAI e 7 DAI). Os dados
das avaliagdes do didmetro das colonias foram organizados em tabela e assim foram obtidas
as médias de cada repeticao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e comparacdo das
médias pelo teste Tukey a 0,05 de probabilidade. As andlises estatisticas e regressdoes foram
processadas utilizando o programa de anélise estatistica R-Project®. Nas analises de
experimentos foi ajustado o modelo matematico mais utilizado para explicar o efeito de

tratamentos na variavel resposta se seria o modelo linear, quadratico ou polinomial.
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Tabela 1 — Relacdo dos tratamentos utilizados para a extragdo dos 6leos essenciais e seus
compostos majoritarios.

Trat.

Nome Cientifico

Nome comum/Acesso

Compostos majoritarios

N R I B = NV B e R N

W W L W NN NN NN NN NN = /= == = =
W N = O 0O 00 0N N P~ W — O OO0 I N B W

34
35
36
37

Lippia alba
Lippia alba
Lippia alba
Lippia alba
Croton grewioides
Croton grewioides
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Ocimum basilicum
Croton tetradenius
Croton tetradenius
Varronia curassavica
Varronia curassavica
Varronia curassavica

Varronia curassavica

Erva-cidreira-brasileira (LA-13)
Erva-cidreira-brasileira (LA-22)
Erva-cidreira-brasileira (LA-24)
Erva-cidreira-brasileira (LA-57)

Canelinha (CGR-106)
Canelinha (CGR-112)
Manjericao (Anise)
Manjericdo (Ararat)
Manjericao (Cinamon)
Manjericao (Dark Opal)
Manjericao (Edwina)
Manjericao (Elidia)
Manjericao (Envigor)
Manjericao (Gecofure)
Manjericao (Genovese)
Manjericao (Green Globe)

Manjericdo (Italina Large Leaf)
Manjericao (Magical Michael)

Manjericao (Mrs. Burns)
Manjericao (Napolitano)
Manjericao (Nufar F)
Manjericao (Osmin)
Manjericao (Purple Ruffles)
Manjericao (Red Genovese)
Manjericao (Sweet Dani)
Manjericao (Grecco a Palla)

Manjericado (Italian Large Leaf)

Manjericao (Limoncino)
Manjericao (Red Rubin)
Manjericao (Maria Bonita)
Velandinho (CTE-13)
Velandinho (CTE-52)
Erva-baleeira (VCUR-101)
Erva-baleeira (VCUR-104)
Erva-baleeira (VCUR-105)
Erva-baleeira (VCUR-403)
Score Flexi®

Citral (neral e geranial)'
Citral
Citral!
Citral
Methyl chavicol 2
Methyl eugenol 2
Methyl chavicol®
Methyl chavicol e Linalol?
E-methyl cinnamato®
Linalol e 1,8-cineol®
Linalol, 1,8-cineol e Eugenol®
Linalol*
Linalol*
Linalol*

Linalol e 1,8-cineol®
Linalol e 1,8-cineol’
Linalol, 1,8-cineol e Eugenol®
Linalol e Eugenol’
Linalol, Citral®
Methyl chavicol e Linalol®
Linalol®
Linalol®
Methyl chavicol®
Linalol®
Citral®
Linalol, 1,8-cineol e Eugenol®
Linalol, 1,8-cineol e Eugenol®
Citral®
Linalol®
Linalol®
Trans-ascaridol e p-cimeno®
Trans-ascaridol e p-cimeno’

7-ciclodeceno*®

7-ciclodeceno*®
7-ciclodeceno*®

7-ciclodeceno*®
Propiconazol + Difeconazol

Fonte: 1 Peixoto et al. (2018), 2 Oliveira et al. (2018), 3 Pinto et al. (2019), 4 Couto et al. (2019), 5 Oliveira et al.
(2018) e 6 Oliveira et al. (2020).
Nota: * 7-ciclodeceno-1-ona, 7-metil-3-metileno-10-(1-propil)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Colletotrichum gloeosporioides

Os OEs extraidos de erva-cidreira-brasileira (L. alba), acessos LA-24 (Graf. 2A) e
LA-57 (Graf. 2B), apresentou de 40 a 50% de reducdo do crescimento micelial de C.
gloeosporioides, nas menores doses testadas (1 e 10 mg/L) (Graf. 1AB). Na maior
concentragdo avaliada, 100 mg/L, o acesso LA-24 inibiu cerca de 54% do crescimento
fangico. Os valores de inibicao obtidos pelos acessos, ¢ devido aos principios ativos, citral
(neral e geranial) e carvone presentes no OE de erva-cidreira-brasileira, o que que comprova
seu pontencial fungitoxico.

O OE extraido de canelinha (C. grewioidess) (Graf. 2C), acesso CGR-112,
apresentou em média 25% inibi¢do, sendo mais eficiente em maiores doses (Graf. 1). No
entanto, o acesso CGR-106, de 30 a 40% de redu¢do do desenvolvimento fungico nas
menores doses (Graf. 1AB), e em média 50% quando em maiores doses (Graf. 1CD). A
inibi¢do por OE de C. grewioides, foi efetiva com aumento da dose, podendo observar uma
paralizagdo do desenvolvimento do patégeno nos primeiros dias. Segundo Aratjo (2016) e
Moura-Silva (2017), o OE de C. grewioides, foi eficiente quanto a inibi¢cdo do crescimento
bacteriano, principalmente de Bacillus subtilis (Natto), o que indica a suscetibilidade de
outros microrganismos ao o-pipeno presente no OE.

Dentre os OEs de manjericao (O. basilicum), os acessos Cinamon (Graf. 2D),
Dark Opal (Graf. 2E), Green Globe (Graf. 2F), Purple Ruffles (Graf. 2G), Italian Large Leaf
(Graf. 2H), Maria Bonita (Graf. 2I) e Red Rubin (Graf. 2J) apresentaram os melhores
resultados. Os acessos Dark Opal e Edwinia, reduziram em média 55% do crescimento de C.
gloeosporioides na concentragao de 1 mg/L, e mantendo-se durante os sete dias de avaliagao.
O acesso Italian Large Leaf apresentou maiores resultados quando em doses acima de 10
mg/L, reduzindo cerca de 60 a 65% do crescimento (Graf. 1). Os demais acessos (Red Rubin,
Maria Bonita, Purple Ruffles e Green Globe) reduziram em cerca de 40 a 60% do
crescimento, aumentando a inibigdo de acordo com a concentragdo (Graf. 1). Segundo
Camargo e De-Vasconcelos (2015), a atividade antimicrobiana estd diretamente relacionada
com o composto majoritario, dessa forma OEs extraidos de manjericio possuem, em sua
maioria, linalol, 1-8-cineol e eugenol como principais componentes, comprovando a eficacia

antifngica destes compostos.
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Nenhum dos acessos de velandinho (Croton tetradenius) apresentou agdo de
inibicdo de crescimento micelial, quando em contato com C. gloeosporioides. Segundo
Simdes e Spitzer (2004), a reducdo da capacidade de inibicdo pode ser atribuida a
volatilizagdo dos extratos vegetais ou a instabilidade do extrato vegetal, presenga de luz,
calor, ar e umidade no interior das placas de Petri.

A acdo do fungicida padrio (Score Flexi®, Propiconazol+Difenoconazol -
Syngenta) (Graf. 2K), inibiu o desenvolvimento de C. gloeosporioides em 99%, em todas as
doses testadas, contrastando com os resultados obtidos pelos extratos vegetais por ser um

composto quimico industrial, efetivo contra o desenvolvimento do patdgeno.

Grifico 1 — Porcentagem de inibi¢ao de crescimento fungico de Colletotrichum gloeosporioides.
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Grafico 2 - Crescimento fungico de Colletotrichum gloeosporioides em fungao
concentragdo (1, 10, 50, 100 mg/L) de 6leo essencial.
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6.2  Botrytis cinerea

O OE extraido de erva-cidreira-brasileira (L. alba), acesso LA-13 (Graf. 4A),
apresentou de 40 a 60% de inibi¢do no crescimento micelial de B. cinerea (Graf. 3), nas
quatro doses avaliadas (1, 10, 50 e 100mg/L), com um maior valor de inibi¢do na
concentragdo de 50 mg/L (Graf. 3C). O acesso LA-57, ndo apresentou efeito de inibi¢ao
fingica em nenhuma das doses utilizadas, entretanto, houve um retardo no desenvolvimento
micelial a partir dos sete dias e na dose de 100 mg/L.

Tripathi et al., (2008) e Dal-Bello et al. (2015), ao avaliar os efeitos de inibigao de
crescimento de Botrytis cinerea, utilizando diversos compostos, dentre eles extrato de L. alba,
constatou que houve redugao significativa, em cerca de 12%, do crescimento micelial in vivo
do patégeno em frutos de tomate. Em feridas de tomate pré-tratadas com o mesmo OE, notou-
se reducdo no tamanho das lesdes de mofo-cinzento, além de ser observado baixa
fungitoxicidade, além de comprovar a acdo antifungica dos compostos citral, majoritario em
plantas de erva-cidreira-brasileira.

Ambos os acessos de canelinha (C. grewioides), CGR-106 e CGR-112, nao
apresentaram resultados significativos para a inibicdo do crescimento fungico. No entanto, o
acesso CGR-106, apresentou de 20 a 40% de redugdo no crescimento micelial de B. cinerea,
aumentando a fungitoxidade de acordo com o aumento da concentracdo do OE (Graf. 3).

Dos quatro acessos (VCUR-101, VCUR-104, VCUR-105 e VCUR-403), de erva-baleeira
(V. curassavica), o acesso VCUR-104 (Graf. 4C) apresentou cerca de 50% de redugio no crescimento
micelial de B. cinerea, quando utilizando dose de 100 mg/L (Graf. 3D). Os acessos VCUR-101 (Graf.
4B) e VCUR-403 (Graf. 4D), reduziram em 50% nas menores doses (1 ¢ 10 mg/L) (Graf. 3AB). O
acesso VCUR-105, foi capaz de reduzir em até 40% o crescimento flingico em maiores concentragdes
(50 ¢ 100 mg/L), apenas apds os cinco dias de avaliagdo (Graf. 3CD).

O acesso CTE-13 (Graf. 4E), de velandinho (C. tetradenius), apresentou reducdo
gradativa no crescimento micelial de B. cinerea apenas nos cinco primeiros dias de avaliacdo e nas
concentracdes de 10 e 50 mg/L (Graf. 3BC). No entanto, em maiores concentragdes, 0 acesso obteve
melhores resultados, apresentando 65% de reducdo (Graf. 3D).

Grande parte dos OEs avaliados eram provenientes de plantas de manjericao (O.
basilicum). Os melhores resultados de inibicdo obtidos sdao dos acessos Edwina (Graf. 4I),
Elidia (Graf. 4F), Italian Large Leaf (Graf. 4G), Dark Opal (Graf. 4H), Magical Michael
(Graf. 4K) e Red Rubin (Graf. 4J). O acesso Red Rubin apresentou as melhores médias de
inibicao de crescimento fungico de B. cinerea nos trés intervalos de avaliagdo (Graf. 3E). Aos

cinco primeiros dias apds a inoculagdo do patdgeno, o acesso obteve de 40 a 70% de redugdo
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no crescimento fingico nas concentragdes de 1, 10 e 50 mg/L (Graf. 3ABC), apresentando
elevado potencial antifingico no controle de mofo cinzento. Os acessos Elidia (Graf. 4F),
Dark Opal (Graf. 4H) e Edwinia (Graf. 4I), apresentaram os menores valores de crescimento
micelial, quanto utilizando as menores concentragdes aos cinco dias apds a inoculagao do
patogeno, apresentando de 50 a 70% de reducao no crescimento in vitro (Graf. 3AB).

Em sua maioria, os acessos de O. basilicum, apresentaram maiores valores de
inibicdo de B. cinerea aos cinco dias apos a inoculagdo do patdgeno, sendo elas Dark Opal,
Edwina, Elidia, Green Globe, Magical Michael, Maria Bonita ¢ Red Rubin quando testados na
concentragdo de 1 mg/L. Estes 6leos podem ser utilizados para a criacdo de compostos
fungistaticos que auxiliem no controle do mofo cinzento em baixas concentragdes (Graf. 3A).
Na concentracdo mais elevada testada, 100 mg/L, os OEs que obtiveram os melhores
resultados de inibicdo foram Cinamon, Green Globe, Italian Large Leaf, Magical Michael,
Purple Ruffles e Red Rubin (Graf. 3D).

A agido do fungicida padrio testado (Score Flexi® da Syngenta), inibibiu 99% do
crescimento micelial de B. cinerea em todas as doses testadas (1, 10, 50 e 100mg/L) (Graf.
4L). Os valores médios de tamanho do halo de crescimento do fungo com a presenga do
fungicida variou de 0 a 7 mm de diametro na placa, o que pode ser corroborado com os
resultados de inibicdo dos compostos organicos ou extratos vegetais, por se tratar de um

composto quimico industrial e efetivo contra o desenvolvimento deste patogeno.
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Grifico 4 - Crescimento fungico de Botrytis cinerea em fungao da concentracao (1, 10, 50, 100 mg/L)
de oleo essencial.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Utilizando o OE de erva-cidreira-brasileira (L. alba), houve a inibicdo de 40 a
60% do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides e Botrytis cinerea em
menores concentracdes, aumentando de acordo com a dose aplicada. O 6leo de erva-cidreira-
brasileira pode ser uma alternativa no controle do patdégeno, causador da antracnose em
diversas culturas e em cultivos organicos;

O OE de velandinho, Croton tetradenius, nao apresentou resultados de inibigao
ou redugdo nas concentragdes testadas no controle de C. gloeosporioides, no entanto, em B.
cinerea, o acesso CTE-13 apresentou de 50 a 60% de controle fingico;

O OE de canelinha (Croton grewioides), reduziu entre 20% o crescimento de
ambos patogenos em concentragdes de 1 e 10 mg/L, e em até 40% em concentragdes de 100
mg/L;

Os acessos de Varronia curassavica, apresentaram reduziu pela metade quando
utilizando doses de 1 e 10 mg/L inibi¢ao de B. cinerea,

Entre os acessos Ocimum basilicum, Red Rubin apresentou maior inibi¢ao do
desenvolvimento de ambos os patdgenos e os acessos Dark Opal, Elidia, Edwinia e Italian
Large Leaf obtiveram os melhores resultados de inibi¢do no controle do crescimento fingico

de B. cinerea em menores doses.
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