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RESUMO

A antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum, é considera uma das principais
doencas fungicas do maracujazeiro. Na producdo da cultura do maracujazeiro alguns fatores
apresentam-se como entrave, dentre eles estdo os problemas fitossanitarios causados pelos
fitopatdgenos como virus, bactérias e fungos. A utilizacao de 6leos, isolados ou em combinagédo
com outros métodos, podera ter um importante papel no controle de fitopatdgenos, contribuindo
para a reducdo do uso de fungicidas e, consequentemente, um menor impacto ao ambiente.
Sendo assim, o presente trabalho objetivou avaliar os 6leos essenciais com atividade antifangica
para o controle de um isolado de Colletotrichum brevisporum. Foram testados os 6leos
essenciais de cravo, canela, citronela, eucalipto e alecrim nas concentragdes de 0 %
(testemunha), 0,0125%, 0,025%, 0,05%, 0,1% e 0,2%. Discos de meio de cultura de 5 mm,
obtidos a partir da margem de culturas com sete dias de crescimento, foram transferidos para o
centro das placas contendo os diferentes tratamentos. As testemunhas consistiram na inoculagéo
de discos do patdgeno diretamente no meio BDA sem a adicdo de 6leos essenciais. As placas
foram incubadas em estufa Biochemical Oxigen Demand (BOD), a 25°C e fotoperiodo de 12
horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 1 espécie de
Colletotrichum x 5 éleos x 6 concentracBes, sendo cinco repeticbes por tratamento. Os
resultados obtidos do percentual de inibicdo micelial (PIC) e do indice de velocidade do
crescimento micelial (IVCM) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo Teste de Tukey, utilizando o programa estatistico Assistat. Os Oleos de
citronela, canela e cravo tiveram uma alta eficiéncia contra o crescimento de C. brevisporum.
As concentracdes do 6leo de citronela que promoveram 100% do controle do patdgeno tiveram
efeito fungistatico, enquanto as concentragcdes de canela e cravo promoveram um efeito

fungitoxico.

Palavras-Chave: Glomerellaceae, controle alternativo, compostos naturais.



ABSTRACT

Anthracnose, caused by species of the genus Colletotrichum, is considered one of the main
fungal diseases of passion fruit. In the production of passion fruit crops, some factors present
themselves as obstacles, including phytosanitary problems caused by phytopathogens such as
viruses, bacteria and fungi. The use of oils, alone or in combination with other methods, could
have an important role in controlling phytopathogens, contributing to a reduction in the use of
fungicides and, consequently, a lower impact on the environment. Therefore, the present work
aimed to evaluate essential oils with antifungal activity for the control of an isolate of
Colletotrichum brevisporum. The essential oils of clove, cinnamon, citronella, eucalyptus and
rosemary were tested at concentrations of 0% (control), 0.0125%, 0.025%, 0.05%, 0.1% and
0.2%. 5 mm discs of culture medium, obtained from the margin of cultures with seven days of
growth, were transferred to the center of the plates containing the different treatments. The
controls consisted of inoculating pathogen discs directly into the PDA medium without the
addition of essential oils. The plates were incubated in a Biochemical Oxygen Demand (BOD)
oven at 25°C and a 12-hour photoperiod. The experimental design was completely randomized
with 1 species of Colletotrichum x 5 oils x 6 concentrations, with five replications per treatment.
The results obtained for the percentage of mycelial inhibition (PIC) and the mycelial growth
rate index (IVCM) were subjected to analysis of variance (ANOVA) and the means compared
by the Tukey test, using the statistical program Assistat. Citronella, cinnamon and clove oils
were highly effective against the growth of C. brevisporum. The concentrations of citronella oil
that promoted 100% control of the pathogen had a fungistatic effect, while the concentrations

of cinnamon and clove promoted a fungitoxic effect.

Keywords: Glomerellaceae, alternative control, natural compounds.
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1 INTRODUCAO

A espécie P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracuja-amarelo) é cultivada por pequenos,
meédios e grandes produtores do Brasil, onde existem diferentes condi¢des de solo e de clima e
variados sistemas de producdo. O maracuja possui grande importancia socioecondémica, sendo
uma valiosa alternativa para geracdo de emprego e renda, principalmente em pequenas
propriedades rurais (FALEIRO, 2022). Na producéo da cultura do maracujazeiro alguns fatores
apresentam-se como entrave, dentre eles estdo os problemas fitossanitarios causados pelos
fitopatdgenos virus, bactérias e fungos (SAO JOSE, 2015).

Dentre os fungos, destacam-se as espécies do género Colletotrichum, considerado um
importante patdgeno de plantas, que causa antracnose em diversas culturas de importancia
econdémica (CANNON et al., 2012; DOYLE et al., 2013; JAYAWARDENA et al., 2021,
TALHINHAS; BARONCELLLI, 2021; LIU et al., 2022). Os sintomas da antracnose nas folhas
apresentam-se na forma de manchas pardo-escuros com aparéncia oleosa que evoluem,
coalescendo formam-se grandes areas de tecidos necrosados, apresentando rachaduras e intensa
gueda de folhas. Nos frutos jovens, as manchas passam da aparéncia oleosa para a pardacenta,
com a formacdo de tecido corticoso, deprimido e murcho. Nos frutos maduros, verificam-se
manchas deprimidas de coloragdo escura que afetam a polpa, muitas vezes apresentando-se na
forma de podriddo mole e provocando queda dos frutos (SAO JOSE et al., 2000; KIMATI et
al., 2011).

O manejo de doengas, na maioria das vezes, tem adotado os fungicidas sintéticos. Apesar
da sua facil aquisicdo e uso, problemas como selecdo de patdgenos resistentes devido ao uso
continuo e a alta toxicidade de determinados produtos, sdo frequentemente associados a

utilizacdo exclusiva do controle quimico (FRAGOSO et al., 2002).

A utilizacdo de Oleos essenciais de espécies aromaticas e medicinais, isolados ou em
combinagdo com outros métodos, tem um importante papel no controle de fitopatdgenos,
contribuindo para a reducédo do uso de fungicidas e, consequentemente, um menor impacto ao
ambiente (MOTA,; PESSOA, 2003).

Como forma de contribuir com o estudo de substancias naturais com propriedades
fungicidas, faz-se necessario buscar 6leos essenciais que permitam um controle satisfatério de
Colletotrichum brevisporum, identificado causando antracnose em plantios comerciais de

maracujazeiro no estado de Alagoas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do maracujazeiro

O maracuja é uma denominacéo geral dada ao fruto e a planta de Passiflora spp. Seu
nome tem origem indigena Tupi e Guarani, e significa ‘alimento que se toma de sorvo’ ou
‘alimento em forma de cuia’. Os primeiros registros do género Passiflora aconteceram no
século XVI, incluindo sua citagdo na obra 'Tratado Descritivo do Brasil', em 1587, na qual o
portugués Gabriel Soares de Sousa fez referéncia ao maracuja como uma planta exotica com

multiplas potencialidades alimentares, ornamentais e medicinais (FALEIRO et al., 2017).

O maracujazeiro pertence ao reino Plantae, filo Tracheophyta, divisdéo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, ordem Malpighiales, familia Passifloraceae, género Passiflora
(MILWARD-DE-AZEVEDO, 2018). Esse género abriga entre 300 e 580 espécies, distribuidas
pelas regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, trés espécies sdo consideradas
responsaveis por praticamente 100% da area plantada: a Passiflora alata Dryand. (maracuja
doce), a Passiflora edulis Sims. (maracujé roxo) e a Passiflora edulis f. flavicarpa Degener.
(maracuja amarelo ou azedo), responsavel por 95% da area cultivada comercialmente no pais
(RUGGIERO et al., 1998).

As espécies de maracujazeiro sdo consideradas plantas trepadeiras herbaceas ou
lenhosas, variando entre 5 e 10 metros de comprimento, tendo crescimento vigoroso e
continuo, sistema radicular superficial e apresentando florescimento e producéo durante varios
meses do ano. Suas folhas, flores e frutos apresentam diferentes formatos, cores e tamanhos
entre as espécies de maracujazeiros. Suas flores sdo hermafroditas, grandes e protegidas na
base por brécteas foliares. A corona, formada por varios filamentos ou fimbrias, € a marca
caracteristica do género Passiflora. Quanto a abertura floral, algumas espécies tém habitos
noturno, vespertino ou matutino. Seus frutos sdo classificados como bagas indeiscentes, com
suas sementes geralmente envolvidas por um arilo do qual é extraida a polpa, sendo esta acida
ou doce (DE JESUS; FALEIRO, 2016).
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A maior parte das espécies de maracujazeiro tem origem na Ameérica Tropical,
envolvendo o Brasil, Colémbia, Peru, Equador, Bolivia e Paraguai, ainda que existam espécies
nativas em paises que vao dos Estados Unidos até a Argentina, além da Asia, Austrélia e China.
O Brasil e a Colémbia sdo os paises mais tradicionais no cultivo dos maracujas e também os
paises que tém a maior diversidade de espécies comerciais e silvestres (BERNACCI et al.,
2005).

No ano de 2022, o Brasil teve uma producdo de 697.859 toneladas para uma area colhida
de 45.602 hectares, com rendimento medio de 15.303 Kg ha-1. Os estados que mais
produziram maracuja foram Bahia (227.867 t), Ceara (178.013 t), Santa Catarina (49.444 t),
Pernambuco (37.160 t) e Rio Grande do Norte (36.521 t). Os melhores rendimentos médios
ficaram com o Distrito Federal e Santa Catarina, com 27.675 Kg e 25.659 Kg, respectivamente.
Alagoas produziu 13.692 t, tendo um rendimento médio de 9.704 Kg ha-1, e o municipio de

Coruripe com maior produgdo (IBGE, 2022).

A producdo de maracuja € uma atividade de significativa importancia socioecondémica
para o Pais, especialmente na agricultura familiar. Encontra-se disseminada por todas as
regides geogréaficas, por oferecer uma receita distribuida pela maior parte do ano. Possui um
forte apelo social, devido ao seu elevado grau de empregabilidade, ou seja, a cada hectare, gera
de 3 a4 empregos diretos e de 8 a 9 indiretos, nos diferentes elos da cadeia produtiva. Portanto,
é amplamente utilizada para fixacdo de méo de obra no campo (CAVICHIOLI et al., 2018).

Considerada uma cultura com ciclo de até 3 anos, os produtores tem optado por um
plantio de 2 anos, visto os problemas fitossanitarios ocorrerem com maior severidade a partir
do primeiro ano de producdo. Além disso, essa suscetibilidade ja provocou redugdo de
producdo e posterior diminuicdo da area plantada em importantes estados produtores, uma vez
gue 0 manejo inadequado e as condicGes favoraveis podem inviabilizar o cultivo por mais
tempo (REITER et al., 1998).

2.2 Antracnose em maracujazeiro

As caracteristicas externas do fruto constituem os pardmetros primordiais avaliados pelos
consumidores e devem atender a certos padrdes para que atinjam a qualidade desejada e o valor
na comercializagdo. Para o consumo in natura, os consumidores preferem frutos maiores, de

aparéncia atraente, mais doces e pouco acidos (AGUIAR et al., 2015).
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Embora o maracujazeiro possua boa adaptabilidade as condigdes edafoclimaticas
adversas, a cultura apresenta drastica redugdo de produtividade devido a problemas
fitossanitarios (TOMAZ, 2012). A antracnose, causada por espécies do género Colletotrichum,
é considerada uma das principais doengas fungicas do maracujazeiro por atacar a parte aérea
das plantas em qualquer idade, sendo de dificil controle quando as condic¢Ges climaticas sao
favoraveis as epidemias (PIO-RIBEIRO & MARIANO, 1997).

Os sintomas de antracnose nas folhas apresentam-se na forma de manchas pardo-escuros
com aparéncia oleosa que evoluem, coalescendo formam-se grandes areas de tecidos
necrosados, apresentando rachaduras e intensa queda de folhas. Nos frutos jovens, as manchas
passam da aparéncia oleosa para a pardacenta, com a formacéo de tecido corticoso, deprimido
e murcho. Nos frutos maduros, verificam-se manchas deprimidas de coloragdo escura que
afetam a polpa, muitas vezes apresentando-se na forma de podriddo mole e provocando queda
dos frutos (SAO JOSE et al., 2000; KIMATI et al., 2011).

2.3 Género Colletotrichum

Considerado como importante patégeno de plantas, Colletotrichum spp. sdo responsaveis
por causar uma variedade de doencas, incluindo a antracnose em diversas culturas de relevancia
econdmica e plantas ornamentais (CAl etal., 2009; CANNON et al., 2012; DOYLE et al., 2013;
JAYAWARDENA et al., 2021; TALHINHAS; BARONCELLI, 2021; LIU et al., 2022). Dean
et al. (2012) relataram que o género foi eleito mundialmente, o oitavo grupo mais importante

de fungos patogénicos causando doencas em plantas.

O género Colletotrichum abrange atualmente 280 espécies aceitas com dados
moleculares, dentre elas, 15 sdo espécies isoladas (singleton) e as outras 265 espécies estao

agrupadas em um dos 16 complexos reconhecidos (LIU et al., 2022).

A infeccdo é caracterizada por lesbes circulares que rapidamente se expandem sem limite
de didmetro. No centro das lesdes, ocorre a formacdo de pequenos pontos pretos, que
corresponde aos acérvulos e quando a umidade relativa esta elevada, pode-se observar a
formagdo de uma massa de coloracdo rosea ou alaranjada, que sé@o os esporos do fungo
produzidos juntos a uma mucilagem (LOPES & AVILA, 2003; SILVA et al., 2017).

A sobrevivéncia do patdgeno se da em restos de cultura e em tecidos afetados na propria
planta, fazendo com que a doenca seja mais frequente e severa em uma determinada area a

partir do segundo ano de cultivo. A ocorréncia da doenca é favorecida por alta umidade,
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especialmente com chuvas frequentes, abundantes e temperatura media entre 26° e 28°C. Nestas
condigdes, ocorre intenso desfolhamento, morte dos ponteiros e podriddo de frutos. A
disseminacdo do patdgeno ocorre através de sementes, respingos de chuva, insetos e
implementos agricolas (KIMATI et al., 2011).

2.4 Controle da antracnose

Para o controle da antracnose € necessario fazer uso de controle integrado de doencas.
Medidas como uso de mudas sadias, adogdo de um sistema de conducdo das plantas, podas de
limpeza, visando eliminar partes afetadas pela doenga (DIAS, 2000). A remocao dos restos de
cultura, folhas, e frutos com sintomas da doenca também sdo recomendados, ainda que sejam
apenas medidas saneadoras, ndo dispensando o controle com fungicidas, fazendo aplicagdes em

conformidade com o desenvolvimento e severidade da doenca (VIANA et al., 2003).

Para o controle bioldgico existem trabalhos que recomendam aplicaces de Trichoderma
em mudas de maracujazeiro amarelo para o controle de C. gloeosporioides (MARTINS et al.,
2007). Isolados bacterianos das espécies Bacillus alcalophilus, Photorhabdus luminescens,
Yersinia bercovieri sdo eficientes no biocontrole de C. gloeosporioides, tanto nos testes de

antagonismo “in vitro”, quanto em frutos de maracuja (BULHOES et al., 2019).

Atualmente, é possivel encontrar 48 produtos comerciais recomendados para controle da
antracnose em maracujazeiro, no AGROFIT. Segundo Peruch et al. (2018), o pequeno numero
de moléculas registradas para maracujazeiro ja foi considerado um dos principais entraves
fitossanitarios da cultura. Chamando atencédo o baixo nimero de produtos de contato, sendo o0s
fungicidas a base de hidréxido de cobre, éxido cuproso e bicarbonato de potassio 0s
representantes desta classe. Aumentar a diversidade de ingredientes ativos de fungicidas de
contato, como 0 mancozeb, seria uma medida importante para atenuar o problema de resisténcia
dos patdgenos aos ingredientes ativos, como orientado pelo Comité de Acdo a Resisténcia a
Fungicidas (FRAC).

O controle de fitopatdgenos utilizando como alternativa Oleos essenciais com
caracteristicas que inibem o seu desenvolvimento (capacidade fungicida ou fungitdxica) ja foi
relatado por Dias-Arieira et al. (2010) para Eucalyptus citriodora em Colletotrichum acutatum
em morangueiro e a acdo fungicida dos 6leos de cravo (Eugenia caryophyllata) e canela
(Cinnamomum zeylanicum) no controle do Colletotrichum gloeosporioides causador da
antracnose no caju (SOUZA et al., 2019).
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2.5 Oleos essenciais

O controle de doengas, na maioria das vezes, tem sido feito com a utilizagdo de fungicidas
sintéticos. Apesar da facilidade de aquisi¢cdo e de uso, problemas como o desenvolvimento de
resisténcia de patdgenos devido ao uso continuo e a alta toxicidade de determinados produtos,
estdo frequentemente associados a utilizacdo exclusiva do controle quimico (FRAGOSO et al.,
2002).

Os defensivos naturais, também chamados de “alternativos”, sdo produtos preparados a
partir de substancias ndo prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente, que favorecem a
producdo de alimentos mais saudaveis para o consumidor final. Pertencem a esse grupo as
preparacOes que tém como caracteristicas principais: baixa ou nenhuma toxicidade ao homem
e a natureza, eficiéncia no combate aos insetos e microrganismos nocivos e boa disponibilidade
e custo reduzido (AYRES, 2020).

Oleos essenciais s&o misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com baixo
peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria das vezes, por
moléculas de natureza terpénica. Frequentemente apresentam odor agradavel e marcante.
Tendo diferentes formas de extragdo (MORAIS, 2009). Em temperatura ambiente apresentam
aspecto oleoso, tendo como principal caracteristica a volatilidade. Apresentam-se geralmente
incolores ou levemente amarelados, com sabor acido e picante, pouco estaveis em presenca de
luz, calor e ar, além de serem pouco solGveis em agua (SIMOES & SPITZER, 1999; SAITO &
SCRAMIN, 2000).

Esses produtos podem ter acdo fungitdxica direta, pela inibicdo da germinacao de esporos
e do crescimento micelial, ou indireta, pela inducdo de producdo de fitoalexinas ou outros
compostos de defesa da planta. Entretanto, ndo se deve deixar de considerar que estes principios
ativos, mesmo sendo naturais, ndo deixam de ser substancias quimicas e devem ser usados com
critério (MORALIS, 2009).

Trabalhos como os conduzidos por Fonseca (2015), tem demonstrado o potencial dos
6leos essenciais no controle de diferentes espécies flngicas, como 0s 6leo de Baccharis
dracunculifolia para controle de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, Fusarium solani f.sp.
phaseoli, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, Sclerotium

rolfsii e Sclerotinia minor.
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A acdo fungicida dos Oleos essenciais sobre espécies do género Colletotrichum foi
demonstrada por Oliveira Junior et al. (2013), para o 6leo essencial de aroeira da praia (Schinus
terebinthifolius RADDI) contra Colletotrichum gloeosporioides, enquanto Souza Junior et al.,
(2009), observou que os 6leos de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.), alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum L.), capim-santo (Cymbopogon citratus Stapf), cidrdo (Lippia
citriodora Kunth.), e goiaba vermelha (Psidium guayava var. pomifera L.) apresentaram
inibicdo completa dos conidios de C. gloeosporioides isolado de folhas de maracuja amarelo

(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.).
2.5.1 Oleo de Eucalipto (Eucalyptus globulus Labill)

Os oOleos de eucalipto sdo formados por uma complexa mistura de componentes,
envolvendo de 50 ou mais compostos organicos volateis, destacando-se hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, acidos e ésteres (DORAN, 1991).

Segundo Bueno (2007), os principais metabdlitos encontrados em cromatografia de E.
globulus s&o 0 a-pineno, B-pineno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, a-terpineol, a-gurjuneno,
calareno, aromadendreno, aloarodendreno, epiglobulol, globulol e a-felandreno como um

constituinte trago.

Os 0leos essenciais caracterizados como medicinais, aqueles com mais de 70% de cineol
como componente principal, que sdo utilizados na elaboracdo de produtos farmacéuticos como
inalantes, estimulante de secre¢do nasal e produtos de higiene bucal. O 6leo de eucalipto sofre
bastante influéncia em sua producdo e qualidade, sendo a variabilidade genética entre as
espécies, idade das folhas utilizadas, o ambiente de producdo do vegetal, 0 manejo da cultura e
0s métodos de amostragem, extracdo e analise fatores importantes para obter um d6leo de
qualidade (VITTI; BRITO, 2003).

2.5.2 Oleo de Canela da China (Cinnamomum cassia Presl)

O género Cinnamomum contém entre 200 e 350 espécies distribuidas principalmente no
sudeste da Asia, na india, Australia e Ilhas do Pacifico (ROHWER, 1993; QUINET, 2005).

As espécies C. verum e C. zeylanicum, também denominada canela verdadeira, possui
uma casca de composicao simples ou dupla, ao passo que C. cassia — Canela Chinesa ou canela
falsa — possui apenas uma unica camada de casca corticada, sendo possivel diferencia-las por
meio da analise microscopica (LOPES, 2021). Os constituintes encontrados em maiores

guantidades em C. cassia sdo E- cinamaldeido (84,21%) e E- cinamaldeido-p-metoxi com
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7,98% (NASCIMENTO, 2020). O 6leo de C. cassia € constituido na sua totalidade de 94,75%
de compostos fendlicos caracteristicos da classe dos fenilpropandides, sendo identificado trés
fenilpropandides principais, dos quais 84,52% de E-cinamaldeido, 8,79% de (E)-o-
metoxicinamaldeido e 1,44% de acetato de E-cinamila (SOUSA et al., 2016).

Segundo Lima (2005), para extracdo de 6leo com origem das folhas foram identificados
23 substancias e 36 nos ganhos, sendo os constituintes principais o eugenol (60%), B-cariofileno
(8,3%), canfora (7%) e linalol (7%), enquanto que nos galhos os principais foram linalol
(10,6%), o-pineno (9,9%), acetato de (E)-cinamila (9,7%), a-felandreno (9,2%), (E)-
cinamaldeido (7,8%), limoneno (7,9%) e B-cariofileno (6,7).

2.5.3 Oleo de Citronela (Cymbopogon winterianus Joiwtt ex Bor)

A citronela é uma planta aromatica que ficou bem conhecida por fornecer matéria-prima
(6leo essencial) para a fabricacdo de repelentes contra mosquitos e borrachudos. E considerado

um 6timo repelente. O dleo da citronela € rico em geraniol e citronelal (SILVA et al., 2010).

O ¢6leo de Citronela possui entre seus componentes Limoneno em 3,37%, B-Citronelal em
45%, B-Citronelol em 14,49%, Geraniol em 20,71%, Geranial em 0,67%, Acetato de citronelila
em 1,46%, Acetato de geranila 1,40%, B- Elemeno em 1,50%, y-Muroleno, em 0,19%,
germacreno D em 0,57%, a-Muroleno em 0,38%, y-Cadineno em 0,46%, A-Cadineno em
1,27%, Elemol em 1,24%, Germacreno D-4-ol em 0,25% e outros dois compostos nao
identificados ( em 054 % e 2,17%), totalizando 95,67 da composicdo do 6leo
(SCHERER,2009).

2.5.4 Oleo de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

A familia Lamiaceae, também conhecida como Labiatae, abrange 240 géneros e 7200
espécies, que podem ser encontradas tanto em regides tropicais quanto em regides temperadas.
Desse total, 46 géneros e 524 espécies ocorrem no Brasil (CARRERA et al., 2015).

A composicdo das substancias presentes no 6leo de Alecrim ¢ afetada pela rapidez do
aquecimento do hidrodestilador. Estando composto, em lenta velocidade de aumento da
temperatura, pela canfora (33,48%), o eucaliptol (23,29%), a-pipeno (15,18%), B-mirceno
(16,52%) e outros com 11,53%. Ja quando a temperatura foi elevada rapidamente, sua
composigdo é alterada para 33,36%, 24,29%, 15,91%, 17,59% e 8,85%, respectivamente
(PRINS et al., 2006).
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2.5.5 Oleo de Cravo (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry)

Segundo Figueiredo et al. (2021), os principais constituintes do 6leo de cravo (botéo) séo
Eugenol em 62,42%, Cariofileno em 19,95%, Acetato de eugenol em 14,86%, a-Humeleno em
2,87%, Oxido de cariofileno em 0,54%, d-Cadineno em 0,15%, (E,E)-o-Farneseno em 0,10%
e g-Muroleno em 0,11%. J& Costa et al. (2011), observou que a composi¢do de Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry apresenta 83,6% de eugenol, 11,6% de acetato de eugenila

e 4,2% de cariofileno.

A acdo do composto eugenol proporcionou bons resultados em sua acao inibitoria em
Alternaria sp., A. solani, M. fructicola, C. gloeosporioides, A. niger, S. sclerotiorum, F. roseum,
tendo, inclusive, resultados semelhantes ou superiores ao Captan®, utilizado como controle
positivo (FERREIRA et al., 2020).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento e obtencéo do isolado de Colletotrichum brevisporum

O trabalho foi conduzido na Clinica Fitossanitaria do Campus de Engenharias e Ciéncias
Agrérias (CECA), da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), localizado no km 85 da BR
101 Norte (9°27°54.71” S — 35°49°39.27” O), Rio Largo, Alagoas, Brasil.

Um isolado representativo da espécie Colletotrichum brevisporum associado a antracnose
na cultura do maracujazeiro, foi selecionado a partir da Colecdo de Fitopatdgenos da
Universidade Federal de Alagoas (COUFAL). O isolado foi caracterizado por Inferéncia
Bayesiana, utilizando-se analise multi-locus dos genes gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
(GAPDH), quitina sintetase (CHS-1), B-tubulina (TUB2) e regido de espago interno transcrito
(ITS) (SILVA et al., 2022). As sequéncias parciais foram depositadas no GenBank com 0s

codigos descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Isolado de Colletotrichum proveniente de maracujazeiro.

NUmero de acesso do GenBank
GAPDH ITS TUB2 CHS-1

ESPECIES CODIGOS

C. brevisporum  *COUFALO0271 MT299329 MT334686 MT310545 MT314425

* COUFAL.: Colecdo de fitopatdgenos da Universidade Federal de Alagoas.

Fonte: elaborada pelo autor.

3.2 Efeito in vitro dos 6leos essenciais sobre um isolado de Colletotrichum brevisporum.

A sensibilidade do isolado de Colletotrichum brevisporum, foi avaliada observando o
crescimento micelial em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) sintético enriquecido com
oOleos essenciais de eucalipto, alecrim, citronela, cravo e canela "ViaAroma".

Os 06leos essenciais foram adicionados em 100 ml de meio BDA sintético fundente nas
concentragdes 0%, 0,0125%, 0,025%, 0,05%, 0,1% e 0,2%. Os meios de cultura com as
diferentes concentracGes dos 6leos essenciais foram, entéo, agitados e, posteriormente, vertidos
em placas de Petri.

Discos de meio de cultura de 5 mm (&), obtidos a partir da margem de culturas com sete
dias de crescimento, foram para o centro de placas contendo os diferentes tratamentos. As

testemunhas consistiram na inoculacdo de discos do patdgeno diretamente no meio BDA sem
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adicao de 0leos essenciais. As placas foram incubadas em estufa Biochemical Oxigen Demand
(BOD), a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 1 espécie de Colletotrichum x 5 6leos x 6 concentracfes, sendo cinco

repeticdes por tratamento.

As medicoes diarias do crescimento micelial foram realizadas por meio do didmetro das
colbnias, obtidas pela média de duas medic¢des perpendiculares, utilizando paquimetro digital,
durante sete dias. O indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) e a percentagem de

inibicdo micelial — PIC — (LIMA et al., 2021) foram calculados de acordo com as férmulas:

Cl CZ Cn
IVCM = —+ — 4+ —
N4 + N, + N,

Onde: C1, Co e Cy correspondem ao crescimento micelial na primeira, segunda e Ultima

avaliacdo; e N1, N2 e N correspondem ao nimero de dias apés a inoculacao.

PIC = (Crescimento da testemunha - Crescimento do tratamento) * 100

(Crescimento do tratamento)

Os resultados dos experimentos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey, utilizando o programa estatistico Assistat (SILVA,
AZEVEDO, 2016).

3.3 Efeito fungistatico ou fungitdxico dos 6leos essenciais

A avaliacdo da acdo fungistatica ou fungitdxica foi realizada para as concentracdes que
promoveram inibicdo completa do isolado. Apds avaliar o efeito dos 6leos essenciais sobre a
especie C. brevisporum, por sete dias, discos contendo as estruturas do patogeno, a partir das
placas avaliadas, foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo meio Agua-Agar
(AA). Foi observada, diariamente até o sétimo dia, a retomada ou n&o do crescimento micelial
dos discos provenientes dos tratamentos com 100% de inibi¢ao durante o teste do efeito in vitro

dos 6leos.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito in vitro dos 06leos essenciais sobre um isolado de Colletotrichum brevisporum

A espécie Colletotrichum brevisporum apresentou diferentes porcentagens de
crescimento micelial (PIC), quando submetida as concentra¢fes dos 6leos essenciais de cravo

da india, canela, citronela, eucalipto e alecrim.

O 6leo de eucalipto apresentou diferentes niveis de controle nas concentracfes testadas,
sendo a maior porcentagem de inibi¢&o do crescimento micelial na concentragéo de 0,2%, como
28,87% (Figura 1). Em comparagdo aos demais Oleos, teve desempenho estatisticamente
semelhante ao de alecrim, mas com uma eficiéncia inferior dos demais, com PIC variando entre
15,92 a 29,48%. Entre as concentracfes de alecrim testadas, a de 0,1% apresentou uma maior
capacidade de inibicdo (Figura 1), embora ndo tenha apresentado uma diferenca estatistica na
concentracéo de 0,2% (Tabela 2).

Figura 1. Percentual de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum brevisporum sobre diferentes
concentracdes de 6leo de eucalipto e alecrim.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A partir do 6leo de canela da china, foi obtida uma inibi¢cdo completa do crescimento de
C. brevisporum nas concentrac6es 0,05%, 0,1% e 0,2%, com a menor porcentagem de inibigéo
do crescimento micelial (25,82%) na menor concentracdo. O 6leo de citronela apresentou
resultado semelhante ao de canela, com as concentragdes 0,1 e 0,2% inibindo o crescimento
micelial em 100%, enquanto as menores concentracdes reduziram 28,78% e 36,83%, néo
diferindo estatisticamente entre si (Tabela 2). Na concentragcdo de 0,05% o 6leo de citronela
apresentou uma inibicéo de 52,40% do crescimento micelial (Figura 2).
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O cultivo do patogeno C. brevisporum em meio de cultura contendo o 6leo essencial de
cravo folhas, demonstrou sua promissora capacidade de controlar o crescimento micelial do
fungo desde sua menor concentracdo utilizada (0,0125%), com uma inibicdo de 65,58 %,
elevando para 93,73% quando cultivado na concentracdo de 0,025%. As concentracdes de
0,05%, 0,1% e 0,2% apresentaram 100% de controle sobre o desenvolvimento do micélio

fangico (Figura 2), ndo diferindo estatisticamente do tratamento com 0,025% de cravo folhas
(Tabela 2).

Figura 2. Percentual de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum brevisporum sobre diferentes
concentracdes de 6leo de citronela, canela e cravo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A avaliagdo do teste também possibilitou visualizar os éleos que apresentaram melhores
taxas de inibicdo em cada uma das cinco concentrac@es trabalhadas. O 6leo de cravo, com
65,58% de controle, o melhor agente de controle para a concentragdo de 0,0125%. Ja o

tratamento com 0,025% apresentou duas potenciais substancias para atuarem no controle de C.
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brevisporum, o dleo de canela da china controlando 78,78% do crescimento e o de cravo folhas
com uma capacidade de controle de 93,73%, diferindo estatisticamente (Tabela 2).

Para o comparativo em 0,05%, a melhor capacidade de controle foi visualizada no teste
com o0s Oleos de canela e cravo, com uma reducdo total do crescimento micelial. As
concentragfes de 0,1% e 0,2% apresentaram 100% de controle para os 6leos essenciais de

canela, citronela e cravo (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de controle in vitro das concentracfes dos diferentes 6leos essenciais sobre Colletotrichum
brevisporum.

OLEOS CONCENTRACOES (%)
0,0125 0,025 0,05 0,1 0,2
Eucalipto 12,20 dB 21,01 dAB 20,91 cAB 23,21 bAB 28,87 bA
Canela 25,82 bcC 78,78 bB 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
Citronela 28,78 bC 36,83 cC 52,40 bB 100,00 aA 100,00 aA
Cravo 65,58 aB 93,73 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
Alecrim 15,92 cdB 22,16 dAB 16,10 cB 29,48 bA 23,33 bAB
CV% 11,88

Médias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

Os resultados obtidos com o indice de velocidade do crescimento expuseram que os 6leos
essenciais testados promoveram uma mudanga no comportamento do crescimento flngico,
tendo como referéncia o desenvolvimento da testemunha e sua diferenga estatistica com o0s
tratamentos (Figura 3).
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Figura 3. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Colletotrichum brevisporum para o 6leo de

Citronela, Canela, Eucalipto, Cravo e Alecrim.
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Trés concentracOes de canela da china (0,05%, 0,1% e 0,2%) promoveram uma reducao
total no IVCM de C. brevisporum diferindo estatisticamente das concentragfes 0,125% e
0,025%, embora a de 0,025% tenha apresentado uma reducédo consideravel quando comparada
a testemunha. A menor concentracdo testada também diferiu estatisticamente da testemunha,
ainda que também tenha diferido das outras concentracdes pesquisadas para esse 6leo. Com
iss0, é possivel observar uma alta sensibilidade de Colletotrichum brevisporum aos compostos
presentes nesse 6leo essencial, com uma resposta diretamente proporcional ao aumento das

concentragdes. dia™

Os 6leos de alecrim e eucalipto apresentaram as menores reducées do 1VCM do patégeno.
As concentracdes de 0.2% e 0,1% diferiram estatisticamente da testemunha para os 6leos de
eucalipto e alecrim, respectivamente. No entanto ndo diferiram da testemunha quando houve

elevagéo da concentragdo. Ambos ndo diferiram entre si nas concentragdes testadas.

O oleo de citronela, na concentracdo de 0,0125%, apresentou reducao do IVCM de C.
brevisporum e diferenca estatistica da testemunha. Nas concentracdes de 0,025% e 0,05% essa

reducéo foi melhor evidenciada, ocorrendo uma inibi¢do completa em 0,1% e 0,2% (Figura 4).



Figura 4. Desenvolvimento micelial de C. brevisporum nas 5 concentragdes dos 6leos essenciais testados e da testemunha.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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O dleo de cravo, melhor no controle do patégeno, apresentou diferenca estatistica da
testemunha na concentragdo de 0,0125%, obtendo uma maior reducéo do indice de velocidade
do crescimento micelial com 0,025%, tendo uma completa reducdo do IVCM em 0,05%, 0,1%
e 0,2% (Tabela3).

Tabela 3. Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) sob efeito das diferentes concentracdes dos 6leos

essenciais sobre Colletotrichum brevisporum.
. ~ ()
OLEOS CONCENTRACOES (%)
0 0,0125 0,025 0,05 0.1 0.2

Eucalipto 3,61 aA 3,60 aA 3,24 aAB 324aAB 3,15aAB 292aB
Canela 3,6laA 3,04bcB 0,87 cC 0.00 cD 0,00 bD 0,00 bD
Citronela 3.61aA 292 cB 2.59bB 1.95bC 0,00 bD 0,00 bD
Cravo 3,6laA 141dB 0,26 dC 0,00 cC 0,00 bC 0,00 bC
Alecrim 3,61 aA 345abA  3,19aAB 344 aA 289aB  3.14 aAB

CV% 14,04

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.2 Efeito fungistatico ou fungitoxico dos 6leos essenciais

Quando as concentracBes que apresentaram 100% de inibi¢cdo do crescimento de C.
brevisporum foram submetidas ao teste de verificacdo da atividade fungistatica ou fungitéxica,
onde constatou-se que 0s Oleos de canela da china e cravo folhas apresentaram efeitos
fungitdxicos em todas concentracdes inibindo completamente o desenvolvimento micelial do
patdgeno (Tabela 4). Ja os discos repicados do tratamento nas concentracdes de 0,1% e 0,2%
do 6leo de citronela retomaram seu crescimento, revelando que possuem apenas efeito

fungistatico sobre o patdgeno (Figura 5).

Tabela 4. Efeito fungistatico e fungitdxico das concentra¢fes que apresentaram 100% de inibi¢do do crescimento
de Colletotrichum brevisporum.

CONCENTRACOES (%)

OLEOS
0,0125 0,025 0,05 0,1 0,2
Eucalipto * * * * *
Canela * * Fungitoxico Fungitoxico Fungitoxico
Citronela * * * Fungistatico Fungistatico
Cravo * * Fungitoxico Fungitoxico Fungitoxico
Alecrim * * * * *

(*) Concentrac6es que ndo inibiram 100% do crescimento micelial. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 5. Efeito fungistatico ou fungitoxico dos 6leos de cravo folha, canela da china e citronela sobre

Colletotrichum brevisporum.
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Fonte: elaborada pelo autor.



29

5 DISCUSSAO

O desempenho do dleo de citronela apresentando 100% de inibicdo nas contracGes de
0,1% e 0,2% no presente trabalho, mantem concordancia com os resultados obtidos por
Peixinho et al. (2017), em trabalho com oOleos essenciais para controle de Lasiodiplodia
theobromae em cachos de videira cv. Italia (Vitis vinifera L.), mas encontrando PIC de apenas
35,6% para o 6leo de cravo, resultado que contrasta com os dados obtidos neste trabalho, visto
que no presente estudo o 6leo de cravo em concentracfes de 0,1% e 0,2% obteve 100% de

controle do crescimento micelial do patdgeno.

O tratamento com 0leo de cravo provocou Varias alteracdes morfoldgicas em R. solani,
F. oxysporum, F. solani e M. phaseolina como presenca de vacuolos e desorganizacdo nos
conteudos celulares, reducdo na nitidez da parede celular, intensa fragmentacéo das hifas e uma
menor turgéncia, indicando uma possivel degeneracéo celular (COSTA et al., 2011). Dessa
forma, é possivel entender o0 modo de acdo do dleo essencial de cravo sobre C. brevisporum,
demonstrando que compostos presentes apresentaram caracteristica fungicida, visto que o
patdgeno ndo retomou seu crescimento durante o tempo de observacdo do teste de efeito

fungistatico ou fungitdxico.

O baixo desempenho do éleo de eucalipto no controle de Colletotrichum brevisporum,
nas concentracOes testadas neste trabalho, ja foram relatados por Souza (2012), em estudos para
controle in vitro de Colletotrichum gloeosporioides isolado de pimeta. A capacidade de inibigé&o
do crescimento do patégeno foi visualizada a partir da concentracdo de 0,8%, tendo inibicao
completa para 1%, sendo um indicativo de que a elevacdo da quantidade de 6leo pode contribuir

para encontrar uma maior eficiéncia na reducéo do crescimento micelial de C. brevisporum.

O presente estudo demonstrou que o isolado de C. brevisporum possui baixa sensibilidade
aos compostos presentes no 6leo de eucalipto. Estes dados contrastam com os obtidos por Vilela
(2007), que descreveu que o 0Oleo essencial de Eucalyptus globulus tem eficiéncia na inibicdo
de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, mas que o composto encontrado em maior
quantidade no 6leo, 1,8 — cineol, ndo obteve os mesmos niveis de eficiéncia de controle obtidos
com o 6leo essencial. Esse resultado sugere que a propriedade fungicida buscada nesse controle
alternativo ndo fica restrita ao elemento que predomina no 6leo, mas sim, na atuagao simultanea

dessas substancias.

Embora o 6leo de alecrim tenha apresentado uma baixa taxa de inibicdo para essa espécie

do género Colletotrichum, sendo seu melhor percentual de controle 29,48%, Hillen et al. (2012),
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demonstraram que Rosmarinus officinalis teve um grande potencial de inibigdo para Alternaria
carthami, Alternaria sp. e Rhizoctonia solani, a partir de aliquotas 200 pL adicionadas em
placas de Petri com 20 ml do meio de cultura. Estes resultados que a espécie C. brevisporum
tem uma baixa sensibilidade aos compostos presentes nesse 6leo essencial ou que um ajuste nas

concentracgdes trabalhadas possa fornecer dados mais promissores para essa substancia natural.

O desempenho do 6leo de Cinnamomum zeylanicum, encontrado em outros trabalhos para
controle de espécies do género Colletotrichum, confirma o potencial da canela no controle desse
patdgeno. Souza et al. (2019) observaram que, o 6leo de canela teve alta eficiéncia na inibicéo
completa de Colletotrichum gloeosporioides, tendo reduzido completamente o crescimento
micelial em concentragdo de 800 pL.L™ nos teste in vitro.

A obtencao de resultados promissores, no presente estudo, ao utilizar o 6leo de canela da
china (C. cassia) como forma de controle para C. brevisporum, evidencia que o género
Cinnamomum tem uma grande capacidade de fornecer compostos para desempenharem
atividade sobre importantes fitopatégenos. A presenca de (E) — cinamaldeido, composto
majoritario de Cinnamomum cassia (NASCIMENTO, 2020) e Cinnamomum zeylanicum
(ANDRADE et al., 2012), sugere que C. brevisporum tem sensibilidade elevada para esse
composto, ainda que os dados do IVCM possam ter contribuicdo também das outras substancias

presentes nesse 0leo essencial.

Importante destacar que o presente estudo demonstrou que o 6leo de cravo apresentou
alta capacidade de alterar o desenvolvimento normal do patdgeno. Aradjo et al. (2018), em
trabalho com Colletotrichum spp. isolados de banana e manga, observou que os 6leos de
eucalipto, alecrim e cravo apresentaram capacidade de controlar C. musae, mas relatando que
para C. gloeosporioides 0s extratos de canela, citronela e cravo ndo demonstraram capacidade
fungicida, dados que contrastam com os resultados obtidos para C. brevisporum.
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6 CONCLUSAO

e Os 06leos de citronela, canela e cravo tiveram uma alta eficiéncia contra o crescimento
de Colletotrichum brevisporum.

e Os Oleos essenciais de canela e cravo apresentaram acgdo fungitoxica, e o 6leo de
citronela acéo fungistatica.

e As concentracdes 0,1% e 0,2% demonstraram maior controle para C. brevisporum.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os Oleos essenciais de Cravo, Canela e Citronela conseguiram controlar 100% do
crescimento micelial de Colletotrichum brevisporum, indicando uma necessidade de conduzir
estudos em ambientes de cultivo controlado (casa de vegetacdo) para verificar se essas
substancias conseguem manter sua capacidade antifungica na prevengdo e/ou controle da

antracnose no maracujazeiro.

O indice de velocidade de crescimento micelial foi significativamente afetado pela acao
dos diferentes dleos esséncias nas cinco concentragdes testadas, sendo mais evidente para o

Oleo de citronela, canela da china e cravo.

As substancias que compdem o 6leo essencial de citronela demonstraram que sua acao
sobre Colletotrichum brevisporum €é proporcionada durante seu contato com as estruturas do
patdgeno. Ja as acOes dos Oleos de canela e cravo sdo definitivas ao interagirem com as

estruturas do agente causal da antracnose em maracujazeiro.
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