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RESUMO

A fruticultura é um setor de suma importancia para o agronegocio brasileiro, e
dentre as frutas mais produzidas se destaca a cultura do mamoeiro. Um dos entraves que
dificultam a méxima producdo da cultura sdo as doencas pés-colheita, levando a grandes
perdas econbmicas. Basicamente, essas doencas sdo controladas com fungicidas, poréem
muitos dos produtos estdo sendo proibidos no mercado e alternativas menos agressivas ao
ambiente vem sendo procurada por parte dos consumidores. H4 uma demanda crescente para
a descoberta de novos compostos quimicos de origem vegetal aproveitando a diversidade da
flora brasileira. Assim, o uso de 6leos essenciais de plantas pode se tornar uma pratica
alternativa para o controle de doencas pés-colheita de frutas. O presente trabalho objetivou
avaliar in vitro o efeito dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum),
Manjericdo (Ocimum micranthum), Capim-limao (Cymbopogon citratus) e Alecrim-pimenta
(Lippia sidoides) como alternativa de controle do crescimento micelial de isolados de fungos
dos géneros Alternaria, Colletotrichum e Lasiodiplodia, causadores de podrid6es pds-colheita
em frutos de mamoeiro. Foram realizados dois ensaios, onde os 6leos foram incorporados ao
meio de cultura BDA, nas concentracdes 0, 500, 1000 e 1500 pL.L™ no ensaio 1; e 0, 250,
750, 1500 e 2000 pL.L* no ensaio 2. O delineamento experimental utilizado foi o
Inteiramente Casualizado (DIC), com quatro concentracfes de Oleos para cada patdgeno
(Ensaio 1) e cinco concentragdes (Ensaio 2), com 3 repeticdes. Foi calculada a percentagem
de inibicdo do crescimento micelial (IC %). As medias da percentagem de inibicdo
crescimento foram submetidas a andlise de variancia e ao teste de Tukey a 5% de
probabilidade (Sisvar 5.6.) e asanalises de regressdo foram ajustadas as equacdes e estimadas
as doses efetivas medianas (EDso). Os resultados obtidos indicaram que todos os 0leos
essenciais sdo eficientes na inibicdo dos patdgenos testados in vitro e que existe respostas
distintas na inibicdo do crescimento dependendo das espécies dos patdgenos. E que os Oleos
essenciais de Alecrim-pimenta e de Capim-limdo sdo os que apresentaram maior e menor

toxidade, respectivamente.

Palavras-chave: Podriddo pds-colheita. Controle Alternativo. Fungos.



ABSTRACT

Fruit growing is a sector of great importance for Brazilian agribusiness, and
among the most produced fruits stands the papaya crop. One of the obstacles hindering the
maximum production of the crop is the postharvest diseases, leading to great economic losses.
These diseases are controlled with fungicides, however many of the products are being
banned in the market and alternatives less aggressive to the environment are being sought by
consumers. There is a growing demand for the discovery of new chemical compounds of
vegetal origin taking advantage of the diversity of Brazilian flora. Thus, the use of plant
essential oils may become an alternative practice for controlling postharvest disease of fruits.
The goal of this study was to evaluate the effect of the essential oils of Alfavaca-clovo
(Ocimum gratissimum), Basil (Ocimum micranthum), Lemongrass (Cymbopogon citratus)
and Rosemary (Lippia sidoides) as an alternative to control the mycelial growth of isolated
from Alternaria, Colletotrichum and Lasiodiplodia, causing postharvest rots in papaya fruits.
Two assays were performed, where the oils were incorporated into the BDA culture medium
at concentrations 0, 500, 1000 and 1500 pL.L? in assay 1; and 0, 250, 750, 1500 and 2000
pL.Lt in assay 2; (DIC), with four concentrations of oils for each pathogen (Assay 1) and five
concentrations (Assay 2). The experimental design was completely randomized with 3
replicates. Percent inhibition of mycelial growth (IC%) was calculated. The mean growth
inhibition percentages were submitted to analysis of variance and to the Tukey test at 5%
probability (Sisvar 5.6) and the regression analyzes were adjusted to the equations and the
median effective doses (EDso) were estimated. The results indicated that all essential oils are
efficient in inhibiting the pathogens tested in vitro and there are distinct responses on growth
inhibition depending on the species of the pathogens. The essential oils of Rosemary-pepper

and Lemongrass are the ones that presented greater and lesser toxicity, respectively.

Keywords: Postharvest rot. Alternative Control. Fungi.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados da Organizagcdo das NacOes Unidas para a Agricultura e
Alimentagdo — FAO (2016), em 2013 o Brasil foi o terceiro maior produtor mundial de frutas
e continua a se destacar nos ultimos anos como importante produtor, consumidor e exportador
de frutas tropicais, expandindo o agronegécio e buscando adequagdes para atender ao
mercado consumidor.

Dentre as frutas mais produzidas no pais se destaca o cultivo de mamao (Carica
papaya L.), onde a atividade gera renda de R$ 1,2 bilhdo e apresenta estabilidade, apesar das
adversidades enfrentadas nas regides produtoras, tais como os problemas fitossanitéarios, o
elevado custo de producdo, e da que a escassez hidrica na regido Nordeste (BRAPEX, 2015).

As doencas causadas por fungos constituem um fator limitante na producdo,
comercializagéo e exportagdo do maméo in natura, exigindo, portanto, medidas adequadas de
controle (SILVEIRA et al, 2005). Essas doencas, geralmente as podriddes, tém contribuido
para a reducdo da qualidade das frutas, destacando-se os tipos de infecgdes quiescentes,
tipicas de doencas de pré-colheita e aquelas especificas de pos-colheita. Todos 0s estagios da
cultura sdo suscetiveis a uma ou mais doencas, e 0 éxito da producdo dependera
exclusivamente da maior ou menor incidéncia das mesmas, 0 que, por sua vez, resulta, em
grande parte, da adocdo de medidas preventivas adequadas (MARTINS; FARIAS, 2002).

As podridbes causadas pelos diversos patégenos, como a podridao-por-Alternaria,
podriddo-por-Lasiodiplodia e podriddo peduncular ocorrem frequentemente causando grandes
prejuizos econémicos. Dentre as doencas mais frequentes se destaca a antracnose, uma das
doencas mais importantes que ocorrem na cultura do mamoeiro, podendo afetar folhas, ramos
e frutos e em todas as fases de desenvolvimento da planta, causando grandes prejuizos
(CASTRO et al, 2006).

Atualmente o controle dessas doencas na fase pos-colheita é realizado com o uso
de fungicidas, que podem resultar em frutos com a presenca de residuos nocivos a saude. O
uso excessivo de agrotoxicos nessa fase tem sido uma das restricbes impostas pelo mercado
externo, devido a crescente demanda por produtos de boa aparéncia e qualidade, aliada ao
menor uso de agrotoxicos. Esta demanda tem exigido da Instituicbes de Pesquisa estudos e
desenvolvimento de novas alternativas, tais como a possibilidade do uso de 6leos essenciais
vegetais como antimicrobianos, em substitui¢cdo aos produtos quimicos tradicionais utilizados

no manejo fitossanitarios nas fases de producéo e pos-colheita dos frutos, visando a seguranca
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alimentar e a protecio ambiental (ROZWALKA, 2003; GUIRALDO et al. 2004; CERDENO,
2006; OLIVEIRA et al., 2006).

Os Oleos essenciais apresentam propriedades antimicrobianas que sdo
significativamente reconhecias quanto ao seu potencial no controle de fitopatdgenos, devido a
sua acdo fungitdxica. Estas sdo responsaveis pela inibicdo do crescimento micelial,
germinacdo de esporos e diminuicdo do periodo latente (OLIVEIRA et al., 2008; MILANESI
et al, 2009).

Diversos trabalhos tém mostrado efeitos positivos com o uso de éleos essenciais
ou seus componentes no controle de fungos (NERI; MARI; BRIGATI, 2006; TAO; JIA;
ZHOU, 2014; BOMFIM et al., 2015). Os 6leos essenciais de tomilho, orégano e capim-liméo
incorporados ao meio de cultura inibiram completamente o crescimento micelial in vitro de
Botrytis cinerea e Alternaria arborescens, e a vaporizacdo dos 0leos essenciais de tomilho e
orégano inibiram o crescimento de Rhizopus stolonifer em 69 e 64%, respectivamente
(PLOTTO; ROBERTS; ROBERTS, 2003). Pode-se encontrar diversos trabalhos que relatam
o efeito de dleos essenciais sobre a inibigdo do crescimento de diferentes fungos in vitro.

Diante da problematica exposta, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o
efeito in vitro dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum), Manjericdo
(Ocimum micranthum), Capim-limdo (Cymbopogon citratus) e Alecrim-pimenta (Lippia
sidoides) na inibicdo do crescimento micelial de isolados fungicos dos géneros Alternaria,

Colletotrichum e Lasiodiplodia, causadores de podriddes pos-colheita em frutos de mamao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia econémica da cultura do mamoeiro

Diante do agronegocio brasileiro a fruticultura é um dos setores de ampla
importancia econdmica. Os diferentes climas e a diversidade das culturas sdo fatores que
permitem que o setor alcance resultados relevantes para a economia do pais.

Nos ultimos anos, a demanda por frutas in natura tem estimulado o aumento da
producdo nacional. Em 2014 o Brasil chegou a produzir 823.284 toneladas de frutas frescas,
sendo o 8° pais que mais produziu frutas no mundo, sendo esta demanda liderada pela india
que produziu 5.997.490 toneladas. (FAO, 2014). Em 2015, o valor da produgdo desses
produtos foi avaliado em R$ 26,5 bilhdes, quando comparado com o valor obtido em 2014,
houve um acréscimo de 3,4% de acordo com a Producdo Agricola Municipal — PAM
(IBGE,2015).

Das frutas que sdo mais produzidas se destacam: banana (21,9%), laranja (21,3%),
uva (8,8%), abacaxi (8,4%), mac¢é (5,0%), melancia (4,7%) e o mamao (4,4 (IBGE, PAM,
2015).

Os estados brasileiros que se destacam na fruticultura avangcam juntamente com a
tecnologia e atingem a qualidade exigida para os mercados externos. O Ceara teve maior
participacdo no ranking da exportacdo no ano de 2016, chegando a exportar 24,32% de todas
as frutas exportadas pelo pais (incluindo nozes e castanhas), sequido do Rio Grande do Norte
(16,76%), Bahia (15,58%), Sao Paulo (15,51%) e Pernambuco (14,29%) (AGROSTAT, 2016).

Diante dos resultados alcancados nos ultimos anos e da visdo promissora que 0
setor possui, alguns desafios para a fruticultura sdo esperados, ja que o mercado externo se
apresenta cada vez mais exigente. Alguns fatores como a qualidade das frutas, as inovacdes
das tecnologias, praticas sustentaveis durante a producdo, o avanco no desenvolvimento das
exportacoes, o controle de pragas e doencas, o desperdicio de frutas, podem ser alguns dos
desafios que poderdo ser transformados em oportunidades (SEBRAE, 2015).

A producdo mundial de mamao atingiu pouco mais de 12,6 milhdes de toneladas
em 2014, sendo 1,6 milhdo de toneladas produzidas pelo Brasil, o que corresponde a
aproximadamente 12,65% da producdo do mundo. O pais que mais produziu mamao no ano
foi a India (5.639.300 toneladas) liderando o ranking e deixando o Brasil em 2° lugar na
producdo do fruto, seguido da Nigéria (3°), Indonésia (4°) e do México (5°) (IBGE/PAM,
2015).
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O Brasil também apresenta potencial para ser um forte exportador de mamao, em
2016 chegou a exportar 37.938,6 toneladas da fruta fresca. Ja em termos estaduais, 11,7% do
mamao exportado do Brasil foi proveniente do Ceard. (AGROSTAT, 2016). Mostrando que
mesmo diante a adversidade hidrica vivenciada nos Gltimos anos de estiagem é possivel
produzir. Os paises que mais importam a fruta sdo Estados Unidos e Cingapura. (FAOSTAT,
2015).

Apesar de ser um forte produtor de mamé&o, o Brasil ainda ndo possui alto
potencial de competitividade para entrar no mercado da exportacdo, isso pode ser visto
quando apenas 2% do mamdo produzido no Brasil é direcionado a exportacdo. Tal
probleméatica pode ser atribuida a diversas causas, além das exigéncias e barreiras
fitossanitarias dos paises importadores, as perdas podem acontecer devido aos danos
mecanicos durante a colheita, o aparecimento de podriddes, o alto custo do transporte e a
qualidade, o que acarreta na reducdo da competividade da fruta no mercado externo (IBGE,
PAM, 2015).

Apesar da conjuntura econdmica favoravel a cultura do mamoeiro, existem alguns
entraves que dificultam a sua expansdo no Pais, a exemplo das doencas e do pequeno numero
de variedades disponiveis para plantio, que atendam as exigéncias dos mercados interno e
externo (SILVA, 2016).

2.2 Doencas pos-colheita

As doencas sdo a maior causa das perdas pds-colheita de mamdes, afetando, na
maioria das vezes até 100% dos frutos, demandando do produtor ou da empresa exportadora
uma rapida logistica entre a colheita e a comercializacdo, obrigando os exportadores a
enviarem os frutos por transporte via modal aéreo, 0 que aumenta 0s custos de
comercializacdo do mamao.

Durante o desenvolvimento dos frutos e apds sua colheita, a resisténcia natural a
doencas geralmente declina resultando nos inevitaveis processos de infeccdo e doenca. Em
frutos, as doencas pds-colheita causadas por fungos usualmente sdo provenientes de infec¢coes
quiescentes, estabelecidas no campo, ou de infeccdes por ferimentos, originados durante
subsequente colheita e manuseio (CIA, 2005).

Além dos fatores que reduzem a vida poés-colheita, frutos como o mamao
apresentam padrao respiratdrio do tipo climatérico, cuja maturacdo continua apos a colheita, o

declinio da resisténcia natural dos frutos pode ativar infecgdes quiescentes e 0 aumento da
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incidéncia e/ou severidade da doenca o que os predispdem a um grande nimero de doencas
que se manifestam somente na fase pds-colheita, apesar das infeccdes ocorrerem na fase preé-
colheita (JACOMINO et al., 2002; CIA, 2005; FONTES et al., 2008).

Entre as doengas pos-colheita do mamédo a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides Penz, é a mais comum, sendo difundida em todo o mundo
(CASARRUBIAS —~CARRILLO et al., 2002). E uma doenca que limita a vida ttil dos frutos
tanto durante o armazenamento, quanto durante o transporte e a comercializacdo. Existem
ainda outros fungos, ndo menos importantes, associados as doencas pos-colheita, como: as
podriddes causadas por Fusarium spp, Alternaria spp, Rhizopus stolonifer, Penicillium
digitatum, Lasiodiplodia theobromae, Guignardia spp. e Cercospora papayae; a mancha-
chocolate, também causada pelo fungo Colletotrichum gloesoporioides, a pinta preta ou
variola (Asperisporium caricae) ocorre no campo, porém seus sintomas permanecem na fase
pos-colheita e dificultam a comercializagéo.

Atualmente, o controle fitossanitario em pos-colheita de mamdes esta restrito ao
uso de poucos fungicidas a base de imazalil e tiabendazol. O uso de fungicidas tem sido um
problema, visto que alguns tratamentos afetam o processo de amadurecimento natural dos
frutos e podem selecionar estirpes resistentes de fungos devido ao seu uso permanente
(GAMAGAE et al., 2003). Além disso, esses fungicidas podem ser potencialmente
prejudiciais ao homem, ocasionando doencas e infeccBes, e ao meio ambiente, afetando o
equilibrio dos ciclos de vida das diversas espécies de animais e vegetais, tonando seu uso

progressivamente limitado ou proibido.

2.3 Agentes causadores de doengas em mamao na pos-colheita

2.3.1 Colletrotrichum gloeosporioides

O Colletotrichum é considerado um dos géneros de maior importancia em relacao
a patdgenos de plantas. Sdo varias as espécies pertencentes a esse género, onde essa espécie
ataca uma grande variedade de culturas em todo o mundo, entre elas, cereais, legumes e frutas
(BONETT et al., 2012). O Colletotrhichum gloeosporioides Penz é o agente etiologico de
maior incidéncia, seguido por Phoma caricae-papaye, quando relacionado a podriddo
peduncular (NERY-SILVA et al., 2007).

C. gloeosporioides, pertence a ordem Phyllachorales e a familia Glomerellaceae é
0 agente causal da antracnose, considerada uma das mais importantes doengas do maméo,

conhecida em todos os paises produtores, incluindo Havai, a regido Caribenha, leste e oeste
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africanos, a India, o Taiwan, a Singapura e a Australia. (INFORME AGROPECUARIO,
2005).

Os conidios desse patégeno sdo hialinos e unicelulares, dispostos em circulos,
formados em conjuntos de coloracdo salmdo, retos e cilindricos, com &pices obtusos, bases as
vezes truncadas, medem 12-17 um x 3,5-6 um. Apressorios sdo clavados, ovoides, obovados
ou lobados, de coloracédo castanha, medem 6-20 um x 4-12 um. Formam coldnias variaveis de
coloragdo branco-gelo a cinza escuro e micélios aéreos, geralmente uniformes, aveludados
(DIAS, 2014).

Durante a infeccdo no fruto, os conidios sdo liberados dos acérvulos através de
uma massa viscosa de coloracdo rosada a salmdo e seus esporos germinam e formam
apressorio na superficie do fruto. Em condicGes de alta umidade, os conidios sdo expostos e
envoltos por uma massa mucilaginosa rosada e as altas temperaturas favorecem a infec¢éo do
fungo nos frutos. Periodos de umidade prolongada e uma pelicula de agua livre sobre os
tecidos sdo condicdes ideias para a infeccdo e desenvolvimento do patdgeno. A disseminacao
ocorre através da agua (enxurrada ou respingos da chuva), movimento do solo, transporte de
material infectado como mudas, sementes e frutos, pelo vento, insetos e por meio de
ferramentas contaminadas (TAVARES, 2005; DIAS, 2014).

Os principais sintomas da antracnose sdo lesdes grandes, arredondadas, necroticas
e bordos ligeiramente elevados com o centro dos tecidos deprimidos, nos quais Sao
produzidas massas de conidios alaranjados. Os sintomas iniciam com manchas pardo
avermelhadas que se estendem por todo o fruto, depois formam pontuacdes escuras levemente
salientes na casca dos frutos. Quando ndo controlada adequadamente a doenca pode afetar
100% do fruto, levando & sua perda (JUNIOR; MELLO; JUNIOR, 2006).

A antracnose acarreta prejuizos a producdo de diversas frutiferas como a pinha
(Annona squamosa L.) e a graviola (Annona muricata L.) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
2014; KAMEI et al., 2014), maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener)
(ARAUJO NETO, 2014), e morango (Fragaria anassa x Duch) (MONTEIRO, 2017).

2.3.2 Alternaria alternata

O género Alternaria contém um grande nimero de espécies, com mais de 40 delas
relatadas como patdgenos das plantas € um dos principais grupos causadores de infeccdo
quiescente em pos-colheita de frutos e hortalicas, e dentre essas estdo as cucurbitaceas
(ZAMBOLIM et al., 2002).
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O género pertence a ordem Pleosporales e a familia Pleosporaceae, € composto
por fungos anamorficos que possuem conidios com comprimento e largura variavel,
geralmente individuais e raramente catenulados, retos ou ligeiramente curvos, com corpo
oblongo ou elipsoidal que se afina em dire¢éo ao &pice, formando um bico comprido, sinuoso
e ocasionalmente ramificado. Apresentam coloragdo palha, parda ou ouro claro, com septos
transversais e poucos ou nenhum longitudinal. Os conidios sdo inseridos em conidi6foros
septados, retos ou sinuosos, que ocorrem isolados ou em grupos. As populagdes de A.
alternata séo caracterizadas por se apresentarem morfologicamente heterogéneas, diferindo
quanto a coloracdo do micélio, producdo de pigmentos em meio de cultura, presenca ou
auséncia de esporulacdo em condicGes de laboratério, bem como, quanto a patogenicidade e
agressividade (ALVES, 2014; TOFOLI; DOMINGUES; FERRARI, 2015).

O fungo A. alternata é o agente causal da doenca chamada mancha-de-alternaria,
caracterizada por lesGes circulares a ovais negras e cobertas por uma massa de conidios pretos
ou micélios brancos do patdgenos. Pode sobreviver nos restos de cultura, e também como
epifita ou parasita em outras plantas. Como principal forma de disseminacdo a longas
distancias estdo as sementes contaminadas ou infectadas por conidios. Ventos, tempestades,
agua de chuva e irrigacdo também disseminam o fungo para outras partes do campo ou para
campos vizinhos. Temperaturas entre 16-18°C, acompanhadas de alta umidade, favorecem o
desenvolvimento da doenca. (VENTURA, 2003; ALVES, 2014).

A podriddo-de-alternaria causada por Alternaria alternata (Fries) Keissler ocorre
pela infeccdo dos frutos principalmente através das lenticelas e produz podrid6es na superficie
e pedunculo dos frutos, causando deterioracdo do fruto seguida de apodrecimento. (PRUSKY
et al., 2003).

2.3.3 Lasiodiplodia theobromae

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Giffon e Maubl. (syn. Botryodiplodia
theobromae Pat.) pertence & ordem Botryosphaeriales e & familia Botryosphaeriaceae. E um
fungo cosmopolita, polifago e oportunista, portanto com reduzida especializa¢do patogénica,
infectando espécies de plantas em regides tropicais e temperadas, causando 0s mais variados
sintomas (PUNITHALIGAM, 1980; DIAS, 2014).

A coloracdo das coldnias varia do cinza ao preto, com micélio aéreo abundante.
Os picnidios podem ser simples ou compostos, muitas vezes agregado, estomatico, ostiolado,
com até 5 mm de largura. Os conidi6foros sdo cilindricos hialinos, simples, as vezes septos,

raramente ramificados, provenientes das camadas internas das células que alinham a cavidade
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do picnidio. Aos conidios sdo hialinos, simples, cilindricos, sdo inicialmente unicelulares,
hialinos, granulados, sub-ovéides a elipsoidal-oblongo, de paredes grossas, truncadas de base.
Quando maduros os conidios sdo septados, longitudinalmente estriado, 20-30 x 10-15 pm. As
paréafises quando presentes sdo hialinas, cilindricas, as vezes dotadas, até 50 pum de
comprimento (DIAS, 2014). As caracteristicas de L. theobromae em meio de cultura sdo
muito variaveis e podem apresentar diferencas na coloracdo das coldnias e velocidade de
crescimento micelial de acordo com o isolado (HALFELD-VIEIRA et al., 2007).

As podriddes pedunculares em mamdo, apresentam 0s sintomas durante o
amadurecimento do fruto, fato que parece ocorrer com todos 0s patdégenos associados a essa
doenca. As lesdes surgem apds a colheita na regido de corte do pedunculo, tomando a parte
basal do fruto, geralmente no inicio do amadurecimento. Nos sintomas incitados pelo L.
theobromae, as leses tornam-se marrom-escuras e deprimidas, sendo circundadas por area
aquosa. Esse patogeno apresenta crescimento rapido, causando muitas vezes a mumificacdo
dos frutos (OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2006). Em pos-colheita ocorre frequentemente no
pedunculo e também na superficie da fruta. Na colheita a doenca é mais severa sob
temperaturas de 25°C a 30°C e em condi¢cdes de alta umidade relativa (GUPTA; NEMA,
1979).

Em trabalhos realizados por Pereira et al. (2006), os autores notaram que um
isolado de coco, mostrou-se altamente patogénico a0 mamdo, maracuja, manga e caju,
enquanto que para coco, foi pouco agressivo. Tal resultado levou os autores a concluirem que
ha variacdo quanto a patogenicidade de isolados de diferentes hospedeiros e até mesmo entre

isolados da mesma cultura.

2.4 Oleos essenciais no controle de doencas na pés-colheita

O Brasil detém uma flora riquissima, com uma diversidade enorme de espécies
utilizadas na medicina popular. Porém, apenas uma pequena parcela desta flora ja foi objeto
de estudos quimicos e farmacologicos que comprovam parcial ou integralmente sua acao
medicinal e na agropecuaria (EMBRAPA, 2009).

Atualmente o controle de fitopatdgenos envolvem o uso de defensivos de origem
sintética. Estes, além de apresentarem um elevado custo, persistem no meio ambiente de
maneira deletéria, possuem efeitos residuais, espectro de acdo e resisténcia pelo patégeno, e o
seu tempo de uso continuo e prolongado vem induzindo a selecdo de estirpes resistentes aos

principios ativos desses produtos. O que tem levado a restricdo quanto ao uso de fungicidas,
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devido a fitotoxicidade, e aumentado a procura de métodos alternativos de controle tais como,
uso de biofungicidas, extratos vegetais e Oleos essenciais. Diversos trabalhos estéo
apresentando resultados promissores para a utilizacdo destes métodos alternativos no controle
de fitopatdgenos em diversas culturas (FRANCO; BETTIOL, 2000; AGARWAL et al., 2001;
BENATO et al., 2002; CARRE et al., 2002; MOREIRA et al., 2002; PAULA et al., 2003). A
procura por alimentos livres de residuos de agrotoxicos s6 aumenta a cada dia, esse fato
ocorre principalmente pela mudanca de habito da populacdo que procura consumir alimentos
cada vez mais saudaveis e que afetem o minimo possivel o meio ambiente. Os 0leos
essenciais surgem assim, como uma alternativa para substituicdo do uso de fungicidas na pés-
colheita.

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com
baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria das vezes,
por moléculas de natureza terpénica. A composi¢ao quimica dos 6leos essenciais depende de
fatores ambientais, periodo de colheita, técnica de extragdo e de fatores genéticos. (LIMA et
al., 2003; SANTOS, 2004; MORANDI; BETTIOL, 2009).

Estudos realizados recentemente concluiram que 6leos essenciais obtidos a partir
de plantas medicinais, apresentaram a existéncia de compostos com agédo fungitoxica capaz de
inibir o crescimento micelial e germinacédo de esporos de Fusarium pallidoroseum e Fusarium
subglutinans. Sendo possivel o emprego dos Oleos essenciais estudados no controle
alternativo da fusariose e podridao por fusario em infrutescéncia de abacaxi e frutos de melao,
aléem de apresentar efeitos fungitdxico e fungistatico, podendo ser usados no controle dos
fungos C. gloeosporioides, L. theobromae, e Alternaria spp. responsaveis por doencas pos-
colheita mais comuns em diversas culturas (SOUSA, 2010; SELLAMUTHU; SIVAKUMAR;
SOUNDY, 2013; ANDRADE; VIEIRA, 2016).

2.4.1 Cymbopogon citratus — Capim-liméo

Cymbopogon citratus, Stapf (Capim-limédo), pertencente a familia Poaceae, ¢ uma erva
amplamente utilizada em paises tropicais, especialmente no Sudeste Asiatico. Originaria da
India. Introduzida no Brasil e era utilizada como planta ornamental, sendo encontrada em todo
pais. (CASTRO; RAMOS, 2003)

Os compostos identificados em Cymbopogon citratus sdo principalmente terpenos,
alcoois, cetonas, aldeidos e ésteres. A planta também contém fitoconstituintes relatados, como

flavondides e compostos fendlicos. Estudos indicam que C. citratus possui varias atividades
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farmacoldgicas, propriedades antibacterianas, antifungicas e anti-inflamatérias. (SHAH et al.,
2011).

Estudos realizados recentemente comprovaram o efeito de éleo essencial e do
extrato de C. citratus na inibicdo total ou parcial do crescimento micelial de Glomerella
cingulata e Colletotrichum gloeosporioides, patdgenos de frutos de goiaba; e Fusarium
proliferatum, patdgeno causador do tombamento e podriddo do colmo do milho (SOUZA et al.
2007; ROZWALKA et al. 2008).

2.4.2 Lippia sidoides (sin.: L. origanoides) — Alecrim-pimenta

Lippia sidoides Cham. é uma espécie nativa da regido semi-arida, pertencente a
familia Verbenaceae, vulgarmente conhecida como Alecrim-pimenta. E uma planta aromatica,
arbustiva, de uso medicinal popular encontrada na regido da Caatinga, no Nordeste brasileiro
(LORENZI; MATOS, 2002; SANTOS et al., 2016). Apresenta atividade inseticida,
bactericida, fungicida, larvicida e acaricida (CARVALHO et al., 2003; BOTELHO et al., 2007;
CAVALCANTI et al., 2010; LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2013; RATNAWEERA et al.,
2015; SOARES et al., 2016).

Gadelha et al. (2003) constataram a eficiéncia do 6leo de L. sidoides no controle
preventivo e curativo de Fusarium sp durante o tratamento pos-colheita do pedinculo de
meldo (Cucumis melo L.) cv Orange Flessh.

Oliveira et al. (2008) trabalhou com o 06leo de Lippia sidoides no controle do
crescimento micelial de contaminantes na micropropagacao de plantas, como os fungos
Aspergillus niger, Penicillium sp, Fusarium sp, e F. oxysporum, chegando a controlar proximo
de 90% para todos os fungos avaliados e associaram essa acdo da inibicdo aos constituintes

majoritarios como o timol e o carvacrol.

2.4.3 Ocimum micranthum (sin.: Ocimum. Campechianum Mill.) - Manjericéo

A espécie O. micranthum (sin. O. campechianum Mill.) é conhecida vulgarmente
pelos nomes de alfavaca do campo, alfavaca de galinha, alfavaca silvestre, favaquinha e
manjericdo (DI STASI et al., 2002; SACCHETTI et al., 2004; MONTELES E PINHEIRO,
2007).

O manjericdo é uma planta nativa de regides tropicais e subtropicais da Ameérica,
cultivado para fins medicinais e ornamentais, pertence a familia de Lamiaceae. Bastante

utilizada como condimento, tempero, aromatizante, mas também é largamente utilizada pela
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industria farmacéutica, de alimentos e de perfumes devido aos seus constituintes majoritarios
(LORENZI; MATOS, 2002; AMARAL E GUARIM, 2007; JARAMILLO et al.,, 2014).
Também contém compostos biologicamente ativos que sdo utilizados naturalmente como

inseticida, nematicida, bactericida e antifingica (SILVA et al. 2004).

2.4.4 Ocimum gratissimum — Alfavaca-Cravo

A alfavaca (Ocimum gratissimum L., Lamiaceae), € um arbusto lenhoso perene
pertence a familia Lamiaceae. Comumente utilizada na medicina popular e largamente
encontrada em quintais e jardins domésticos. E também conhecida como alfavacéo, alfavaca-
cravo e manjericdo-cheiroso. A planta é nativa da Africa e Asia tropical, mas pode ser
encontrada em todo o Brasil.

Matasyoh et al. (2007) verificou em seus estudos a bioatividade do 6leo essencial
de O. gratissimum sobre bactérias de elevada patogenicidade, como Staphylococcus aureus,
Bacillus spp, Pseudomonas aeruginosae, Klebisiella pneumoniae, Proteus mirabilis.

Trabalhos comprovaram a eficacia do dleo essencial de alfavaca-cravo sobre o
crescimento e germinacédo de F. subglutinans, C. gloeosporioides, Candida albicans, C. krusei,
C. parapsilosis, C. tropicalis e ainda o efeito do déleo e do p6 das folhas secas da planta em
sementes de trigo naturalmente infectadas com Bipolaris sorokiniana (NAKAMURA et al.
2004; RODRIGUES et al. 2006; AQUINO et al. 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Quimica de Produtos
Naturais e no de Patologia P6s-Colheita, da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceara.

3.2 Obtencéo dos isolados

Os isolados utilizados nos ensaios fazem parte da Colecdo de Trabalho do
Laboratorio de Patologia Pds-Colheita e da Colecdo de Microrganismos de Interesse da
Agroindustria Tropical. Originalmente, estes isolados foram coletados de frutos de mamao
que apresentavam sintomas tipicos de podriddes, foram isolados e cultivados em meio de
cultura sintético, Batata-Dextrose-Agar (BDA), até a identificacdo e preservacdo destes nas
Colecdes.

Foram utilizados 10 isolados de trés diferentes géneros de fitopatdgenos para 0s
experimentos, trés isolados de Alternaria alternata, cinco isolados de Colletotrichum

gloeosporioides e dois isolados de Lasiodiplodia theobromae (tabela 1).

Tabela 1 — Identificacdo dos isolados fungicos utilizados no estudo.

Cadigo Colecéo Género

LPPC 09 Alternaria alternata
LPPC 64 Alternaria alternata
LPPC 70 Alternaria alternata
LPPC 57 Colletotrichum gloeosporioides
LPPC 43 Colletotrichum gloeosporioides
LPPC 10 Colletotrichum gloeosporioides
LPPC 84 Colletotrichum gloeosporioides
LPPC 50 Colletotrichum gloeosporioides
LPPC 05 Lasiodiplodia theobromae
LPPC 83 Lasiodiplodia theobromae

Fonte: Amorim, 2017.
Os isolados foram preservados sob duas formas, segundo o método de Castellani,
modificado por Figueiredo (1967), para fungos fitopatogénicos, sob temperatura de 10°C, e
em silica-gel, que consiste em espalhar uma suspensdo de esporos do fitopatdgeno sob a

silica-gel e em seguida armazena-la a temperatura de 10°C.
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Para a reativacdo dos isolados da Colecdo de Trabalho, foram utilizadas placas de
Petri contendo meio de cultura BDA. Apos a reativagdo e obtencdo da colbnia pura, discos de
8 mm foram retirados da borda da cultura pura e transferidos para o centro de novas placas de
Petri contendo o mesmo meio de cultura e incubados em temperatura média de 25°C, em

camara tipo BOD, com fotoperiodo de 12 horas por, 10 dias.

3.3 Extracédo dos 06leos essenciais

As extracdes dos 0Oleos essenciais foram realizadas pelo Laboratério de Quimica
de Produtos Naturais e as plantas utilizadas foram cultivadas no Horto de Plantas Medicinais
e Aromaticas da Embrapa Agroindustria Tropical (HPMA-CNPAT), Fortaleza, Ceara.

As espécies utilizadas para a obtencdo dos Oleos essenciais foram as seguintes:
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum), Manjericdo (Ocimum micranthum) Capim-liméo
(Cymbopogon citratus) e Alecrim-pimenta (Lippia sidoides).

Porgdes de folhas frescas, foram direcionadas ao beneficiamento, que consistiu na
selecdo e lavagem do material bem como a retirada das impurezas e do material injuriado. As
folhas foram cortadas e submetidas ao processo de extracdo por hidrodestilacdo em sistema
tipo Clevenger. Apds quatro horas de extracdo, os Oleos foram centrifugados, aferidos os
volumes, separados do hidrolato, e tratados com sulfato de sodio anidro, em seguida,
acondicionado em frasco ambar e armazenado sob refrigeracdo para posterior analise

cromatografica (Figura 1). Os valores em massa utilizados para cada espécie estdo na tabela 2.

Tabela 2 — Massas de folhas frescas das especies vegetais, utilizadas para a obtencdo dos
Oleos essenciais.

Espécie Vegetal Massa (g)
Cymbopogon citratus 342,5
Lippia sidoides 406,3
Ocimum gratissimum 200,0
Ocimum micranthum 190,0

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 1 — llustracéo resumida do processo de hidrodestilagdo e analise de 6leo essencial
(OE) em CG-EM.

Espectro de massas do Eugend

NN EEEERE]
acausstish Timd fmin)

Cromagatograma do QE em CG-EM

10 min a 26500 rpm.

Fonte: ACD/ CheamSketch (Freeware)

Para a determinacdo da umidade (massa de agua presente em 100 g de biomassa),
foram utilizados separadamente 5 g do material vegetal de cada planta, emergidos em 50 mL
de ciclohexano p.a., inseridos em baldo de fundo chato com capacidade de 250 mL, acoplado
a um aparelho dean stark e condensador. O tempo de aquecimento por meio de manta
aquecedora foi de 3 h, logo apds quantificou-se 0 volume de dgua presente no material vegetal
(PIMENTEL et al., 2008; SEIXAS et al., 2012, adaptado).

3.4 Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Os oOleos essenciais foram analisados por Cromatografias a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) e Deteccdo por lonizagdo em Chama (DIC), ambas
realizadas no Laborat6rio de Produtos Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza,

Ceara.

3.4.1 Andlise por cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-EM)

A identificacdo dos componentes quimicos dos éleos foi realizada por meio de

analises por cromatografia gasosa de alta resolucéo acoplada a espectrometro de massas (CG-
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EM), com calculo dos indices de retencdo e pela anélise dos espectros de massas obtidos
comparados com as bibliotecas disponiveis (NIST 2.0, 2014).

As anélises por CG-EM foram realizadas em um equipamento Agilent, modelo
GC-7890B /MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV, equipado com
coluna HP-5MS metilpolissiloxano (dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent), gas
carreador hélio com fluxo 1,00 mL.min (8,8 psi) e velocidade linear constante de 36,8 cm.s?,
temperatura do injetor 250 °C, temperatura do detector 150 °C, temperatura da linha de
transferéncia 280 °C. A programacdo do forno cromatografico com temperatura inicial de
70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min™ até 180 °C e acréscimo de 10 °C/min até
250 °C com tempo de anélise de 34,5 minutos (NIST 2.0, 2014).

Os componentes separados e identificados em cada coluna tiveram os seus tempos
de retencdo convertidos em seus respectivos indices de Retencdo de Kovats (IR), com o
auxilio de uma série homdloga de alcanos C7-Cazo, solubilizada em hexano, injetada nas
mesmas condigcdes das amostras e empregando-se a equacgdo abaixo que relaciona os tempos
de retencdo dos componentes de interesse com 0s tempos de retencdo dos n-alcanos eluidos

antes e apos.

; _ 1002+100(log? RX —logr'RZ)
(log#' R(Z +1)—log' RZ)

Onde:

t’R — Tempo de retencdo ajustado;

X — Tempo de retencdo do componente de interesse;

Z — Tempo de retencdo do n-alcano eluido imediatamente antes dele;

(Z+1) — Tempo de retencédo do alcano eluido imediatamente apds ele.

Equacéo 1 - Equacdo para calculo de valores de indice de Retencdo de Kovats.

Apo6s a conversdao dos dados de tempo de retencdo em indices de retencédo
empregando a equacao 2, a identificacdo dos componentes presentes foi confirmada através
das analises por CG-EM, onde os espectros de massas obtidos foram comparados aos
espectros existentes nas bibliotecas da National Institute of Standards and Technology (NIST,
versdo 2.0, 2014).
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3.4.2 Andlise por Cromatografia Gasosa-Detector de lonizacdo em Chama (CG-DIC)

As anélises por cromatografia gasosa-Detector de ionizagdo em chama (CG-DIC)
foram realizadas em um instrumento Shimadzu modelo CG-2010 Plus, coluna RTX-5
metilpolissiloxano (dimens6es de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um), modo de inje¢do com divisdo
de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min? (84,1 kPa), temperatura do
injetor 250°C, temperatura do detector de 280°C. A programacao do forno cromatogréfico foi
temperatura inicial de 70°C com rampa de aquecimento de 4°C.min até 180°C por 27,5 min,
seguida por rampa de aquecimento de 10°C.min! até 250°C, ao término da corrida (34,5min).
A identificacdo dos compostos foi realizada através da comparagdo dos seus indices de
retencdo com os de compostos conhecidos, obtidos por injecdo de uma mistura de padroes
contendo uma série homologa de alcanos C7-Cso, e de dados da literatura. A proporcéo de
cada composto no dleo essencial foi calculada por normalizacdo das areas dos respectivos

picos no cromatograma registrado por DIC (NIST, verséo 2.0, 2014).

3.5 Atividade antifangica dos 0leos essenciais in vitro

A atividade antifingica dos éleos essenciais de alfavaca-cravo, manjericéo,
capim-limdo e alecrim-pimenta, foi testada in vitro, através avaliacdo da inibicdo do
crescimento micelial do patégeno em meio de cultura BDA incorporado com os 0leos
essenciais em diferentes concentraces.

O estudo foi realizado em dois ensaios. No primeiro foram testados apenas um
isolado de cada género, com o objetivo de observar quais as concentracbes mais eficientes
sobre o crescimento dos patdgenos, sendo estes: LPPC 09 (Alternaria alternata), LPPC 43
(Colletotrichum gloeosporioides), LPPC 05 (Lasiodiplodia theobromae). E as concentracdes
testadas: O pL.L? (controle), 500 pL.L™, 1000 pL.L* e 1500 pL.L™.

No segundo ensaio, todos os isolados de todos os patdgenos foram testados e
novas concentracoes foram definidas e testadas de acordo com resultados do primeiro ensaio.
Sendo as concentragdes testadas diferentes para cada déleo essencial. Para o dleo essencial de
alfavaca-cravo foram testadas as concentra¢des: 0 pL.L?, 1500 pL.L? e 2000 pL.L?; para o
6leo essencial de manjericdo as concentragdes foram: 0 pL.L™, 250 pL.L? e 750 pL.L™; para
0 6leo essencial de capim limdo: 0 pL.L™%, 250 pL.L?, 750 pL.L™? e 2000 pL.L™; e para o 6leo
essencial de alecrim-pimenta foram testadas as concentragfes: 0 pL.L?, 250 pL.L*? e 750
pL.L 2,
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Os 0leos essenciais foram misturados ao dispersante Tween 20 na proporgdo 1:1 e
adicionados ao meio de cultura BDA. Logo apds o meio de cultura incorporado com o 6leo
essencial foi distribuido em placas de Petri (90 mm). Para o tratamento controle foram
utilizadas placa de Petri, também de 90 mm, contendo apenas meio de cultura BDA
solidificado, sem o 6leo incorporado.

Apbs a solidificagdo do meio, transferiu-se para o centro da placa um disco, de 8
mm de didmetro, com parte do fungo proveniente de colénia pura cultivada por um periodo de
10 a 15 dias em meio BDA, com fotoperiodo de 12h e temperatura média de 25°C. Apéds a
transferéncia dos discos de micélio, as placas foram mantidas em incubadoras tipo BOD, a
temperatura média de 25°C, sob fotoperiodo de 12 horas. A avaliacdo aconteceu quando o
tratamento controle apresentou crescimento micelial por toda superficie da placa, ou seja,
quando atingiu o diametro de 90 mm. As medicdes foram realizadas com o auxilio de um
paquimetro digital, medindo-se o didmetro da area de crescimento micelial em dois eixos
ortogonais.

O ensaio foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado — DIC, com 3
(trés) repeticdes por tratamento, onde cada placa correspondeu a uma repeticéo.

As medidas foram utilizadas para determinacdo da percentagem de inibicdo do
crescimento micelial (IC%). Foram utilizadas as medias das duas medidas diametricamente

opostas em todos os tratamentos para serem aplicadas a equacdo (equacéao 2).

IC (%) = [(D¢- Dy) / D¢] * 100]
Onde:
IC — Inibicdo do crescimento (%)
D. — Diametro da colbnia de tratamento controle (mm);

D¢ — Diametro da coldnia nos tratamentos com 0leos essenciais (mm);

Equacdo 2: Equacéo para calculo da inibicdo do crescimento micelial in vitro.

Os dados obtidos no ensaio foram submetidos a anélise de variancia e as medias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do programa estatistico Sisvar
versdo 5.6 (FERREIRA, 2010).

Ao avaliar a percentagem de inibicdo do crescimento (IC%) em cada Oleo
essencial, equactes de regressdo para cada 6leo foram ajustadas e estimadas as doses efetivas

medianas (EDsp), ou seja, a dose necessaria para inibir 50% do crescimento do fungo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificagdo e quantificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais

4.1.1 Oleo essencial de Capim-limao (Cymbopogon citratus)

A andlise por CG-EM/DIC do 6leo essencial de Capim-limdo (Cymbopogon
citratus) revelou a presenca de quatorze compostos, correspondendo a 98,76% dos
constituintes da mistura (Tabela 3). Os componentes majoritarios foram identificados como
sendo o citral (84,18%), que é uma mistura dos isdbmeros neral (35,26%) e geranial (48,92%).
Os componentes secundarios foram o mirceno (7,26%), geraniol (2,79%) e (E)-lsocitral
(1,11%). Esses resultados mostraram-se de acordo com 0s percentuais encontrados por
Bassolé et al. (2011), no qual o teor de neral foi 34,5% e o de geranial foi 48,92%, entre os
secundarios, o0 mirceno (11,0%) também apresentou o maior percentual. Almeida (2014) em
seus trabalhos também identificou o citral como o metabolito majoritario com 89,57%,
composto pelos isomeros neral (36,37%) e geranial (53,20%). Millezzi et al. (2012) encontrou
82,03% de citral. Em estudos recentes, Aquino et al. (2014) encontraram teores de 43,69% de
neral e 34,05% de geraniale. Embora o acumulo e a sintese de metabolitos secundéarios possa
ser variavel, o que depende de diversos fatores bidticos e abidticos, a composi¢do quimica do
Oleo essencial de capim-limdo utilizado no presente trabalho apresentou-se similar aos

utilizados em outros trabalhos.
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Tabela 3 - Composicdo quimica do dleo essencial extraido das folhas de Capim-liméo
(Cymbopogon citratus) utilizados no estudo.

Cymbopogon citratus

Composto >
IK! IK?2 Area (%)®

Mirceno 990 993 7,26
p-Cimeno 1024 1030 0,46
Limoneno 1029 1034 0,68
1,8-Cineol 1031 1038 0,34
B-(E)-Ocimeno 1050 1053 0,07
6,7-Epoximirceno 1092 1097 0,27
Linalol 1096 1102 0,70
trans-Crisantenal 1153 1156 0,27
(E)-Isocitral 1180 1186 1,11
Citronelol 1225 1233 0,30
Neral 1238 1246 35,26
Geraniol 1252 1259 2,79
Geranial 1267 1275 48,92
Acetato de Geranila 1381 1388 0,33
Total 98,76

!Indice de Kovats da literatura; ?Indice de Kovats calculado em CG-EM; *Percentual obtido
por CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano). Valores destacados em cinza
correspondem aos compostos majoritarios. Fonte: Kirley Canuto, 2017.

4.1.2 Oleo essencial de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides)

No 6leo essencial extraido das folhas de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides) foram
caracterizados vinte e quatro compostos (99,09%), dos quais o majoritario foi o timol
(73,79%) e os secundarios foram mirceno (1,30%), p-cimeno (9,07%), E-cariofileno (4,74%),
1,8-cineol (1,04%), y-terpineno (1,35%), e o 6xido de cariofileno (1,35%) (Tabela 4).

Cavalcanti et al. (2010), em estudo com quatro acessos de folhas de L. sidoides,
coletadas em diferentes estados da regido nordeste (Rio Grande do Norte, Ceara e Sergipe),
encontraram percentuais de timol variando de 7,25-70,36%, acompanhados por carvacrol
variando de 0,30-46,09%. Para o 6leo essencial estudado no presente trabalho, o percentual de
carvacrol foi de 0,21%, estando de acordo com percentuais relatados para espécimes
coletados no Ceara (CAVALCATI et al., 2010; SANTOS et al., 2015). Fontenelle et al. (2007)
e Aquino et al. (2014) encontraram teores de timol iguais a 80,8% e 59,65% respectivamente.

O que é similar aos teores obtidos neste estudo.
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Tabela 4 - Composi¢do quimica do Oleo essencial extraido das folhas de Lippia sidoides
(Alecrim-pimenta) utilizados no estudo, Fortaleza- CE.

Composto Lippia sidoides
IK? IK? Area (%)3

a-Tujeno 930 932 0,65
a-Pineno 939 941 0,40
B-Pineno 979 984 0,19
Mirceno 990 993 1,30
6-3-Careno 1011 1016 0,10
a-Terpineno 1017 1022 0,54
p-Cimeno 1024 1030 9,07
Limoneno 1029 1034 0,46
1,8-Cineol 1031 1037 1,04
y-Terpineno 1059 1064 1,35
hidrato de cis-Sabineno 1070 1073 0,19
hidrato de trans-Sabineno 1098 1103 0,19
Ipsdienol 1145 1151 0,93
Terpinen-4-ol 1177 1182 0,61
a-Terpineol 1188 1195 0,12
Timol, metil éter 1232 1239 0,85
Timol 1290 1296 73,79
Carvacrol 1299 - 0,21
Acetato de Timol 1352 1359 0,08
E-Cariofileno 1419 1423 4,74
Aromadendreno 1441 1443 0,47
a-Humuleno 1454 1458 0,24
Espatulenol 1578 1581 0,23
Oxido de cariofileno 1583 1586 1,35
Total 99,09

!Indice de Kovats da literatura; 2indice de Kovats calculado em CG-EM; 3Percentual obtido
por CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano). Valores destacados em cinza
correspondem aos compostos majoritarios. Fonte: Kirley Canuto.

4.1.3 Oleo essencial de Manjericdo (Ocimum micranthum)

No 6leo essencial de Ocimum micranthum, foram identificados vinte constituintes,
representando 99,41% da composicdo quimica. O constituinte majoritario foi o eugenol
(72,46%), seguido pelos secundarios E-cariofileno (6,94), B-alasqueno (5,20%), B-elemeno
(3,27%), elemicina (2,90%), metil-eugenol (1,79%), a-humuleno (1,33%), a-selineno (1,08%)
(Tabela 5).

Estudos recentes de Figueiredo et al. (2014) identificaram como principal

componente majoritario o metil-eugenol (83,33%) e como secundarios B- selineno (5,11%), a-
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selineno (3,76%), B-cariofileno (2,44%), a-humuleno (1,15%). J& em estudos realizados por
Pereira & Moreira (2011) O. micranthum revelou alto teor de 1,8-cineol (62%) ¢ -cariofileno
(78,7%), em comparacgdo ao resultado encontrado em analises dos estudos de Moura (2015)
onde apresentou apenas 3,33% de 1,8-cineol e como componente majoritario o metil eugenol
(81,03%). Das substancias encontradas por Pinheiro et al. (2013), destacou-se uma como
majoritaria o eugenol, com porcentagem de area de 82,98%. As composi¢des apresentadas
nesses resultados sdo semelhantes aos relatos na literatura (SILVA et al. 2003), apesar das
diferencas quantitativas dos componentes.

Silva et al. (2004), pesquisaram a influéncia do horério de coleta na composicéo
quimica volatil de O. micranthum e encontraram um leve decréscimo no percentual de
eugenol, variando de 97% as 6:00 horas da manhd para 84% as 18:00 horas, o poderia

explicar em parte as diferencas encontradas neste estudo e comparadas com os demais autores.

4.1.3 Oleo essencial de Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum)

Para o Oleo essencial das folhas de alfavaca-cravo foram identificados treze
constituintes quimicos, os quais representam 99,40% do 6leo essencial. O eugenol (68,96%)
destaca-se como o componente majoritario, sequido pelos secundéarios B-pineno (1,64%), 1,8-
cineol (18,96%), E-cariofileno (2,52%), B-Selineno (2,91%) e a-Selineno (1,01%) (tabela 5).

Franco et al. (2007) descrevem para o 6leo de O. gratissimum o predominio do
composto Eugenol, contudo, com percentual inferior ao obtido no presente trabalho (57,82%).
Em estudos recentes Miranda et al. (2014) caracterizaram O&leo essencial de ocimum
gratissimum, onde apresentou 0 eugenol como componente majoritario (77,97%), além de
(2)-B-ocimeno (7,99%) e y-muuruleno (6,03%) como componentes secundarios. Aquino et al.
(2014) caracterizaram o 0leo essencial de O. gratissimum, e obtiveram o eugenol como o
constituinte quimico majoritario (92,89%) seguido pelo beta-bisaboleno (5,92%).

Variacdes observadas nos diversos resultados de trabalhos podem ser em fungéo
da sazonalidade, fatores edafoclimaticos, e aspectos genéticos da planta (VAN VUUREN,
2008). O percentual de eugenol no 6leo essencial de O. gratissimum varia consideravelmente
ao logo dia, no qual o maior teor (98%) é observado as 12:00 do dia e 0 menor teor (11%) as
17:00 horas (SILVA et al., 1999; MATOS, 2000). Diversos fatores podem estar ligados as
variacbes da composicdo quimica e dos teores dos componentes no Oleo essencial de O.
gratissimum, porém os resultados encontrados nas presentes caracterizaces estdo similares

com os encontrados na literatura.



Tabela 5 - Composi¢do quimica do 6leo essencial extraido das folhas de Ocimum
gratissimum (Alfavaca-cravo) e Ocimum micranthum (Manjericdo) utilizados neste

estudo.

O. gratissimum

O. micranthum

Composto IK? IK?2  Area (%)° IK? Area (%)®
a-Pineno 939 941 0,61 - -
Sabineno 975 979 0,52 - -
B-Pineno 979 989 1,64 - -
Mirceno 990 996 0,50 - -
1,8-Cineol 1031 1037 18,96 1037 0,74

B-(Z)-Ocimeno 1037 1041 0,33 - -

y-Terpineno 1059 1065 0,08 - -
Linalol 1096 - - 1103 0,61
Borneol 1169 - - 1172 0,09

y-Terpineol 1199 1199 0,47 - -

5-Elemeno 1338 - - 1342 0,41
Eugenol 1359 1363 68,96 1364 72,46

B-Elemeno 1390 - - 1394 3,27

Metil Eugenol 1403 - - 1407 1,79
E-Cariofileno 1419 1423 2,52 1423 6,94
a-Humuleno 1454 - - 1458 1,33
Sesquisabineno 1459 - - 1460 0,31
9-epi-(E)-Cariofileno 1466 - - 1465 0,04
y-Gurjuneno 1477 1484 0,88 - -
y-Muuroleno 1479 - - 1484 0,37
B-Selineno 1490 1489 2,91 1489 0,77
B-Alasqueno 1498 - - 1499 5,20
a-Selineno 1498 1497 1,01 1500 1,08
B-Bisaboleno 1505 - - 1511 0,17
Elemicina 1557 - - 1561 2,90
(E)-Isoelemicin 1570 - - 1571 0,05
Espatulenol 1578 - - 1581 0,29
Viridiflorol 1587 - - 1594 0,59
Total 99,40 99,41

Indice de Kovats da literatura; “Indice de Kovats calculado em CG-EM; *Percentual
obtido por CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano). Valores destacados em cinza
correspondem aos compostos majoritarios. Fonte: Kirley Canuto, 2017.
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4.2 Ensaio 1 - Efeito dos 6leos essenciais sobre o crescimento micelial de isolados de
Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria alternata e Lasiodiplodia theobromae

Todos o0s 6leos essenciais testados nesse ensaio interferiram no crescimento
micelial in vitro dos diferentes isolados avaliados, porém cada 6leo essencial apresentou uma
variacdo no efeito de cada tratamento aplicado. As Figuras 2,3 e 4 demonstram as variagoes

observadas em cada isolado flngico no ensaio.

4.2.1 Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum)

As avaliagOes realizadas para o 6leo essencial de O. gratissimum as doses de 500
pL.L?, 1000 pL.L?t e 1500 pL.L*?, apresentaram percentual de inibicdo do crescimento do
isolado de C. gloeosporioides de 6,90%, 14,36% e 17,48% respectivamente. Para o isolado de
A. alternata nas doses de 1000 pL.L* e 1500 pL.L*, apresentaram percentual de inibicdo de
38,14% e 38,05%, respectivamente, ndo inibindo o crescimento do fitopatdgeno na
concentracdo de 500 pL.Lt. Em L. theobromae houve pouco efeito de inibicdo do
crescimento micelial das colbnias ndo diferindo estatisticamente do tratamento controle,

mesmo na maior dose aplicada (Tabela 6).

4.2.2 Manjericdo (Ocimum micranthum)

O 0leo essencial de O. micranthum foi efetivo a partir da menor dose aplicada
(500 pL.L?) diferindo do tratamento controle, sendo um resultado bastante satisfatdrio para
os isolados de C. gloeosporioides e A. alternata testados. O 6leo essencial inibiu totalmente o
crescimento micelial de L. theobromae nas concentragdes mais altas (1000 pL.L? e 1500
uL.L?) e inibiu 24,16% do crescimento da col6nia na menor concentracio aplicada (500
pL.L-1), diferindo estatisticamente do tratamento controle e das demais doses aplicadas
(Tabela 6).

4.2.3 Capim-lim&o (Cymbopogon citratus)

O oleo essencial de Cymbopogon citratus foi bastante efetivo, inibiu na menor
concentracdo aplicada as coldnias dos isolados de C. gloeosporioides e de A. alternata,
40,87% e 54,59%, respectivamente, diferindo estatisticamente do tratamento controle e das
demais concentrages que inibiram 100% do crescimento micelial dos isolados (1000 pL.L? e
1500 pL.L?). Para o isolado de L. theobromae a inibicdo do crescimento total da colonia

aconteceu na menor concentragdo aplicada (Tabela 6).
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4.2.4 Alecrim-pimenta (Lippia sidoides)

O oleo essencial de Lippia sidoides inibiu totalmente o crescimento micelial das
colbnias de todos os isolados testados a partir da menor concentragdo (500 pL.L™) (Tabela 6).

Tabela 6 - Médias da taxa de inibicdo do crescimento micelial in vitro, dos fitopatdgenos

testados em Oleos essenciais diferentes e suas respectivas doses.

Colletotrichum gloeosporioides (LPPC 43)

Tratamento O. gratissimum O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 @ 0,00 @ 0,00
500 pL.Lt 6,90 @ 74,93° 40,87 ° 100 ®
1000 pL.L 2 14,36 2 100 ® 100 ¢ 100 ®
1500 pL.L 2 17,482 100 ® 100 ¢ 100 ®
DESVIO PADRAO 29,30
CV% 21,94
Alternaria alternata. (LPPC 09)

Tratamento O. gratissimum O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 0,00 @ 0,00
500 pL.Lt 0,002 100 ® 54,59 P 100 ®
1000 pL.L 2 38,14° 100 ® 100 ¢ 100 ®
1500 pL.L 2 38,05° 100 ® 100 ¢ 100°
DESVIO PADRAO 20,08
CV% 17,18

Lasiodiplodia theobromae (LPPC 05)
Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 @ 0,00 @ 0,00
500 pL.L t 3,592 24,16 ° 100° 83,27°
1000 pL.L ¢ 6,64 2 100 ¢ 100 ° 100°
1500 pL.L ¢ 0,00 ? 100 ¢ 100° 100°
DESVIO PADRAO 10,15
CV% 9,85

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, para cada patdgeno, ndo diferem pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 2 — Efeito das diferentes concentragcbes dos éleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o patégeno Colletotrichum
gloeosporioides (isolado LPPC43), Ensaio 1. A- Alfavaca-cravo; B- Manjericdo; C- Capim-
limdo; D- Alecrim-pimenta.

CONTROLE

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 3 — Efeito das diferentes concentracbes dos éleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-liméo e Alecrim-pimenta sobre o patdgeno Alternaria alternata (isolado
LPPCO09), Ensaio 1. A- Alfavaca-cravo; B- Manjericdo; C- Capim-limdo; D- Alecrim-pimenta.

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 4 — Efeito das diferentes concentragcbes dos éleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o patdgeno Lasiodiplodia theobromae
(isolado LPPCO5), Ensaio 1. A- Alfavaca-cravo; B- Manjericdo; C- Capim-limdo; D-
Alecrim-pimenta. Fortaleza, CE. Fonte: Amorim, 2017.

CONTROLE CoONTROL)

Fonte: Amorim, 2017.
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4.3 Ensaio 2 - Efeito dos 6leos essenciais sobre o crescimento micelial de isolados de
diferentes fitopatdgenos

Todos os géneros submetidos a aplicacdo dos Oleos essenciais testados nesse
trabalho, sofreram inibicéo no crescimento micelial in vitro de suas colénias. Porém cada dleo
essencial apresentou variacdes, conforme as doses aplicadas e as diferentes espécies testadas.
As figuras 5 a 14 demonstram as varia¢fes observadas em cada isolado fungico no ensaio.

4.3.1 Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum)

Para todos os isolados testados no ensaio 2 o 6leo essencial de alfavaca-cravo foi
eficiente inibindo totalmente o crescimento das coldnias dos patégenos testados (C.
gloeosporioides, A. alternata e L. theobromae) nas concentragdes aplicadas (1000 pL.L * e
1500 pL.L 1) (Tabela 7).

Souza Junior et al (2009) ao analisarem o 6leo essencial extraido das plantas O.
gratissimum concluiram que a espécie vegetal apresentou efeito sobre a germinacdo dos
conidios e crescimento micelial com inibicdo de 100% do fungo, o que também foi
semelhante aos resultados obtidos nos isolados testados neste estudo. Apesar da boa resposta
in vitro, o 6leo ndo pode ser imediatamente recomendado, estudos devem ser realizados para

analisar os niveis de fitotoxidez, e avaliar as possiveis interferéncias desse 6leo sobre os frutos.

4.3.2 Manjericdo (Ocimum micranthum)

O dleo essencial de manjericdo respondeu significativamente nos isolados de C.
gloeosporioides, na menor dose aplicada inibiu o crescimento micelial das colénias entre
14,04 e 45,37% e na maior dose (750 pL.L 1) inibiu entre 65,87% e 100% todos os isolados
testados, sendo entdo um resultado bastante significativo. No tratamento da menor dose
aplicada (250 pL.L 1), variando na inibicdo do crescimento micelial entre 51,62% e 68,39%,
chegando a inibir totalmente o crescimento micelial das col6nias na maior dose aplicada para
os isolados de A. alternata e L. theobromae (Tabela 7).

Hussein et al. (2010) descreveram que o 0Oleo essencial de manjericdo, Ocimum
micranthum, apresentou atividade antifingica contra Aspergillus niger, Mucor mucedo,
Fusarium solani, Botryodiplodia theobromae, e Rhizopus solani. Assim como apresentou
neste estudo atividade fungitdxica contra os isolados testados de Colletotrichum, Alternaria e

Lasiodiplodia.
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4.3.3 Capim-liméo (Cymbopogon citratus)

A variagdo dos efeitos do 6leo essencial de capim-limdo aconteceu também entre
os isolados de C. gloeosporioides onde os isolados quando submetidos & dose de menor
concentragdo ndo diferiram estatisticamente do tratamento controle, exceto para o isolado
LPPC50, que diferiu estatisticamente do tratamento controle e da concentracdo de 2000
pL.L 1, porém ndo diferiu significativamente da concentracdo de 750 pL.L . Sendo a dose
de 750 pL.L %, mais eficiente para a maioria dos isolados testados (C. gloeosporioides, A.
alternata e L. theobromae) de inibindo o crescimento micelial das colbnias entre 16,17% e
100% (Tabela 7).

A elevada eficiéncia do 6leo essencial de capim-limdo também foi relatada por
Santos et al. (2010) ao determinarem a fungitoxicidade in vitro do 0leo essencial de capim-
limdo, em concentracdes que variaram de 250 a 1250 pL.L ' sobre o fungo
Helminthosporium sp., intervalo de concentragdes semelhantes aos encontrados nos
resultados deste estudo, referenciando a diversificagdo da acdo do Oleo sobre diferentes
patdgenos.

Os efeitos do Oleo essencial de Capim-limdo (Cymbopogon citratus) foram
testados e comprovados seu potencial de acdo sobre o controle in vivo e in vitro da antracnose
na fase pds-colheita do maméo (Colletotrichum gloeosporioides), mesmo patdgeno testado
neste estudo (MARQUES et al 2003; CARNELOSSI et al. 2009).

4.3.4 Alecrim-pimenta (Lippia sidoides)

Nos isolados de C. gloeosporioides houve variacdo entre os isolados testados, na
menor dose aplicada, 250 pL.L 1, o 6leo foi eficiente inibindo entre 31,46% e 83,78% do
crescimento micelial das colénias, porém para os isolados LPPC10 e LPPC50 na menor dose
0 crescimento foi inibido entre 81,08 e 100%, ndo diferindo estatisticamente da dose mais
elevada que inibiu 100% em todas as colbnias testadas (Tabela 7).

Nos demais isolados testados a dose de 250 pL.L ! ndo diferiu significativamente
da maior dose aplicada, inibindo entre 88,82% e 100% os isolados de A. alternata e inibindo
totalmente o crescimento micelial dos isolados de L. theobromae (Tabela 7).

Propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais de outras espécies do género
Lippia sdo bem conhecidas. Como o éleo essencial de L. scaberrina reduziu em até 86% o
crescimento micelial de Botryosphaeria parva (REGNIER et al., 2008), Lippia sidoides
contra o crescimento micelial de L. theobromae controlou mais eficientemente o patdgeno
(CRAVEIRO, 1984; MOTA et al. 2002). Obtivemos neste estudo com L. theobromae
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resultados semelhantes aos autores, sendo este o 6leo mais eficaz contra o crescimento

micelial do patdgeno.

Tabela 7 - Médias do indice de inibicdo do crescimento micelial in vitro, dos isolados de C.
gloeosporioides, A. alternata e L. theobromae, testados em éleos essenciais diferentes e suas

respectivas doses.

Colletotrichum spp. (LPPC 43)

Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 @ 0,00 @ 0,00
250 pL.Lt - 24,42 ° 2,348 67,020
750 pL.Lt - 100 ¢ 33,05° 100 ¢
1500 pL.L 2 100 ® - - -
2000 pL.L® 100° - 100°¢ -
DESVIO PADRAO 6,50
CV% 6,09
Colletotrichum spp. (LPPC 57)
Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 0,00 @ 0,004
250 pL.Lt - 24,42 ° 10,712 44,36 °
750 pL.Lt - 100 ¢ 100 ® 100 ¢
1500 pL.L 2 100 ® - - -
2000 pL.L t 100 ® - 100 ° -
DESVIO PADRAO 11,26
CV% 9,49
Colletotrichum spp. (LPPC 10)
Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 @ 0,00 @ 0,00
250 pL.L t - 45,37" 12,07 @ 81,08 °
750 pL.L t - 100 ¢ 16,17 @ 100 °
1500 pL.L ¢ 100 ® - - -
2000 pL.L t 100 ® - 100 ° -
DESVIO PADRAO 20,59
CV% 18,47
Colletotrichum spp. (LPPC 84)
Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 ? 0,00 ® 0,00 0,00
250 pL.L - 14,04 ° 0,972 31,46 °
750 pL.L t - 65,87 ° 67,80 ° 100 ¢
1500 pL.L t 100 ® - - -
2000 pL.L t 100 ® - 100 ¢ -
DESVIO PADRAO 35,85
CV% 36,29

Continua...
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Colletotrichum spp. (LPPC 50)

Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 @ 0,00 ® 0,00
250 pL.Lt - 100 ® 31,34° 83,78 P
750 pL.Lt - 100 ® 39,58 P 100 ®
1500 pL.L 2 100 ® - - -
2000 pL.L® 100° - 100 ¢ -
DESVIO PADRAO 30,31
CV% 23,59

Alternaria spp. (LPPC 09)
Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 @ 0,00 @ 0,00
250 pL.Lt - 63,08 ° 12,582 100 ®
750 pL.Lt - 100 ¢ 100 ® 100 ®
1500 pL.L 2 100" - - -
2000 pL.L® 100° - 100° -
DESVIO PADRAO 8,89
CV% 6,92

Alternaria spp. (LPPC 64)
Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 0,00 0,00 %
250 pL.L t - 68,39 ° 20,09 @ 88,82 °
750 pL.L t - 100°¢ 100° 100 °
1500 pL.L t 100 ® - - -
2000 pL.L t 100 ® - 100° -
DESVIO PADRAO 8,65
CV% 6,54

Alternaria spp. (LPPC 70)
Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 ® 0,00 ® 0,00 @ 0,00
250 pL.L t - 63,23° 100 ° 100°
750 pL.L t - 100 ° 100° 100 °
1500 pL.L t 100 ® - - -
2000 pL.L t 100 ® - 66,66 ° -
DESVIO PADRAO 37,31
CV% 26,40

Lasiodiplodia spp. (LPPC 05)

Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00 @ 0,00 ® 0,00 ® 0,00
250 pL.L - 62,65 ° 38,75° 100 °
750 pL.L t - 100 ¢ 66,09 ° 100 °
1500 pL.L t 100 ® - - -
2000 pL.L t 100 ® - 100 ¢ -
DESVIO PADRAO 17,28
CV% 13,23

Continua...
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Tabela 8 - Médias do indice de inibicio do crescimento micelial in vitro, dos isolados de C.
gloeosporioides, A. alternata e L. theobromae, testados em 6leos essenciais diferentes e suas
respectivas doses. Conclusio...

Lasiodiplodia spp. (LPPC 83)

Tratamento O. gratissimum  O. micranthum C. citratus L. sidoides
Controle 0,00° 0,00°? 0,00°? 0,002

250 pL.Lt - 51,62 ° 27,95° 100 ®

750 pL.Lt - 100 ¢ 78,05 ¢ 100 ®
1500 pL.Lt 100 ® - - -

2000 pL.L® 100° - 100 ¢ -

DESVIO PADRAO 22,16

CV% 17,18

Legenda: (-) Concentracdes ndo testadas no ensaio. Médias seguidas da mesma letra, na
coluna, para cada patdgeno, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte:
Amorim, 2017.
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Figura 5 — Efeito das diferentes concentracbes dos dleos essenciais de Alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum), Manjericdo (Ocimum micranthum), Capim-limdo (Cymbopogon
citratus) e Alecrim-pimenta (Lippia sidoides) sobre o isolado LPPC 10 (Colletotrichum). A-
Alfavaca-cravo; B- Manjericdo; C- Capim-liméo; D- Alecrim-pimenta.

CONTROLE *# CONTROLE & CONTROLE B CONTROL?

1500 ul. L7 A 2000 ul.L.? B - T 2 A A

CONTROLE ' ¢ CONTROLE p CONTROL}

MOl D 0pL L D

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 6 - Efeito das diferentes concentracGes dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum), Manjericdo (Ocimum micranthum), Capim-limdo (Cymbopogon
citratus) e Alecrim-pimenta (Lippia sidoides) sobre o isolado LPPC 43 (Colletotrichum). A-
Alfavaca-cravo; B- Manjericdo; C- Capim-liméo; D- Alecrim-pimenta.

CONTROLE CONTROLE ; CONTROLE B CONTROLE

1500 nl L ° 2000wl L’ ] J TSl L

CONTROLE ( ' CONTROLE p CONTROLE

5

J0ull? D s 7SO L LT

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 7 - Efeito das diferentes concentracGes dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum), Manjericdo (Ocimum micranthum), Capim-limdo (Cymbopogon
citratus) e Alecrim-pimenta (Lippia sidoides) sobre o isolado LPPC 50 (Colletotrichum). A-
Alfavaca-cravo; B- Manjericdo; C- Capim-liméo; D- Alecrim-pimenta.

CONTROLE A CONTROLE B CONTROLE B CONTROLE

: ~_~

—
1500 pl L ? 000wl L

&

CONTROLE ' CONTROLE D CONTROLE

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 8 — Efeito das diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o isolado LPPC 57 (Colletotrichum). A-
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum); B- Manjericdo (Ocimum micranthum); C- Capim-
limdo (Cymbopogon citratus); D- Alecrim-pimenta (Lippia sidoides).

CONTROLE A CONTROLE S=TONTROLE

1500 nl L * 2000 ul L ° t B TSOuLL?

CONTROLE " CONTROLE

‘SOl L ( 2000l L7 D ; SO ul L’

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 9 — Efeito das diferentes concentragcbes dos éleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o isolado LPPC 84 (Colletotrichum). A-
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum); B- Manjericdo (Ocimum micranthum); C- Capim-
limdo (Cymbopogon citratus); D- Alecrim-pimenta (Lippia sidoides).

CONTROLE CONTROLE B CONTROLE B CONTROLE

1560 nL L™ T 2000 a1

CONTROLE 250 ul L CONTROLE D CONTROLE

-

2000 uLL7 D ' ey L} 27D

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 10 — Efeito das diferentes concentragdes dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o isolado LPPC 09 (Alternaria). A-
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum); B- Manjericdo (Ocimum micranthum); C- Capim-
limdo (Cymbopogon citratus); D- Alecrim-pimenta (Lippia sidoides).

CONTROLE CONTROLE B CONTROLE B CONTROLE

1560 pl L’ J000 ul L 7

CONTROLE CONTROLE D CONTROLE

Yool L’ 250 ul l D

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 11 — Efeito das diferentes concentracGes dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o isolado LPPC 64 (Alternaria). A-
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum); B- Manjericdo (Ocimum micranthum); C- Capim-
limdo (Cymbopogon citratus); D- Alecrim-pimenta (Lippia sidoides).

CONTROLE CONTROLE B CONTROLE B CONTROLE

N

-~

1560l L’ Joooull T B 2SoulLlt B

CONTROLE ¢ 250l L D CONTROLE D CONTROLE

TSOul Lt C Jooe nul L ? SOulL L D

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 12 — Efeito das diferentes concentragdes dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o isolado LPPC 70 (Alternaria). A-
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum); B- Manjericdo (Ocimum micranthum); C- Capim-
limdo (Cymbopogon citratus); D- Alecrim-pimenta (Lippia sidoides).

TR N \ "Ry

CONTROLE [} CONTROLE B CONTROLE B CONTROLE

2000 ut 1T B 250 ul LT

> gy - \
“Re 3N \ oo 3N

\ -
CONTROLE < 250 pl.L D CONTROLE D CONTROLE

oo nl L ? 250ullL ' D

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 13 — Efeito das diferentes concentragdes dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o isolado LPPC 05 (Lasiodiplodia). A-
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum); B- Manjericdo (Ocimum micranthum); C- Capim-
limdo (Cymbopogon citratus); D- Alecrim-pimenta (Lippia sidoides).

CONTROLE

1500 ul L * -

CONTROLE
e

-

Fonte: Amorim, 2017.
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Figura 14 — Efeito das diferentes concentragdes dos Oleos essenciais de Alfavaca-cravo,
Manjericdo, Capim-limdo e Alecrim-pimenta sobre o isolado LPPC 83 (Lasiodiplodia). A-
Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum); B- Manjericdo (Ocimum micranthum); C- Capim-
limdo (Cymbopogon citratus); D- Alecrim-pimenta (Lippia sidoides).

CONTROLE A CONTROLE B CONTROLE CONTROLE

_',

1500 uLL™ 3000 L1 B oLl B 50 uL. L7

0000

CONTROLE ¢ 250 ull P CONTROLE D CONTROLE

- - . -
2000 nL L 250 nlL 50 nll

Fonte: Amorim, 2017.

Os compostos minoritarios sdo em parte responsaveis pela definicdo de aroma,
densidade, textura, cor dos 6leos, mas, também por caracteristicas importantes no controle de
microrganismos, como penetracdo na célula, atracdo lipofilica e hidrofilica, fixagdo na parede
e membrana celulares e distribuicdo dos compostos com agdo fungicida ou fungistastica na
célula fangica (BAKKALI et al., 2008). O que se explicaria, em parte, 0s resultados dos
estudos realizados neste trabalho, com a observacéo de agdes fungicidas e fungistaticas com o

uso dos 6leos essenciais.
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4.4 Valores de EDso

4.4.1 Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum)

Para 0 Oleo essencial de alfavaca-cravo a dose efetiva mediana (EDso) foi de
857,87 uL.L? para todos os resultados obtidos em todos os isolados testados. Sendo o dleo
que apresentou maior valor na estimativa da dose efetiva mediana (EDso) para os isolados do
género A. alternata e L. theobromae testados. (Tabelas 8, 9 e 10).

4.4.2 Manjericéo (Ocimum micranthum)

Os valores de EDso estimados nos isolados de Colletotrichum gloeosporioides
para o 6leo de manjericdo foram intermediarios entre 354,2 uL.L™* e 592,6 pL.L™, excetuando
para o isolado LPPC 50, onde esse 6leo foi o mais eficiente (Tabela 8).

O 6leo essencial de manjericdo (O. micranthum), com EDso de 283, 62 pL.L™,
297,97 pL.L?, e 361,55 pL.L? para os isolados de Alternaria alternata, LPPC 64, LPPC 70,
LPPC 09, respectivamente, foi o segundo Oleo que melhor respondeu a estimativa da
capacidade de inibicdo de 50% do crescimento micelial (Tabela 9).

O 6leo de manjericdo foi 0 segundo 6leo mais efetivo com EDso de 299,44 pL.L™*
para LPPC 05 e 329,14 pL.L™ para o LPPC 83, isolados de L. theobromae (Tabela 10).

4.4.3 Capim-lim&o (Cymbopogon citratus)

Em trabalhos realizados por Lorenzetti et al. (2011), o éleo essencial de capim-
limdo reduziu em mais de 30% o crescimento in vitro do fungo C. gloesporioides, na dose de
200 puL L. Porém os resultados obtidos no presente trabalho com o 6leo essencial de Capim-
limdo (C. citratus) foi o que apresentou maior estimativa da concentracdo necessaria para
inibir em 50% o crescimento micelial do fungo, com EDso de 1.132,46 pL.L* (LPPC 10),
1.062,4 pL.L* (LPPC 43), 932,7 pL.L (LPPC 50), 899,4 pL.L* (LPPC 84), 696,5 pL.L*
(LPPC 57), sendo entdo o 6leo menos eficiente para os isolados de C. gloeosporioides (Tabela
8).

O o6leo essencial de Cymbopogon citratus obteve resultados de EDso com doses
consideradas elevadas (717 pL.L?, 646,17 pL.L™) para os isolados de A. alternata, LPPC 09
e LPPC 64, respectivamente (Tabela 9).

Ja os valores da dose efetiva mediana EDsp estimados para o 6leo de capim-liméo

sobre os isolados de L. theobromae, sdo considerados elevados, 722,36 pL.L* (LPPC 05) e
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718,5 pL.L (LPPC 83) (Tabelal0).

4.4.3 Alecrim-pimenta (Lippia sidoides)

O menor valor de EDsg para a maioria dos isolados de Colletotrichum
gloeosporioides foi observado para o éleo de alecrim-pimenta (L. sidoides) com valores no
intervalo de 246,75 pL.L? a 379,4 pL.L e apenas para o isolado LPPC 50 sendo o segundo
6leo 0 mais eficiente com a EDso estimada em 238,68 uL.L™? (Tabela 8).

Entre os Oleos essenciais avaliados no experimento com Alternaria spp. o 6leo
essencial de alecrim-pimenta (Lippia sidoides) foi o mais eficiente, com EDso 187,48 pL.L™
para LPPC 09 e LPPC 70, e 223,11 pL.L™ para LPPC 64. Sendo estas as menores doses
estimadas de Gleo essencial para inibir 50% dos fungos (Tabela 9).

Nos valores estimados de EDso para os isolados de L. theobromae, o 6éleo
essencial de alecrim-pimenta foi o mais eficiente, com EDso de 187,48 uL.L™* (Tabela 10).



Tabela 8 - Dose efetiva mediana (EDso) (UL.L ™), equacOes de regressio e coeficiente de
determinagdo (R?) de Oleos essenciais de Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum),
Manjericdo (Ocimum micranthum), Capim-limdo (Cymbopogon citratus), Alecrim-
pimenta (Lippia sidoides) para a inibicdo in vitro do crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides - todos os isolados.

Colletotrichum gloeosporioides (LPPC 57)

Oleos essenciais EDso (ML.L™) Equacdes de Regressao R?
O.gratissimum 857,87 y = 0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 354,98 y =0,1217x + 6,7986 0,9639

C. citratus 696,53 y = 0,0504x + 14,895 0,6686
L. sidoides 347,73 y =0,1302x + 4,7257 0,9844

Colletotrichum gloeosporioides (LPPC 43)

Oleos essenciais EDso (uL.L™) equacio R?
O.gratissimum 857,87 y = 0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 396,03 y =0,1359x - 3,82 0,9906

C. citratus 1062,38 y = 0,0522x - 5,4566 0,9902
L. sidoides 287,5 y =0,1237x + 14,437 0,8595

Colletotrichum gloeosporioides (LPPC 10)

Oleos essenciais EDso (UL.L™) Equacdes de Regressdo R?
O.gratissimum 857,87 y = 0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 345,2 y =0,1299x + 5,1629 0,9814

C. citratus 1132,45 y = 0,0496x - 6,1697 0,9086
L. sidoides 246,758 y =0,1197x + 20,463 0,7403

Colletotrichum gloeosporioides (LPPC 84)

Oleos essenciais EDso (UL.L™) Equacdes de Regressdo R?
O.gratissimum 857,87 y = 0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 592,6 y =0,0901x - 3,3943 0,9833

C. citratus 899,3 y =0,0524x + 2,8761 0,8731
L. sidoides 379,4 y = 0,1339x - 0,7986 0,9996

Colletotrichum gloeosporioides (LPPC 50)

Oleos essenciais EDso (uL.L?) EquacOes de Regressdo R?
O.gratissimum 857,87 y = 0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 187,48 y =0,1143x + 28,571 0,5714

C. citratus 932,74 y = 0,046x + 7,0938 0,9516
L. sidoides 238,68 y =0,1189x + 21,62 0,716

Fonte: Amorim, 2017.
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Tabela 9 - Dose efetiva mediana (EDso) (UL.L?), equacBes de regressdo e coeficiente de
determinacio (R?) de 6leos essenciais de Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum), Manjericio
(Ocimum micranthum), Capim-limédo (Cymbopogon citratus), Alecrim-pimenta (Lippia
sidoides) para a inibigdo in vitro do crescimento micelial de Alternaria alternata (LPPC 09,
LPPC 64 E LPPC 70).

Alternaria alternata (LPPC 09)

Oleos essenciais EDso (uL.L?) Equacdes de Regressdo R?
O.gratissimum 857,87 y =0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 361,55 y =0,0947x + 15,761 0,7505
C. citratus 717,11 y =0,0512x + 13,284 0,6655
L. sidoides 187,48 y =0,1143x + 28,571 0,5714
Alternaria alternata (LPPC 64)
Oleos essenciais EDso (uL.L™?) EquacgOes de Regressdo R?
O.gratissimum 857,87 y =0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 283,62 y =0,1233x + 15,029 0,9423
C. citratus 646,14 y = 0,0484x + 18,725 0,6709
L. sidoides 223,11 y =0,1175x + 23,784 0,6703
Alternaria alternata (LPPC 70)
Oleos essenciais EDso (uL.L™?) EquacOes de Regressédo R?
O.gratissimum 857,87 y =0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 297,97 y =0,1248x + 12,813 0,8877
C. citratus -41,64 y =0,0316x + 51,316 0,3158
L. sidoides 187,48 y =0,1143x + 28,571 0,5714

Fonte: Amorim, 2017.
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Tabela 10 - Dose efetiva mediana (ED50) (uL.L™), equacbes de regressdo e coeficiente de
determinacdo (R2) de dleos essenciais de Alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum), Manjericéo
(Ocimum micranthum), Capim-limdo (Cymbopogon citratus), Alecrim-pimenta (Lippia
sidoides) para a inibicdo in vitro do crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae (LPPC
05 e LPPC 83).

Lasiodiplodia theobromae (LPPC 05)

Oleos essenciais EDso (UL.L™) Equacdes de Regressao R?

O.gratissimum 857,87 y = 0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 299,44 y =0,125x + 12,569 0,8917
C. citratus 722,36 y = 0,0445x + 17,855 0,8732
L. sidoides 187,48 y =0,1143x + 28,571 0,5714

Lasiodiplodia theobromae (LPPC 83)

Oleos essenciais EDso (UL.L™) Equacdes de Regressdo R?

O.gratissimum 857,87 y = 0,0538x + 3,8462 0,9423
O. micranthum 329,14 y =0,1281x + 7,8371 0,957
C. citratus 718,5 y =0,0467x + 16,446 0,8285
L. sidoides 187,48 y =0,1143x + 28,571 0,5714

Fonte: Amorim, 2017.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicaram que todos os 6leos essenciais sdo eficientes na
inibicdo parcial ou total dos patdgenos testados in vitro neste estudo e que existem respostas
distintas na inibicdo do crescimento micelial dependendo das espécies dos patdgenos, onde
cada uma sofre uma acdo diferente em relacdo aos Gleos e as concentragdes aplicadas.

O oOleo essencial de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum) foi eficiente, inibindo
totalmente o crescimento micelial das col6nias de todos os isolados testados. Porém as doses
aplicadas sdo consideradas elevadas, entdo estudos devem ser realizados para analisar 0s
niveis de fitotoxidez, nos frutos.

O oleo essencial de manjericdo (Ocimum micranthum), inibiu totalmente o
crescimento dos isolados de A. alternata, L. theobromae, e a maioria dos isolados de C.

gloeosporioides.

O 6leo essencial de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides) foi o que apresentou maior
toxidade entre os 6leos analisados, sendo necessario doses entre 187 pL.L? a 379 puL.L™ Em
contrapartida o 6leo essencial de Capim-limdo (Cymbopogon citratus) apresentou menor
toxidade sendo necessario entre 646 pL.L ™! a 1132 pL.L?, doses necessarias para inibicdo de

50% do crescimento micelial da col6nia dos patdgenos testados neste estudo.
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