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RESUMO

O Reino Fungi, caracterizado por uma vasta diversidade de espécies, desempenha um papel
fundamental nos ecossistemas naturais, destacando-se nas induUstrias alimenticia e
farmacéutica. Contudo, algumas espécies fungicas apresentam efeitos fitopatogénicos,
tornando desafiadores os estudos voltados para o controle de doengas na agricultura. Diante
da prevaléncia do uso de fungicidas sintéticos e seus efeitos adversos, torna-se imperativo
explorar alternativas sustentaveis, como a utilizagdo de produtos naturais, incluindo os 6leos
essenciais com potencial fungicida. Nesse contexto, este estudo visa avaliar a eficacia
antifungica do O6leo essencial de Cymbopogon flexuosus frente as espécies fungicas
Colletotrichum musae, Fusarium pallidoroseum e Lasiodiplodia caatinguensis. Os ensaios
foram realizados em triplicata, sendo cada repeticdo composta por 4 placas de Petri. Os
fungos foram inoculados em meio batata dextrose agar (BDA) na presenca de quatro
concentragdes do dleo essencial (0,125 ; 0,25 ; 0,5 e 1 mL/L), tendo sido estabelecidos
controles positivo, com fungicida a base de tiabendazol (Tecto®SC) com concentragdo de
0,125 mL/L, e negativo, com fungo inoculado somente no meio de cultura (BDA). A cada 24
horas eram feitas avaliacdes do halo de crescimento dos fungos. Para calcular a porcentagem
de inibi¢do, foi aplicada a férmula de Edington. As concentragdes de 1 mL/L para os
fitopatogenos C. musae e F .pallidoroseum inibiram integralmente seus micélios em todas as
repeticdes, ja para o fitopatdogeno L. caatinguensis, observou-se inibi¢do integral em duas das
repeti¢des, mas, cerca de 97% na outra repeticdo. Baseado na composi¢do quimica do 6leo
essencial do capim-limdo, associou-se a atividade antifingica ao citral, monoterpeno
constituido por dois aldeidos isdmeros, o qual apresenta atividade antifingica frente a varias
espécies de fungos. Além disso, com base em informagdes da literatura, discutiu-se possiveis
formas de atuagdo do citral que lhe confere propriedades antifingicas. Vale destacar que nao
foi encontrado nenhum estudo sobre a atividade antifiingica deste composto frente ao L.

caatinguensis.

Palavras-chave: Cymbopogon flexuosus; 6leo essencial; atividade antifungica; Lasiodiplodia

caatinguensis.



ABSTRACT

The fungi kingdom, characterized by a large diversity of species, plays an important role in
natural ecosystems. However, some fungal species have phytopathogenic effects, making
studies to control diseases, particularly, in agriculture challenging. With the prevalence of
synthetic fungicide uses and their adverse effects, it is imperative to explore sustainable
alternatives, such as the use of natural products, including essential oils many of which with
fungicidal potential. In this context, this study aimed to evaluate the antifungal efficacy of
Cymbopogon flexuosus essential oil against the fungal species Colletotrichum musae,
Fusarium pallidoroseum, and Lasiodiplodia caatinguensis. The biological assays were carried
out in triplicate, with each repetition consisting of 4 Petri dishes. The fungi were inoculated
on potato dextrose agar (PDA) medium in the presence of four concentrations of the essential
oil (0.125; 0.25; 0.5 and 1 mL/L), with the positive control thiabendazole-based fungicide
(Tecto®SC) in a concentration of 0.125 mL/L, and as negative control the fungus inoculated
only in the culture medium (PDA). Every 24 hours, assessments of the fungal growth halo
were made. To calculate the percentage of inhibition, the Edington formula was applied.
Concentrations of 1 mL/L for the phytopathogens C. musae and F. pallidoroseum completely
inhibited their mycelia in all replicates, whereas for the phytopathogen L. caatinguensis, full
inhibition was observed in two of the replicates, but approximately 97% in the other
repetition. Based on the chemical composition of lemongrass essential oil, the antifungal
activity was associated with the citral, a monoterpene mixture consisting of two isomeric
aldehydes, which present antifungal activity against several species of fungi. Furthermore,
based on the literature, possible forms in which citral acts concerning its antifungal properties
were discussed. It is worth noting that no study was found on the antifungal activity of this

compound against L. caatinguensis.

Keywords: Cymbopogon flexuosus; essential oil; antifungal activity; Lasiodiplodia

caatinguensis.
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1 INTRODUCAO

Os fungos constituem um reino diversificado de organismos e desempenham
papéis essenciais em ecossistemas terrestres. Ao contrario das plantas, eles ndo realizam
fotossintese, obtendo nutrientes por meio da absor¢ao de substancias organicas. Os fungos
desempenham um papel crucial na decomposicdo de matéria organica, reciclando nutrientes
no ambiente. Além disso, muitos fungos formam associa¢des simbidticas benéficas com
plantas, como as micorrizas, auxiliando na absor¢ao de nutrientes. Apesar desses beneficios,
alguns fungos destacam-se como patogenos vegetais, sendo classificados como fitopatdégenos
(MADIGAN et al 2016 ; ALEXOPOULOS, 1952).

Nos ultimos anos, o setor agricola cresceu significativamente, impulsionado pela
demanda global por alimentos, a expansdo do mercado internacional e os avangos
tecnologicos no campo. O Brasil € reconhecido internacionalmente como um dos principais
produtores e exportadores de commodities agricolas, como soja, dentre outros produtos
(QUINTAN et al,2023). Entretanto, um dos desafios no setor agricola, sdo as enfermidades
associadas a agricultura, em especial as causadas por fungos. Cerca de 80% das patologias
vegetais sdo atribuidas a esses organismos e, além disso, em escala mundial, sdo perdidas
aproximadamente 40% das culturas agricolas (PRIYASHANTHA et al, 2023).

Devido a essas problematicas, boa parte dos grandes produtores rurais investem
no controle quimico, por meio de agrotoxicos, tendo em vista sua facil aplicagdo e resultados
imediatos, sendo importante destacar que o Brasil ¢ um dos maiores compradores desses
produtos (FONSECA et al, 2015). Entretanto, ¢ sabido que o uso inadequado de agrotdxicos
pode levar a diversas complicagdes, seja ela para seres humanos ou para o meio ambiente
(STADLER,2018).

No contexto dessa problemadtica, torna-se cada vez mais comum a busca por
solugdes fitossanitdrias voltadas para a sustentabilidade, com isso, tem crescido as pesquisas
avaliando o potencial de Oleos essenciais frente a enfermidades causadas por fungos
(FONSECA et al, 2015).

Os oOleos essenciais sdo complexas misturas volateis, compostas por diversos
elementos como hidrocarbonetos, alcoois, cetonas e ésteres. Apresentam-se como liquidos
aromaticos e volateis, sendo sensiveis a fatores como luz, calor e ar. Podem ser obtidos
através de técnicas como arraste por vapor d’agua, hidrodestilagdo, prensagem do pericarpo

ou extracdo por CO; supercritico. Sua constitui¢do quimica revela uma diversidade marcante
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de componentes, como mono ¢ sesquiterpenos, fenilpropandides e ésteres, conferindo-lhes
propriedades organolépticas e biologicas notaveis. Destacam-se por suas propriedades
antibacterianas, antivirais, antifiungicas e inseticidas, tornando-os objetos de pesquisa na
agricultura para o controle de patologias fungicas em plantas. (DE MORALIS et al, 2009 ;
IDRIS et al, 2015 ; CRAVEIRO, 1992 ; BIZZO, 2009).

Tendo em vista os maleficios causados por fungicidas sintéticos e a busca por
alternativas sustentdveis para os problemas causados por fitopatdgenos, esse trabalho busca
investigar a atividade fungicida do o6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon flexuosus)

frente a diferentes fitopatogenos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a eficacia antifingica do 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon

flexuosus) frente a diferentes fungos fitopatogenos.

2.2 Objetivos Especificos

° Avaliar a atividade antifingica do dleo essencial de capim-limao sobre os
fungos Colletotrichum musae, Fusarium pallidoroseum ¢ Lasiodiplodia
caatinguensis,

° Determinar a concentragdo mais ativa para inibi¢do do crescimento de
cada um dos fungos;

° Correlacionar a relacdo estrutura/atividade com a eficécia fingica do 6leo
essencial de capim-limao;

° Investigar os possiveis mecanismos de agdo do citral (componente

majoritario do 6leo de capim-limao) frente aos fitopatogenos.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fungos

O reino Fungi representa um grupo taxondmico extenso e altamente diversificado,
englobando uma variedade de organismos, incluindo bolores, leveduras e cogumelos. A
catalogacdo formal de espécies fungicas atingiu um marco de cerca de 100.000 espécies
descritas, no entanto, projegdes cientificas indicam a existéncia de até 1,5 milhdo de espécies
ainda nao caracterizadas e classificadas (MADIGAN et al 2016).

Os fungos constituem uma fracdo significativa da rica diversidade biologica.
Nesse contexto, apenas no Brasil, foram catalogadas e descritas mais de 8000 espécies de
fungos, predominando aqueles classificados nos filos Ascomycota e Basidiomycota (FLORA
DO BRASIL, 2023 ; MAIA et al, 2015).

A notavel adaptabilidade dos fungos abrange um amplo espectro de interagdes
com outros seres vivos e o ambiente. Alguns desses seres estabelecem relagdes simbidticas
com raizes de plantas, como por exemplo as micorrizas, ja& outros atuam na indudstria
alimenticia, contribuindo para a fabricagcdo de paes, vinhos e certos tipos de queijo. Mesmo
apresentando caracteristicas benéficas, alguns fungos se destacam como patdgenos, capazes
de causar doengas em plantas, animais e, inclusive, afetar a sautde humana (MADIGAN et a/

2016 ; ALEXOPOULOQOS, 1952).

3.2 Fungos Fitopatogénicos

Conforme mencionado, certos fungos podem exibir comportamento patogénico
em relacdo a determinadas plantas, sendo classificados como fitopatogénicos. Esses
organismos constituem uma significativa ameaca para a seguranca alimentar mundial, os
servigos ecossistémicos e os meios de subsisténcia humanos. As enfermidades vegetais
acarretam uma série de repercussoes econdmicas mensuraveis e diretas para as culturas e a
gestao florestal em diversos ambientes terrestres (LI et al 2023).

Estima-se que as doengas das plantas acarretem perdas anuais de
aproximadamente 220 bilhdes de dolares para a economia global, segundo dados da
Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacio e a Agricultura (FAO). Essas

enfermidades resultam na redugdo de 10 a 42% das principais culturas em escala mundial . E
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relevante ressaltar que, dentre essas doengas, 70 a 80% sdo atribuiveis a fungos patogénicos
(PRIYASHANTHA et al, 2023).

LI et al (2023) relata alguns impactos na produtividade resultantes da presenca de
fungos em culturas alimentares importantes, como trigo ¢ milho. As estimativas resultantes
apontaram uma diminuic¢ao de 21,5% na colheita de trigo, um percentual associado a doencas
como sarna ¢ oidio, ambas provocadas por fungos, sendo os patogenos Fusarium
graminearum ¢ Erysiphe graminis, respectivamente. No que diz respeito ao milho, uma
reducdo de 22,5% na produtividade foi registrada, sendo esse indice atribuido a doengas como
fusariose e antracnose do caule, cujos fungos causadores sdo Fusarium graminearum e
Colletotrichum graminicola, respectivamente.

Ao longo das tltimas décadas, observou-se um aumento significativo nas doencas
causadas em lavouras. Os patogenos causadores dessas enfermidades utilizam-se de uma
variedade de estratégias para infectar as plantas, e exemplares notdveis incluem

Colletotrichum musae, Fusarium pallidoroseum e Lasiodiplodia caatingensis (HOWLETT,

2001 ; SHARMA et al, 2023).

3.2.1 Colletotrichum musae

3.2.1.1 Taxonomia

Colletotrichum musae, [sindnimo: Myxosporium musae ( Berk. & M. A. Curtis)],
representa uma espécie de fungo, pertencente ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes,
ordem Glomerellales e familia Glomeraceae (SPECIES FUNGORUM, 2023; MYCOBANK,
2023). A origem desta espécie remonta a descoberta inicial no estado da Carolina do Norte
(EUA), onde Berkeley, em 1874, formalizou sua designacdo como Myxosporium musae (SU
et al, 2011). A transicdo taxondmica ocorreu em 1957, quando Von Arx integrou essa
entidade bioldgica ao género Colletotrichum. Seu reconhecimento formal foi alcangado mais
tarde no século XX, quando a espécie foi morfologicamente caracterizada, incluindo por

processo de epitipificagdo (WEIR et al, 2012; SU et al, 2011).

3.2.1.2 Doencas associadas

Este fitopatogeno ¢ frequentemente associado a enfermidades pos-colheita em

bananas (Musa spp.), como a podriddo da coroa e antracnose (DE COSTA, 2012 ; FINLAY,
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1993). A antracnose (Figura 1) induz lesdes de coloragdo escura e aspecto deprimido no fruto,
sendo que, ao longo do tempo, essas lesdes apresentam um aumento progressivo em tamanho,
com a possibilidade de fusdo entre elas. Os frutos contaminados por este patdogeno exibem um
processo de maturagdo acelerado, e, mesmo que a polpa ndo seja diretamente afetada,
tornam-se inadequados para o consumo, comprometendo assim a qualidade do fruto e, por

conseguinte, sua viabilidade comercial (OLIVEIRA et al, 2016).

Figura 1 - Banana com sintomas de antracnose.
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Fonte: adaptado de Agrolink (2023).

Finlay et al (1993) atesta que C.musae corresponde a um dos principais fungos
isolados em enfermidades de podriddo da coroa (Figura 2) em bananas no arquipélago de
Barlavento e além disso, testes de patogenicidade confirmam esse fungo como um patégeno
primario dessa doenga. Cordeiro et al (2015) aponta como sintomas principais o
escurecimento da regido da coroa, em que ha a possibilidade de crescimento do micélio

fungico, o qual apresenta tonalidade branco-acinzentada.



Figura 2 - Banana com sintomas de podriddo da coroa.

Fonte: adaptado de Cordeiro et a/ (2015).

A antracnose e a podriddo da coroa surgem como desafios significativos para os
produtores rurais, resultando em expressivas perdas economicas. Estudos conduzidos por
Pessoa (2005) e Aguiar (2019) corroboram essa preocupagdo, indicando que essas

enfermidades tém o potencial de ocasionar prejuizos que alcangcam até 40% na produgao.

3.2.1.3 Ciclo de vida

Conforme De Silva (2007), fungos do género Colletotrichum exibem diferentes
fases em seus ciclos de vida. Essas podem ser necrotrofico, hemibiotréfico, latente ou
quiescente ¢ endofitico. A fase que o fungo se encontra é dependente de fatores como a
espécie, a planta hospedeira, a maturidade fisiologica do hospedeiro e as caracteristicas

ambientais.

3.2.1.3.1 Necrotrofico

O estagio de vida necrotrofico € caracteristico de patéogenos que invadem e
colonizam células vegetais, induzindo a necrose celular. Esses organismos liberam enzimas
liticas para degradar componentes vegetais, podendo também excretar toxinas, o que causa
morte dos tecidos vegetais. Em seguida, o patdgeno sobrevive nos restos deixados por células
mortas ou debilitadas para completar seu ciclo de vida. E comum entre as espécies de
Colletotrichum que haja uma fase necrotréfica em algum momento de seus ciclos de vida,

exceto para as espécies que vivem estritamente como endofitos (DE SILVA, 2007).
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3.2.1.3.2 Hemibiotrofico

O estagio hemibiotrofico consiste no fungo migrar de uma fase biotréfica, ou seja
com o patogeno no interior do tecido vegetal, absorvendo ativamente metabolitos vegetais
para se desenvolver, sem causar necrose celular, para uma fase necrotréfica (DE SILVA,
2007).

Nessa etapa, durante o inicio da enfermidade das células epidérmicas, sdo
formadas vesiculas de infeccdo primarias, ndo matando as células. ApoOs isso, na fase
necrotrofica, sdo formadas hifas de infec¢do secundarias, as quais invadem e matam células.
O grau de hemibiotrofia depende da espécie fungica e 0 momento da transicdo de biotrofica
para necrotrofica ¢ regularizado pelo estdgio de desenvolvimento do hospedeiro e pelas

condi¢des ambientais (DE SILVA, 2007).

3.2.1.3.3 Latente ou quiescente

A quiescéncia, ou laténcia, ndo ¢ uma etapa tao decisiva no ciclo de vida de um
fungo, sendo mais considerada como uma fase de transicdo entre outras fases. Nesse periodo,
durante um tempo prolongado, o organismo se mantém dormente dentro do hospedeiro, antes
de ir para um estagio de vida mais ativo (DE SILVA, 2007).

Nesse tempo, o fungo se mantém inativo, com desenvolvimento micelial quase
nulo. A etapa de laténcia ¢ comum em fitopatogenos causadores de doencas pds-colheita em
frutas e vegetais, principalmente em fungos pertencentes ao filo Ascomycota, como as
espécies de Colletotrichum (DE SILVA, 2007).

Nestes casos, o fungo se mantém em estado de dorméncia dentro do tecido vegetal
antes do desenvolvimento dos sintomas da doenca, que ocorre apds a colheita,
armazenamento, transporte e venda dos produtos. As mudancas fisiologicas e bioquimicas
durante o processo de amadurecimento do fruto podem ativar diferentes vias de sinalizagao de
defesa, relacionadas as respostas do hospedeiro e do patdogeno, desempenhando papel crucial
na manutencdo ou facilitagdo da transicdo do estilo de vida quiescente para o necrotrofico

(DE SILVA, 2007).

3.2.1.3.4 Endofitico
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O estagio de vida endofitico ocorre quando fungos ocupam o interior das células
dos vegetais hospedeiros, sem ocasionar patologias visiveis, em uma relagdo simbiotica. Os
organismos que apresentam esse ciclo, geralmente instaura uma relacdo mutualistica com seus
hospedeiros, na qual o fungo obtém vantagens como protecao contra o dessecamento, além do
acesso a nutrientes e compostos gerados pela fotossintese. J& o hospedeiro pode ter uma
melhora no seu desenvolvimento, além de aumento na resisténcia contra herbivoros e
patogenos (DE SILVA, 2007).

De acordo com a fisiologia e gendtipo do vegetal, aliados as condigdes
ambientais, essa relacdo mutualistica entre a planta e o fungo pode se converter em uma
relacdo de antagonistas ou patogénicas (DE SILVA, 2007). Delaye et al (2013), em uma
pesquisa sobre a evolucdo das interagdes fingicas, atesta que que a maior parte das espécies
endofiticas avaliadas relacionava-se filogeneticamente com espécies com um ciclo de vida
necrotrofico, e que esses ciclos alternavam-se varias vezes durante o desenvolvimento do
fungo.

Virias espécies do género Colletotrichum foram identificadas como endofiticas,
sendo os complexos de espécies gloeosporioides, graminicola e boninense, em sua maioria,
que abrigam a maior parte dos isolados de fungos endofiticos (DE SILVA, 2007).

Observando os sintomas manifestados pela antracnose e pela podridao da coroa, é
possivel relacionar C. musae a um fungo com ciclo de vida necrotrofico, pois ambas doencgas

sdo caracterizadas pela necrose dos tecidos epidérmicos.

3.2.2 Fusarium pallidoroseum

3.2.2.1 Taxonomia

Fusarium pallidoroseum [sindnimos: Fusarium semitectum (Berk & Ravenel) e
Fusarium incarnatum (Roberge)] ¢ uma espécie de fungo pertencente ao filo Ascomycota,
classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Nectriaceae (SPECIES FUNGORUM,
2023; MYCOBANK, 2023), tendo sua primeira descricdo em 1875 (LESLIE et al 2006).

Diversos cientistas reconheceram essa espécie e descreveram trés variedades: F.
semitectum var. semitectum (1875), F. semitectum var. majus (1930) e F. semitectum var.
violaceum (1969). Apesar das divergéncias quanto a nomenclatura a comunidade cientifica

opta por utilizar a designacdo F. semitectum até que novas pesquisas sejam conduzidas a fim
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de elucidar se realmente trata-se de um complexo de espécies (MYCOBANK,2023; LESLIE
et al 20006).

3.2.2.2 Doengas associadas

Esse fitopatdgeno encontra-se associado a varias enfermidades em diferentes
frutos. Na banana (Musa spp.), esse fungo pode ocasionar a podridao dos frutos, a qual ¢é
caracterizada por marcas de cor marrom escura ou pretas sobre a superficie do fruto
(ZAKARIA , 2023).

Ainda na banana, esse fungo pode causar a podridio da coroa (Figura 3),
enfermidade caracterizada pelo escurecimento e mudanga de textura na regido da coroa, além
do avanco da contaminagdo para a polpa do fruto (ZAKARIA, 2023; FINLAY,1993;
ZAKARIA et al 2012).

Figura 3 - Banana com sintomas de antracnose

oy

No mamao (Carica papaya L.), este fungo induz a podridao dos frutos (Figura 4),

Fonte: adaptado de Patil (2021).

manifestando-se inicialmente por lesdes hidratadas, levemente deprimidas, acompanhadas de
crescimento micelial de coloracdo esbranquicada a rosada na epiderme. Essas areas circulares
e sensiveis evoluem progressivamente para pequenas depressoes. Com o decorrer do tempo, o
micélio do fungo se desenvolve nessas regides, culminando na podridao do fruto (ZAKARIA

et al 2023; CHAUDHARY et al 2020; ZAKARIA et al 2012).

Figura 4 - Mamé&o com sinais de podriddo do fruto

Fonte: Adaptado de Patil (2021).
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Na manga (Mangifera indica L.), esse fungo acarreta manchas foliares, as quais
sdo caracterizadas por pontos formados devido a necrose dos tecidos. Essas manchas
interferem na fotossintese, uma vez que limitam as 4reas propensas a ess€ processo,
prejudicando a obtengdo de nutrientes da planta (OMAR et al 2018 ; ZAKARIA et al 2023).

No abacaxi (4dnanas comosus), esse fitopatdogeno estd associado a fusariose, a qual
ocasiona descoloracao nas areas afetadas, proporcionando frutos de coloracdo castanha. Com
o passar do tempo, as regides afetadas apresentam depressoes, além do micélio fingico se
tornar visivel. Por ultimo, plantas infectadas podem apresentar outros problemas como
nanismo, clorose e malformacdes no caule. Ainda no abacaxi, esse fungo pode provocar a
podriddao dos frutos, na qual ha o surgimento de lesdes de cor marrom, além de

ocasionalmente aparecimento do micélio fingico nessas regides (ZAKARIA et al 2023).

3.2.2.3 Ciclo de vida

Conforme Okungbowa et al (2012) espécies do género Fusarium sao patdogenos
que se encontram presentes no solo e agem atacando os vasos condutores de dgua das plantas
hospedeiras. No ciclo de vida de espécies deste gé€nero, existem trés estagios: dormente,

parasitario e saprofitico.

3.2.2.3.1 Dormente

Nesse estagio, ha a inibigdo do crescimento das principais estruturas somaticas do
fungo devido a micostase ou microbiostase. Para que um organismo nesse estidgio transite
para uma fase parasitaria, ¢ necessario que estruturas como os propagulos ou o tubo
germinativo do esporo adentre no hospedeiro por rachaduras, as quais sdo causadas por raizes
laterais emergentes, feridas ou na extremidade da raiz, pelos pélos radiculares ou raizes
laterais. Fungos desse género também sdo capazes de secretar enzimas hidroliticas, capazes de

otimizar esse processo (OKUNGBOWA et al,2012).

3.2.2.3.2 Parasitario

Nesse estdgio, inicialmente hd a penetracdo do micélio fungico do cortex e

endoderma da raiz, hifas sdo desenvolvidas e invadem os vasos do xilema do hospedeiro.
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Nesse processo, os micélios permanecem nos vasos, contaminando a planta em sentido
ascendente, indo em dire¢do ao caule e a coroa da planta.

No interior dos vasos lenhosos, os micélios produzem microconidios, os quais
transitam no fluxo transpiratorio da planta, até que ficam retidos nas extremidades dos vasos.
Esses esporos dao origem a novas hifas, invadindo as regides adjacentes, continuando a
invasao e aumentando a infecgao.

Nessa etapa, as hifas se dispersam no apoplasto celular, causando alteragdes
citologicas significativas, o que resulta na expressdo de sintomas. ApoOs isso, ocorre a
obstrucdo dos vasos por micélios e esporos, além do esmagamento causado por células
parenquimatosas, as quais se proliferam como mecanismo de defesa. Esses acontecimentos
culminam no murchamento de ramos inferiores e posteriormente da planta inteira, com sua

consequente morte (OKUNGBOWA et a/,2012).

3.2.2.3.3 Saprofitico

Apos a morte do hospedeiro, os clamidosporos voltam para o solo apds a
decomposicdo do organismo parasitado. Essas estruturas podem permanecer ativas ou
entrarem em estado de dorméncia por um longo periodo, fazendo com que algumas espécies
possam ser portadoras assintomaticas de Fusarium, com algumas ervas daninhas. O
desenvolvimento dos clamidosporos pode ocorrer por meio de uma colonizagdo parasitaria ou
saprofitica, quando encontram um novo hospedeiro (OKUNGBOWA et a/,2012).

Por meio dos principais sintomas associados as fitopatologias mencionadas, ¢
possivel associar o Fusarium pallidoroseum a um ciclo de vida parasitario, tendo em vista

suas consequéncias frente a contaminagdo das frutas apresentadas.
3.2.3 Lasiodiplodia caatingensis
3.2.3.1 Taxonomia
Lasiodiplodia caatingensis ¢ uma espécie pertencente ao reino Fungi, ao filo
Ascomycota, classe = Dothideomycetes, = ordem  Botryosphaeriales e  familia

Botryosphaeriaceae. A etimologia associada a seu nome refere-se a prevaléncia de sua

identificacdo no dominio fitogeografico da caatinga. O registro inicial dessa espécie foi
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oficializado em 2016 por Coutinho et al. (MYCOBANK,2023; SPECIES
FUNGORUM,;,2023; COUTINHO et al,2016).

3.2.3.2 Doencas associadas

O estudo conduzido por Coutinho et al. (2016) sobre a patogenicidade de distintas
espécies pertencentes ao género Lasiodiplodia em mangas evidenciou que essa categoria de
patogenos ¢ capaz de ocasionar lesdes necrdticas de formato circular na epiderme das mangas.
Essa condig¢do patologica, por sua vez, desenvolve-se para uma etapa de podriddo mole ao
completar 7 dias de incubagdo. L. caatinguensis se revelou como uma espécie impactante,
ocasionando lesdes nos frutos com valores superiores a 25 mm.

Nas plantulas de caju, L. caatinguensis destacou-se como agente patogénico ao
induzir necroses, cancros e exsudagdes gomosas, tornando-se evidente 15 dias apds a
inoculagdo. O desenvolvimento de lesdes necrdticas significativas foi notorio, com dimensodes
de 46 mm, posicionando-se como uma das principais espécies causadoras de danos nas
plantulas. Observou-se que, durante esse intervalo, isolados de L. caatinguensis apresentaram
uma taxa de exsudac¢do de goma em 80% das plantas inoculadas, indicando uma resposta
patogénica pronunciada.

Em relagdo as mudas de graviola, L. caatinguensis se diferenciou ao provocar
lesdes de menor extensdao, com um didmetro médio de 36,8 mm, em comparagdo com outras
espécies do género. No estudo, Lasiodiplodia caatinguensis, em conjunto com L. brasiliensis,
L. euphorbicola e L. pontae, destacou-se por sua capacidade de causar lesdes de maiores

dimensdes, embora as diferengas entre elas ndao tenham alcancado significancia estatistica.

3.2.3.3 Ciclo de vida

Diferentemente dos outros fitopatogenos, na literatura ainda nao foi documentado
um ciclo de vida geral para as espécies desse género. Entretanto, Cipriano et al (2015) atesta
que o fitopatdogeno do mesmo género da espécie Theobromae ¢ considerado necrotrofico.

J& Salvatore et al (2020) aponta que ha existéncia de caracteristicas bioquimicas
indicativas de adaptacao ao ciclo de vida endofitico. Entre essas caracteristicas se encontram a
capacidade de sintetizar produtos bioativos, que podem contribuir para a protecdo da planta

contra adversidades bioldgicas e melhorar sua saude.
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Com base nos sintomas apresentados por frutas contaminadas pelo Lasiodiplodia
caatinguensis, a capacidade de induzir necroses na epiderme de frutas pode indicar a

caracteristica de um fungo com ciclo de vida necrotrofico.

3.3 Controle quimico

A aplicacdo de agentes fungicidas se destaca como um dos principais meios de
manejo das doencas em plantas. A praticidade na implementacdo aliada aos resultados
imediatos alcangados tém contribuido para sua extensa utilizacdo em diversas culturas
(GHINIL, 2002).

O Brasil esta entre os principais consumidores globais de agentes defensivos
agricolas, com investimentos anuais em torno de 2,5 bilhdes de dolares para a aquisi¢do
desses produtos. O pais ¢ responsavel por quase metade do volume total de defensivos
empregados na América Latina (FONSECA et al, 2015).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) destaca que todos os
agrotoxicos, se ndo utilizados de maneira adequada, podem ocasionar danos a saide humana.
Exposi¢oes prolongadas, mesmo a doses relativamente pequenas, bem como a exposi¢ao
cronica de trabalhadores ou a ingestao de alimentos contaminados, tém sido associadas a uma
gama de problemas de satde, incluindo anomalias na gravidez, malformacdes fetais,

disturbios hormonais, infertilidade e o desenvolvimento de canceres (STADLER,2018).

3.3.1 Tiabendazol

O Tiabendazol (Figura 5) ¢ um composto quimico que pertence ao grupo quimico
dos benzimidazdis, além de ser um aditivo alimentar pertencente a classe de conservantes.
Aprovado pela FDA dos EUA, ele atua como antifingico e anti-helmintico, sendo aplicado na
pré e pos-colheita de frutas e vegetais para reducdo de mofo, pragas, apodrecimento e

deterioragdo durante armazenamento e transporte (BUDETIC,2023).
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Figura 5 - Estrutura quimica do tiabendazol
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Fonte: Adaptado de ChemSpider (2023)

Esse composto € incolor, inodoro e possui rapida absor¢do pelas raizes das plantas
nas quais ¢ utilizado, sendo difundido por toda a planta. Outro ponto a se destacar ¢ que esse
fungicida ndo ¢é efetivamente removido por lavagem e permanece estavel em procedimentos
de processamento de alimentos (STADLER, 2018 ; BUDETIC, 2023).

As concentragdes permitidas variam por alimento, com residuos detectados em
produtos de origem animal. Valores de ingestdo diaria permitida diferem entre EPA (0,1
mg/kg) e OMS (0,3 mg/kg). Este composto destaca-se pela necessidade de monitoramento de
residuos devido a sua presenca em alimentos e atividades biologicas diversas (STADLER,
2018).

Apesar de baixa toxicidade (categoria 4), a EPA classificou-o como
potencialmente carcinogénico em doses causadoras de desequilibrio hormonal da tiredide
(BUDETIC, 2023). O estudo de Séide et al. (2015) aponta que concentragdes micromolares
de tiabendazol desencadeiam apoptose em hepatocitos de roedores. Essa propriedade pode ser
prejudicial ao tecido hepatico normal, ocasionando a remocdo de células funcionais. Sendo
assim, o uso inadequado desse fungicida gera acimulo no meio ambiente, podendo
representar um risco para seres humanos e outras espécies.

Diante de problemas relacionados ao desequilibrio ambiental, torna-se necessario
implementar estratégias que visem praticas de gestdo sustentavel, substituindo os fungicidas
sintéticos e utilizando produtos que beneficiem o meio ambiente, como por exemplo os 6leos

essenciais (FONSECA et al, 2015).

3.4 Oleos essenciais
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Os oOleos essenciais podem ser conceituados como complexas misturas de
componentes volateis (hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres, etc), lipofilicos e
de baixo peso molecular. Em geral, sdo misturas aromaticas e liquidas, apresentam alta
volatilidade mesmo a temperatura ambiente, além de exibirem sensibilidade quanto a fatores
como luz, calor e ar (DE MORALIS et al, 2009).

Esses compostos podem ser obtidos por meio de técnicas como arraste por vapor
d’4gua, hidrodestilagdo ou prensagem do pericarpo, em se tratando de frutos citricos. Além
disso, € possivel obté-los por meio de extracdo por CO; supercritico ou por extracdo por
solventes orgénicos apolares. O primeiro método extrativo ¢ comumente utilizado no ambito
industrial, j4 por meio do segundo método obtém-se Oleos essenciais e de pouco valor
comercial, dado as pequenas quantidades ¢ ao longo processo de extragdo (DE MORALIS et al,
2009).

A sua constituicdo quimica revela uma marcante presenca variada de
componentes, tais como mono e sesquiterpenos, fenilpropandides, ésteres, e outras
substancias de baixo peso molecular. Devido as varias fungdes e a extraordinaria forma de
combinacdo (isomeria), tem-se uma grande diversidade quimica e variabilidade estrutural,
conferindo aos Oleos essenciais propriedades organolépticas e bioldgicas, constituindo-os
como matérias primas de importantes e de interesse industrial (CRAVEIRO, 1992 ; BIZZO,
2009).

Os oleos essenciais manifestam propriedades notaveis de acdo antibacteriana,
antiviral, antifingica e inseticida. Em virtude dessas caracteristicas, esses compostos
emergem como objetos de investigacdo no contexto agricola, sendo avaliados quanto a sua
eficacia no controle de patologias fingicas em plantas (IDRIS et al, 2015).

Diversas pesquisas tém corroborado a notavel eficacia antifingica dos o6leos
essenciais em relagdo a distintos fitopatogenos. O estudo conduzido por Pereira et al. (2006)
constatou que o Oleo essencial derivado do Origanum vulgare L. (orégano) exibiu a
capacidade de inibir o desenvolvimento de Fusarium sp., Aspergillus ochraceus, Aspergillus
flavus e Aspergillus niger. Além disso, Borges et al. (2005) afirmou que os 6leos essenciais de
Cymbopogun citratus (capim-limao), Caryophilus aromaticus (cravo-da-india) e Rosmarinus
officinalis (alecrim) manifestaram resultados positivos ao reprimir o crescimento do fungo
Phakopsora pachyrhizi. Outro estudo, conduzido por Pereira et al. (2018), verificou que os
Oleos essenciais de hortela-pimenta, capim-limdo e manjericdo demonstraram eficacia
equivalente ao fungicida utilizado, oferecendo uma alternativa viavel para o controle da

podridao abacaxi na cana de agucar causada pelo fitopatdgeno Thielaviopsis paradoxa. Essas
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conclusdes consolidam a promissora perspectiva dos Oleos essenciais como agentes
fitossanitarios eficazes e ecologicamente sustentaveis.

A preferéncia pela utilizacdo de 6leos essenciais em detrimento de agrotoxicos
encontra justificativa na busca por métodos mais sustentdveis ¢ na reducdo do uso
indiscriminado de defensivos. A exploracao da atividade biologica presente nos metabodlitos
secundarios dos extratos brutos e, especialmente, nos 6leos essenciais de plantas, tem
emergido como uma promissora abordagem para o controle alternativo de doencas em plantas

cultivadas, conforme expresso com os estudos mencionados (JUNIOR et al, 2009).

3.4.1 Oleo essencial de capim limio (Cymbopogon flexuosus)

Cymbopogon flexuosus (Figura 6), popularmente conhecida por capim-limao, ¢é
uma espécie nativa da India. E caracterizada por ser uma grama com vérios tufos, além de
apresentar muitos caules rigidos, os quais surgem de uma haste curta. Suas folhas tém aspecto
linear ¢ podem atingir até 50 cm de altura por 1,5 cm de largura. Essa planta é capaz de se
adaptar a diversas condicdes de solo e clima, porém o seu crescimento vigoroso ¢ observado

em solos arenosos € bem drenados (GANJEWALA et al, 2013).

Fonte: adaptado de Ganjewala (2013)

O dleo essencial de capim-limao (Cymbopogon flexuosus), cujo aroma ¢ uma
importante caracteristica, ¢ muito utilizado na industria de cosméticos e de medicamentos.
Exibe propriedades anticancer, antibacteriana e antifngica. No Brasil, sua producdo se

concentra na regido Nordeste do pais (CRAVEIRO,1992 ; AZEVEDO,2016).
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3.4.2 Caracterizacdo do oleo essencial

Por meio da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
Silva (2022) determinou a composi¢ao quimica do o6leo essencial de capim-limao utilizado

neste estudo. Os percentuais de cada composto presente no 6leo foram detalhados na Tabela
1.
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Tabela 1 - Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de capim-limao com os respectivos

parametros de identificagdo: estrutura quimica em SMILES (SMILES), Estrutura quimica e

area relativa do pico (%)

Capim-limao(Cymbopogon flexuosus)

Composto SMILES Estrutura quimica Arearelativa
do pico (%)
Canfeno ccrcacee(e2)ea = 0,68
{c
D-Limoneno CCI1=CCC(CCI)C(= 2,85
A\W
O)C
Linalol CC(=CCCC(O)(c=C M 0,55
)O)C =
E:
Neral CC(=CCCC(=CCO) - 38,2
OC =
\O
Geraniol CC(=CCCC(=CCO) )\/\)\/\ 4,84
O)C X X on
Geranial CC(=Cccc(=cc=0 i 45,08
)OC |
=
Acetatode  CC(=CCCC(=CCOC )\/\)\/\ X 3,08
geranila (=0)C)O)C w5 S g JJ\
E-Cariofileno CCI=CCCC(=C)C2 3,18
CC(Cc2CcCie)¢e
y-Cadineno  CC1=CC2C(CCC(= 1,08

C2CC1)C)C(C)C

Fontes: SMILES: PubChem (2023); Estruturas quimicas: ChemSpider (2023);Composto e

area relativa do pico (%): Silva (2022);
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Para o 6leo essencial de capim-limao utilizado neste estudo, foram observados
dois componentes majoritarios, o neral (B-citral ou cis-citral) e o geranial (o-citral ou
trans-citral), o primeiro correspondendo a 38,2% da composi¢do do 6leo e o segundo 45,08%,
essa mistura origina o citral. Este composto ¢ relatado na literatura como componente
majoritario do 6leo essencial de capim-limao, além da sua presenca ser associada a atividade
antimicrobiana desse 6leo (SILVA,2022 ; KAKARLA et al 2009 ; ADUKWU et al, 2016 ).

Esses percentuais observados sao semelhantes aos descritos pela literatura.
Adukwu et al (2016) observou que, na composicao do 6leo de capim-limao usado em seus
estudos, o percentual de neral era de 38,491% e o de Geranial era de 50,509%. Ja Chowdhury
et al (2003), determinou o percentual de 33,1% de geranial e 30,0% de neral no 6leo essencial
de capim-limdo utilizado em sua pesquisa. Silva (2022) atesta que diferentes condicdes
edafoclimaticas durante o plantio sdo capazes de provocar variagdes na composicao quimica

dos 6leos essenciais.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local dos experimentos e obtencio dos fungos

O experimento in vitro foi conduzido nas dependéncias da Embrapa Agroindustria
Tropical, no laboratorio de Fitopatologia, localizado no municipio de Fortaleza-CE. Os fungos
utilizados na pesquisa fazem parte do acervo da micoteca do laboratério. Foram usados trés
tipos de fungos, a saber: Colletotrichum musae, patogeno de poés-colheita da banana;
Fusarium pallidoroseum, fungo causador de doen¢a de pds-colheita no meldo e o

Lasiodiplodia caatingensis, causador da podriddo preta da haste em cajueiros.

4.2 Preparacio do meio de cultura batata dextrose agar (BDA)

O meio de cultura usado para a realizagdo do experimento foi a base de batata
dextrose agar (BDA), utilizando a metodologia proposta por Riker & Riker (1936). O preparo
consistiu na utilizagdo de 200 g de batatas inglesas, descascadas e cortadas em circulos de
pequena espessura, as quais foram pesadas em balanca de precisdo (Marte BL320H). Em
seguida, foram adicionadas a um béquer de 2 L, contendo 500 ml de dgua destilada, e cozidas

em forno micro-ondas durante 30 minutos, conforme ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Pesagem e cozimento das batatas.

:
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Fonte: Autora (2023).

Conforme a Figura 8, em outro béquer, contendo 500 mL de agua destilada, foi
adicionado 17 g de 4gar da marca INLAB, homogeneizado e levado para cozimento por cerca

de 2 minutos. O caldo da batata foi adicionado ao béquer com agar depois do seu cozimento,



além de 20 g de dextrose (VETEC). O contetido foi aferido em proveta para o volume de

1000 mL.

Figura 8 - Adicéo de agar e dextrose ao meio de cultura.

e e

b

Adigdo da agua de T
Adigéo de 17 g de agar Cozimento cozimento e 20 g de H"mﬂﬁ%‘-‘?f{m?ﬁﬁ e
em 500 mL de dgua dextrose ericio

Fonte: Autora (2023).

Ap6s a afericdo, de acordo com a Figura 9, o meio de cultura foi distribuido em
erlenmeyers com 80 mL da solug¢do, os quais foram vedados com tufos de pano e papel
aluminio. Em seguida, foram levados para esterilizacdo, em um aparelho de autoclave vertical
(Phoenix AV-75), sob pressdo de 1 kgf/cm? (1 atm), mantendo-se uma temperatura de 121°C
por 15 minutos. Apds esse intervalo de tempo, os erlenmeyers foram retirados do
equipamento e, quando em temperatura ambiente, armazenados em geladeira sob temperatura

de 7,1 °C.

Figura 9 - Autoclavagem e armazenamento do meio de cultura.

e—— Distribuicio em Autoclavagem a 121°C Armazenamento a 7,1 °C
Afericdo de 80 mL erlenmeyers vedados por 15 minutos

Fonte: Autora (2023).

4.3 Ensaio in vitro da inibicao do crescimento fiingico
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 4 tratamentos de
dosagem do dleo essencial (BioEsséncia) de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus), € 3
repetigdes, sendo cada repeticdo composta por 4 placas. Assim, procedeu-se a adicdo de
quantidades distintas de 6leo em erlenmeyers com meio de cultura (BDA) em uma capela de
fluxo laminar. Foram adicionadas aliquotas de 10 uL, 20 uL, 40 puL e 80 pL, as quais foram
introduzidas em erlenmeyers contendo 80 mL de meio (BDA), previamente autoclavados e

aquecidos em forno micro-ondas, conforme se observa na Figura 10.

Figura 10 - Inser¢do do 6leo essencial no meio de cultura.

ﬁ 4
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laminar e fungicida e fungicida

Fonte: Autora (2023).

Na Tabela 2, abaixo, ¢ apresentado o esquema de dosagem do experimento. Além
disso, foram feitos dois tipos de controles, um controle positivo, que consistia de 10 uL de
fungicida Tecto® (Syngenta), e outro controle negativo, o qual continha apenas o meio de

cultura (BDA), conforme mostrado na Figura 10.

Tabela 2: Dosagem dos tratamentos e concentragdo final (mL/L).

Amostra Quantidade de oleo (uL) Concentragao final (mL/L)

T6 (Controle negativo) - -

T5 (Controle positivo) 10 0,125
T4 10 0,125
T3 20 0,25
T2 40 0,5
T1 80 1

Fonte: Autora (2023).



Apos a adic¢ao das aliquotas de oleo, os erlenmeyer foram vertidos em placas de
Petri com diametro de 90 mm. Posteriormente a solidificagdo, foram inseridos discos de 5 mm
do micélio dos fungos fitopatogénicos, bem como as placas foram vedadas com plastico filme
e postas em sala de incubagdo, cuja temperatura foi mantida a 25+2 °C. Na Figura 4, abaixo,

esta representado o esquema de realizacao do experimento.

Figura 11 - Inoculagao dos fungos em meio BDA na presenca do 6leo essencial

AL / N s
" :_- = '.I 4 : I!,"
— — ] & | —— Y
5 & ol b
%_ ., / " : ; » »
Insercio do meio de ; Esterilizacio dos Corte dos discos de micélio Inoculagio
cultura nas placas de Petri equipamenios (5 mm)

Fonte: Autora (2023).

Para avaliacdo do crescimento micelial dos fungos foi utilizado um paquimetro
digital (Digimess) para medir o halo vertical e o horizontal do fungo a cada 24 horas. Para
calcular a porcentagem de inibigdo, foi aplicada a formula de Edington, a qual se encontra
abaixo:

_ (CFC—CFT)
/I = e X 100 (1)

Nessa equagdo, a porcentagem de inibi¢ao ¢ representada por I, CFC corresponde

ao crescimento do fungo no controle e CFT se refere ao crescimento do fungo no tratamento.

O término do experimento se deu a partir do crescimento do didmetro total da
placa do fungo, no controle negativo. Para o Colletotrichum musae, alcangou-se o tempo total
de 96 horas, enquanto o Fusarium pallidoroseum, 192 horas e, por ultimo, o Lasiodiplodia

caatingensis, atingiu o tempo total de 48 horas.

4.4 Analise de dados
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Para efetuar a analise dos dados de média, variancia e desvio-padrao, foi usado o
Microsoft Excel (2023). Além dos graficos de porcentagem de inibicdo e ajuste linear das

curvas, bem como do célculo do coeficiente de determinacio, R2.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios de inibicdo do crescimento dos fitopatogenos com o oOleo essencial de

capim-limao (Cymbopogon flexuosus) no fungo Colletotrichum musae

A partir das medidas efetuadas a cada 24 horas, montou-se uma tabela (Tabela 3)
a qual exibe a progressdo do crescimento do halo fungico no intervalo de tempo medido.
Calculou-se a média aritmética entre os quatro tratamentos de cada concentragdo, em seguida
novamente obteve-se a média aritmética desses resultados para cada repeticio do

experimento, a qual foi inserida na Tabela 3.

Tabela 3 - Halo de crescimento para o fungo Colletotrichum musae em presenga 0leo

essencial de capim-limao (Cymbopogon flexuosus) em diferentes concentragdes.

Concentracdo Halo de crescimento (mm)
(mL/L)
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Controle 17,25 £ 1,04 40,86 + 4,82 66,59 + 7,15 90,00 + 0,00
negativo (C-)
0,125 2,79 £2,42 19,15 +4,82 37,14 +£5,52 56,09 +5,65
0,25 0,00 + 0,00 7,06 = 6,13 16,86 + 8,97 35,59 +£4,52
0,5 0,00 = 0,00 2,78+ 3,33 8,47 +13,15 19,14 +£15,48
1 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 +0,00 0,00 + 0,00
Controle 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 +0,00 0,00 + 0,00
positivo (C+)

Fonte: Autora (2023).

Conforme demonstrado pela Tabela 3, nos testes de inibi¢ao do crescimento para

o fitopatégeno em questdo, notou-se que todos os tratamentos apresentaram eficacia na
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restri¢do do desenvolvimento fuingico. No entanto, os resultados relacionados a concentragao
de 1 mL/L destacam-se apresentando a maxima inibig¢do, além de exibir um desvio padrao
nulo, indicando uniformidade entre os valores. Outro resultado a se destacar é o controle
positivo, o qual apresenta eficacia maxima quanto a inibi¢do do crescimento do fitopatogeno,
além disso, apresenta um desvio padrao nulo, indicando que ndo houve variagdes nos
resultados obtidos para essa concentragao.

A partir das medidas obtidas para o periodo de 96 horas, na Tabela 4 ¢ mostrado o
percentual de inibi¢do para cada tratamento, exibindo-o para cada repeti¢do do experimento,
indicadas por C1, C2 e C3. Por fim calculou-se a média aritmética desses valores para cada

réplica.

Tabela 4 - Percentual de inibicdo do crescimento do fungo Colletotrichum musae em

diferentes concentragdes do 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon flexuosus).

Concentracao Percentual de inibigdo (%)
(mL/L) ]
Cl C2 C3 Média entre os
valores
Controle 0 0 0 0
negativo (C-)
0,125 32,92 44,79 35,31 37,67
0,25 61,09 65,21 55,20 60,50
0,5 88,64 88,69 58,87 78,73
1,0 100 100 100 100
Controle 100 100 100 100

positivo (C+)

Fonte: Autora (2023).

Com base nos resultados obtidos, procedeu-se a elaboracao de um grafico (Figura
7), evidenciando os valores médios do percentual inibitdério associados a cada concentragao.
No grafico, C- representa o controle negativo contendo somente meio de cultura e C+ o
controle positivo, o qual apresenta o fungicida a base de tiabendazol na concentragdo de 0,125

ml/L.
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Figura 12 - Indice de inibi¢do micelial em fung¢io da concentragio para o fungo Colletotrichum
musae.
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Fonte: Autora (2023).

Na Figura 13 ¢ demonstrado o crescimento do fungo para cada meio de cultura
com sua respectiva dosagem de 0leo essencial ao final do experimento. Como condizente com
o grafico, € possivel observar que o aumento da concentragdo do 6leo essencial promove uma
diminui¢do no crescimento micelial, ao ser comparado com o controle negativo, no qual ha
somente o meio de cultura.

Figura 13 - Evolugdo do crescimento do fungo Colletotrichum musae.

Controle 0,125 mL/L 0,125 mL/L de
negativo de OE Tecto.SC

Fonte: Autora (2023).

Os resultados obtidos nas investigacdes estdo em consondncia com a literatura
especializada. O o6leo essencial empregado na pesquisa demonstra como principais
constituintes o neral e o geranial, dois aldeidos isdmeros geométricos cuja combinagao
configura o citral (Kakarla et al , 2009).

O citral ¢ um composto quimico dotado de marcante atividade fungicida e exerce

efeitos notaveis na presenca do fitopatogeno Colletotrichum musae, resultando na inibi¢ao
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completa do crescimento de conidios e apressorios, conforme indicado por Herath et al.
(2008).

Com uma abordagem metodoldgica semelhante a utilizada neste estudo, Garcia et
al. (2008) corroboram a eficacia do citral, observando a inibicao integral do crescimento do
micélio fungico de C. musae na presenga deste composto. Além disso, em ensaios in vivo com
bananas inoculadas com o referido patdgeno, constatou-se uma diminui¢do de 60% nas lesdes
quando submetidas ao tratamento com citral a uma concentracgao de 1%.

Quanto ao mecanismo de agdo do citral para com esse fitopatdgeno, nao foi
encontrado na literatura um estudo que avaliasse o mecanismo do citral especificamente
contra C. musae. Entretanto, Scariot et al (2020) investigou o modo de acao do citral e outros
monoterpenos frente a uma espécie do mesmo género, C. acutatum. A pesquisa revelou que a
inibicdo da germinacdo estd associada a perda de integridade da membrana celular e o
acimulo de espécies reativas de oxigénio, fatos que podem desencadear morte celular por

apoptose.

5.2 Ensaios de inibicdo do crescimento  dos fitopatégenos com o oleo essencial de

capim-limao (Cymbopogon flexuosus) no fungo Fusarium pallidoroseum

Com base nas mensuragoes realizadas a cada intervalo de 24 horas, na Tabela 5, ¢
demonstrada a evolugdo temporal do desenvolvimento do halo fingico. Procedeu-se ao
calculo da média aritmética para os quatro tratamentos de cada concentragdo, seguido pela

obtencdo da média aritmética desses resultados para cada replicagdo do experimento.
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Tabela 5 - Halo de crescimento em milimetros do fungo Fusarium pallidoroseum na presenca
6leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) em diferentes concentragdes em

mL/L.

Concentracao Halo de crescimento (mm)
(mL/L)
24 48 72 96 120 144 168 192
horas horas horas horas horas horas horas horas
Controle 7,78 24,29 37,54 49,63 56,16 74,76 85,09 90,00

negativo (C-) +6,75 +£0,67 +0,18 +£3,38 +244 +324 +£324 +0,00

0,125 1,88 12,95 24,65 3035 31,89 53,97 62,60 6920
+325 o+ +1,67 +878 +241 4597 +810 +10,15
11,43
0,25 000 576 17,62 22,80 27,72 4535 5509 64,16

+0,00 £527 +£442 +£639 +630 £597 +£880 +£10,34

0,5 0,00 0,00 0,97 2,29 2,89 7,31 12,05 16,08
+£0,00 +0,00 +£626 +£239 +£297 284 +0,I8 +£299

1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
+0,00 +0,00 +£0,00 0,00 +0,00 £000 =£000 +0,00

Controle 0,00 000 000 000 000 000 000 000
positivo (C+)  £0,00 +£0,00 +0,00 £0,00 000 +0,00 =000 0,00

Fonte: autora (2023).

Conforme ilustrado na Tabela 5, nos ensaios de inibi¢do do crescimento para o
fitopatogeno em questdo, constatou-se que todas as concentragdes de oleo essencial aplicadas
evidenciaram eficdcia na conten¢do do desenvolvimento flingico. Contudo, os dados
associados a concentracdo de 1 mL/L sobressaem-se ao revelar a maxima inibigao,
acompanhada de um desvio padrdo nulo, denotando uniformidade nos valores. Outro
resultado a se destacar € pertencente ao controle positivo, que ndo apenas demonstra eficacia
maxima na inibicdo do crescimento do fitopatdogeno, mas também exibe um desvio padrdo
nulo, indicando a auséncia de variagdes nos resultados para essa concentragao.

A partir das medidas obtidas para o periodo de 192 horas, na Tabela 6, ¢ mostrado
o percentual inibitério acompanhado de sua concentragdo correspondente e exibindo-o para

cada repeti¢do do experimento, indicadas por F1, F2 e F3.
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Tabela 6 - Percentual de inibi¢do do crescimento do fungo Fusarium pallidoroseum em

diferentes concentragdes de dleo essencial de capim-limao (Cymbopogon flexuosus).

Concentragao Percentual inibitorio (%)
(mL/L) .
F1 F2 F3 M¢dia dos
valores
Controle 0 0 0 0
negativo (C-)
0,125 10,08 29,03 29,38 22,50
0,25 17,57 29,87 42,18 29,87
0,5 81,64 79,09 85,67 82,13
1,0 100 100 100 100
Controle 100 100 100 100

positivo (C+)

Fonte: Autora (2023).

Na Figura 14, estdo os valores médios do percentual de inibicdo de cada
concentracdo. No referido grafico, C- refere-se ao controle negativo, composto
exclusivamente pelo meio de cultura, enquanto C+ representa o controle positivo, no qual o

fungicida Tiabendazol (Tecto) esta presente na concentracao de 0,125 mL/L.

Figura 14 - Indice de inibigdo micelial em fungdo da concentragdo para o fungo Fusarium
pallidoroseum.

Indice de inibicio micelial em funcdo da concentracio do éleo essencial
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Fonte: autora (2023).
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Na Figura 15, em concordancia com o grafico, é notoério que ao se elevar a
concentragdo do 6leo essencial, ha reducdo do desenvolvimento micelial, conforme pode ser
comparado com o controle negativo, no qual somente o meio de cultura esta presente.

Figura 15 - Evolugdo do crescimento do fungo Fusarium pallidoroseum.

Controle 0,125 mL/L 0,25 mL/L 0,5mL/L 0,125 mL/L
negativo de OE de OE de OE de Tecto.SC

Fonte: autora (2023).

Conforme o preficio introdutorio, o Oleo essencial utilizado neste estudo ¢
composto majoritariamente por neral e geranial, dois aldeidos monoterpénicos isémeros,cuja
mistura forma o citral, que apresenta propriedades antifiingicas. Leite et al (2014) atesta isso
ao verificar a inibi¢cdo do crescimento do fungo Candida albicans quando em contato com o
citral.

Na literatura, Sampaio et al (2020) investigou a atividade antifingica de
diferentes quimiotipos do 6leo essencial de Myrocarpus ovata contra F. pallidoroseum. O
estudo demonstrou que todos os quimiotipos exibiram eficicia, com énfase nos compostos
que possuiam majoritariamente geraniol, citral e (E)-nerolidol. O quimiotipo com citral na
composicdo conseguiu inibir totalmente o crescimento do patdgeno, atestando seu potencial
antifingico e corroborando com os resultados obtidos neste estudo.

Quanto ao modo de atuagdo do citral, a literatura ndo faz menc¢ao a um estudo
especifico que abordasse sua atuacdo contra esse fitopatdgeno ou outro do mesmo género.
Entretanto, Li et al (2015) propde estudos para desvendar esse mecanismo frente ao
fitopatdgeno Magnaporthe grisea.

A andlise aprofundada do mecanismo de acdo revelou que o citral exerce seus
efeitos antiflingicos por meio de uma via fisiologica especifica, além de provocar
modificagcdes morfologicas nas hifas fungicas. Notavelmente, observou-se uma influéncia
marcante nos processos metabolicos dos fungos, impactando o metabolismo energético, a

degradacao da parede celular e a atividade de enzimas essenciais.
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5.3 Testes de inibi¢do do crescimento dos fungos com o dleo essencial de capim limao
(Cymbopogon flexuosus) no fitopatogeno Lasiodiplodia caatingensis

Com base nas medi¢oes realizadas a cada intervalo de 24 horas, na Tabela 7, ¢
apresentada a evoluc¢do do crescimento do halo fungico durante todo o periodo monitorado.
Realizou-se o célculo da média aritmética para os quatro tratamentos de cada concentragdo

em cada repeticao, além do desvio padrao.

Tabela 7 - Halo de crescimento em milimetros para do fungo Lasiodiplodia caatingensis na

presenga 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon flexuosus) em diferentes concentragdes

em mL/L.

Concentragao (mL/L) Halo de crescimento (h)
24 48

Controle negativo (C-) 34,17+ 3,90 90,00 + 0,00
0,125 16,83 + 4,37 65,38 £ 11,61
0,25 3,26 £4,32 26,27+ 11,79

0,5 0,00 £+ 0,00 2,06 + 3,57

1 0,00 = 0,00 2,19+ 3,79

Controle positivo (C+) 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00

Fonte: autora (2023).

Nos ensaios de inibicdo do crescimento para o fitopatdgeno especifico,
observou-se que todos os tratamentos exibiram eficacia na contencdo do desenvolvimento
fingico. No entanto, ¢ importante destacar que as concentragcdes de 1 mL/L e 0,5 mL/L
revelaram uma contencdo mais acentuada no desenvolvimento do fungo, além de exibirem um
baixo desvio padrao, revelando que os dados coletados aproximam-se da média da amostra
tomada. Outro ponto a se notar ¢ que o controle positivo utilizando o fungicida também
demonstrou a maxima eficdcia na conten¢ao do desenvolvimento do fitopatogeno.

A partir das medidas obtidas para o periodo de 48 horas, montou-se uma tabela
(Tabela 8) a qual mostra a porcentagem de inibicdo acompanhada de sua concentracao
correspondente e exibindo-a para cada repeti¢do do experimento, indicadas por L2, L3 e L4.

Por ultimo, a média aritmética entre esses resultados foi mensurada ¢ inserida na tabela.
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Tabela 8 - Percentual de inibi¢ao do crescimento para do fungo Lasiodiplodia caatingensis em
diferentes concentracdes de dleo essencial de capim-limao (Cymbopogon flexuosus).

Concentracao Percentual de inibi¢do (%)
(mL/L) .
L2 L3 L4 M¢dia dos
valores
Controle 0 0 0 0
negativo (C-)
0,125 12,72 36,46 32,87 27,35
0,25 69,59 58,37 84,47 70,81
0,5 100 93,13 100 97,71
1,0 92,70 100 100 97,57
Controle 100 100 100 100

positivo (C+)
Fonte: autora (2023).

Por meio dos resultados mensurados, procedeu-se a elaboragdo de um grafico (Figura 15),
relacionando os valores médios as concentragdes correspondentes. No grafico, C- representa o
controle negativo, no qual encontra-se somente o meio de cultura e C+ corresponde ao

controle positivo, o qual apresenta o fungicida Tecto.SC na concentragdo de 0,125 mL/L.

Figura 16 - Indice de inibigio micelial em fungdo da concentragio para o fungo Fusarium
pallidoroseum.

Indice de inibicio micelial em funcdo da concentracio do 6leo essencial
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Fonte: autora (2023).



Na Figura 17, em consonancia com o grafico, ¢ possivel observar que ao se elevar
gradativamente a concentragdo do Oleo essencial, observa-se uma reducdo gradativa no
desenvolvimento micelial. Essa diminui¢do pode ser comparada com o controle negativo, no

qual somente o meio de cultura esta presente.

Figura 17 - Evolugdo do crescimento do fungo Lasiodiplodia caatinguensis.

£ TFiz -n\ 2 1IN o

Controle 0,125 mL/L 0,25 mL/L 0,5 mL/L 0,125 mL/L
negativo de OE de OE de OE de Tecto.SC

Fonte: autora (2023).

Devido as circunstincias experimentais serem a mesma para este fungo e os
outros fitopatdogenos, compreende-se que a composi¢cdo quimica do 6leo essencial utilizado ¢
responsavel pela inibi¢do do crescimento do micélio do fungo.

Em contraste com os outros fitopatégenos estudados, a literatura ndo cita
tratamentos especificos com o citral ou outros compostos terpénicos desse 6leo essencial para
essa espécie. Isso pode ser justificado pela descoberta recente da espécie L. caatinguensis por
Coutinho ef al (2016) em comparagdo com os outros fungos deste estudo.

Entretanto, Peixoto et al/ (2018) investigou a atividade antifingica do citral
presente em oOleo essencial de Lippia alba diante de um fitopatdgeno do mesmo género,
Lasiodiplodia theobromae. O citral apresentou-se muito efetivo no controle dessa espécie,
inibindo integralmente seu crescimento, atestando seu potencial antifungico.

A literatura ndo cita estudos especificos sobre o modo de atuacdo do citral frente a
esse fungo. Entretanto Cai et al (2019) estuda esse topico frente ao fitopatdgeno
Zygosaccharomyces rouxii, em seu estudo foi observado que o citral exibe notdvel atividade
antifiungica, agindo predominantemente ao induzir perturbacdes na integridade e
permeabilidade da membrana celular de Z. rouxii. Esses efeitos resultam em danos
irreversiveis a parede celular e 2 membrana, além de desestruturar as proteinas da levedura e

inibir sua sintese.

5.4 Analise dos dados coletados
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Ja que os experimentos foram conduzidos em triplicata, procedeu-se ao calculo da
média aritmética do percentual de inibicdo para cada fitopatdogeno, sendo os resultados

compilados na Tabela 9.

Tabela 9 - Percentual de inibi¢ao do crescimento micelial dos fitopatdégenos (%)

Percentual de inibigdo para cada fitopatdgeno (%)

Concentracao
(mL /L) Colletotrichum Fusarium Lasiodiplodia
musae pallidoroseum caatingensis
Controle negativo 0,00 0,00 0,00
()
0,125 37,67 22,50 27,35
0,25 60,50 29,87 70,81
0,5 78,73 82,13 97,71
1,0 100,00 100,00 97,57
Controle positivo 100,00 100,00 100,00
(Ch)

Fonte: autora (2023).

Com base nos dados registrados na Tabela 9, procedeu-se a elaboracdo de uma
regressao linear (Figura 18) para cada conjunto de dados dos fungos. Por meio do software
Microsoft Excel (2023) foi determinada a equagdo da reta e o coeficiente de determinagao

(R?).
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Figura 18 - Ajuste linear do percentual inibitorio em fungdo das concentra¢des do 6leo essencial.
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Fonte: autora (2023).

As equagdes das retas e seus respectivos R? para cada conjunto de dados de cada fitopatoégeno
foram compiladas na Tabela 10.

Tabela 10 - Equagdes da reta para cada ajuste linear em fungdo e respectivos coeficientes de
determinagao.

Fitopatogeno Equacdo da reta Coeficiente de determinagdo
(R%)
Colletotrichum musae Y1=20,149x - 7,7036 0,9346
Fusarium pallidoroseum Y2=23,107x - 28,151 09135
Lasiodiplodia caatingensis Y3 =20,945x - 7,7282 0,8489

Fonte: autora (2023).

O R? corresponde ao coeficiente de determinacio, o qual ¢ uma medida estatistica
que informa o quanto a variabilidade na varidvel dependente pode ser explicada pelos termos
independentes em um modelo estatistico. Possuindo valores entre 0 € 1 (ou de 0% a 100%), o
R? indica o grau de ajuste do modelo aos dados. Para um R? =0, entende-se que o modelo nio
consegue explicar nenhuma variagio nos dados, entretanto, um R? = 1 mostra que o modelo
se ajusta perfeitamente aos dados, explicando toda a variabilidade observada. A partir disso,
quanto mais proximo de 1 se encontrar o valor de , melhor o ajuste do modelo usado para o

conjunto de dados analisado (AZEVEDO, 2016 ; LOPES 2003).
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Neste estudo, ¢ possivel notar que os resultados obtidos demonstram coeréncia
com o modelo estatistico empregado, apresentando minimas variacdes entre os dados. Essa
constatacio é observada pela proximidade dos valores de R? em relagdo a 1. Por meio dessa
analise, ¢ possivel associar que o aumento da concentracdo de 6leo essencial empregado
influencia o percentual de inibi¢do do crescimento fungico, diminuindo-o. O menor R? para o
fungo L. caatinguensis pode ser esclarecido pelo fato de a concentracdo de 0,5 mL/L ter

manifestado um valor superior de inibi¢ao frente a concentragdo de 1 mL/L.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa evidenciam o potencial antifingico do 6leo
essencial de Cymbopogon flexuosus sobre o crescimento dos fitopatogenos Colletotrichum
musae, Fusarium pallidoroseum e Lasiodiplodia caatinguensis. A observagdo de inibi¢ao
total ou proxima do total, demonstra, ndo apenas a eficacia antimicrobiana do 6leo essencial,
mas também sugere a possibilidade de sua aplicagdo pratica como um agente antifingico.
Conforme pesquisa bibliografica, tais efeitos podem ser atribuidos a presenga do citral, uma
vez que este € o constituinte majoritario do 6leo e seu efeito antifingico ja foi comprovado.
Diante dos resultados obtidos, torna-se essencial investigar o mecanismo de a¢do do citral
frente a esses fitopatogenos, tendo em vista que ja existem varios estudos que apresentam
diferentes formas de atuacdo desse monoterpeno sobre diferentes fitopatdgenos.
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