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RESUMO

GOMES, Lahyre Izaete Silveira. Métodos de inoculacéo de Colletotrichum
gloeosporioides e efeito de 6leos essenciais no controle da antracnose
em frutos de mamoeiro. 2008. 54p. Dissertacao (Mestrado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*

O trabalho foi desenvolvido em dois experimentos. O primeiro experimento teve
como objetivo estabelecer um método simples e confiavel de inoculagdo de
Colletotrichum gloeosporioides em frutos de maméao combinado com o estadio
de maturacdo do fruto para reproduzir sintomas de antracnose em laboratorio.
Frutos de mamao nos estadios de maturagdo 1 (com até 15% da casca amarela),
2 (com até 25 % da casca amarela) e 3 (com até 50% da casca amarela) foram
feridos de duas formas e posteriormente foram inoculados com uma suspensao
de 2,5 x 10° conidios/mL de C. gloeosporioides. Os frutos foram submetidos &
camara umida por 48 horas, sendo armazenados a temperatura variando de 23 a
27 °C. A avaliagdo do ensaio foi realizada aos 5 dias ap6s a inoculagdo, onde
foi medido o didmetro das lesdes de antracnose. Os estadios de maturagdo 2 e 3
associados ao tipo de ferimento 1 - cinco ferimentos feitos com agulha de metal
n° 6, mostraram-se mais eficientes na reprodugio de sintomas de antracnose em
condicdo de laboratério. J4 no segundo experimento o objetivo foi avaliar o
efeito dos dleos essenciais de Syzygium aromaticum, Cymbopogon citratus e
Thymus vulgaris pelo método de fumigacdo e de contato (imersdo) sobre o
crescimento micelial de C. gloeosporioides in vitro e in vivo. Dos 0leos
essenciais utilizados in vitro, o que foi mais eficiente na redugéo do crescimento
micelial do fungo por contato foi o 6leo de S. aromaticum. Pelo método de
fumigagdo os tratamentos, exceto o de C. citratus na menor concentragdo
inibiram o crescimento total do fungo. No teste in vivo o dleo essencial de S.
aromaticum mostrou-se promissor para o controle da doenca nos frutos pelo
método de imersao.

*Comité de orientagdo: Prof. Dr. Eduardo Alves - UFLA (Orientador); Prof. Dr.
Hilario Ant6nio de Castro - UFLA (Co-orientador)
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ABSTRACT

GOMES, Lahyre Izaete Silveira. Methods of inoculation of
Colletotrichum gloeosporioides and effect of essential oils in the
control of the antracnose in papaya fruits. 2008. 54p. Dissertation
(Master in Plant Pathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG*

This study was composed by two experiments. The first experiment aimed to
establish a simple and reliable method to inoculate Colletotrichum
gloeosporioides on papaya fruits. The methods studied combined the maturation
stage and two types of wounding to reproduce antracnose symptoms in the
laboratory. Papaya fruits in the 1 (with up to 15% of the yellowing skin), 2 (with
up to 25% of the yellowing skin) and 3 (with up to 50% of the yellowing skin)
maturation stages were wounded in two ways with needle number 6 and
entomologic needle number 7 and then inoculated with a conidial suspension
containing 2.5 x 10° conidia/mL of C. gloeosporioides. The fruits were kept in
moist chamber during 48 hours, being stored at 23 to 27 °C. The evaluation of
anthracnose symptoms was carried out 5 days after inoculation, where the
diameter of the antracnose lesions was measured. The maturation stages 2 and 3
associated with wound type 1 - five wounds made with a needle, showed to be
efficient in the reproduction of antracnose symptoms in laboratory conditions. In
the second experiment the objective was to evaluate the effect of the essential
oils of Syzygium aromaticum, Cymbopogon citratus and Thymus vulgaris using
the fumigation and contact (immersion) methods on the micelial growth of C.
gloeosporioides in vitro and in vivo. From the essential oils used in vitro, the
most efficient in reducing the micelial growth by contact was the oil of S.
aromaticum. By the fumigation treatment, except to C. citratus oil, in the lowest
concentration, inhibited totally the growth of the fungus. In the in vivo test the
essential oil of S. aromaticum showed to be promising for the control of the
disease on the fruits by the immersion method.

* Advising committee: Prof. Dr. Eduardo Alves - UFLA (Advisor); Prof. Dr.
Hilario Antonio de Castro - UFLA (Co-advisor).
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INTRODUCAO

O mamdo (Carica papaya L.) é uma das frutas mais cultivadas e
consumidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo, sendo utilizada
amplamente em dietas alimentares pelo seu valor nutritivo e digestivo (Toda
fruta, 2003). O Brasil € o maior produtor mundial da fruta e, em 2006, produziu
1.573.819 toneladas. Também se destaca como um dos principais exportadores
perdendo apenas para o México (Agrianual, 2008).

A antracnose, doenga causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., constitui-se na doenga mais importante
incidente sobre frutos maduros em regides produtoras do mundo. A doenga ¢
muito significativa para a economia, pois os frutos atacados pelo Colletotrichum
gloeosporioides tornam-se inadequados para a comercializagdo e consumo.
Ainda que estes ndo apresentem os sintomas nas condi¢des de campo, a doenga
se manifesta posteriormente na fase de embalagem, transporte, amadurecimento
e comercializagdo, causando grande porcentagem de perdas (Oliveira & Santos
Filho, 2000).

Para o controle da doenga na poés-colheita utiliza-se o tratamento
hidrotérmico e fungicidas quimicos (Ventura et al., 2003). Com restri¢do ao uso
de fungicidas devido a resisténcia pelo patdégeno, a fitotoxicidade e aos efeitos
residuais que sdo maléficos a natureza, devem-se buscar medidas alternativas de
controle tais como o uso de produtos naturais eficientes e de baixo impacto
ambiental. Os resultados alcancados nessa linha de pesquisa tém-se mostrado
promissores para uma utilizagdo pratica no controle de fitopatdogenos em
diversas culturas (Moreira et al., 2002). Atualmente uma das alternativas

pesquisadas envolve o uso de 6leos extraidos de plantas, buscando explorar suas



propriedades fungitoxicas. A literatura tem registrado a eficiéncia de oleos
essenciais, obtidos de uma gama enorme de espécies botanicas, em promover a
inibi¢do do desenvolvimento de varios fitopatogenos.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi buscar uma metodologia de
inoculagdo de C. gloeosporioides em frutos de mamao combinada com um
estadio de maturagdo do fruto, para que possa reproduzir sintomas da doenga em
laboratorio ¢ buscar uma alternativa de controle para a antracnose do mamao em

pos-colheita.



REFERENCIAL TEORICO

O mamoeiro (Carica papaya L.) pertencente a familia Caricaceae, ¢ uma
fruteira originaria da América tropical que se disseminou para varias regidoes do
mundo (Ritzinger & Souza, 2000). Da planta do mamoeiro extraem-se latex que
contém papaina, que € uma enzima com propriedades digestivas empregada em
culinaria (digestdo, amaciamento de carnes), em industria (cerveja, queijo,
chicletes, couro) e em farmacéutica (produtos para dispepsias). Da folha, fruto e
semente extraem-se um alcaldide - a carpaina - empregado em medicina como
ativador do musculo cardiaco. O fruto tem a polpa saborosa, aromatica e suave a
qual é consumida ao natural, s6 ou em mistura com polpas de outros frutos, sob
forma de purés, cremes gelados, cubos cristalizados, sucos. Processada a polpa
compde doces, geléias, compotas, polpa congelada e aguardente (Secretaria da
Agricultura, Irrigac@o e Reforma Agraria - SEAGRI, 2008).

Estudo realizado por Siqueira (2003) revela que entre 1961 e 2002 a
producdo mundial de mamdo apresentou elevado crescimento, com o Brasil
acompanhando essa tendéncia de expansdo e tornando-se grande produtor e
exportador mundial. Tal crescimento da producdo representou geragdo de
emprego ¢ renda em varias partes do mundo, especialmente nas regides com
altos indices de desemprego, baixos niveis de renda e elevados indices de
desnutri¢do do planeta.

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de mamao e em 2006, apresentou
uma produgdo de 1.573.819 de toneladas. Na seqiiéncia os maiores produtores
sdo México, India e Nigéria com uma produgdo de 805.672, 783.383 ¢ 759.000
toneladas, respectivamente (Agrianual, 2008). A maior parte da produgdo do
Brasil esta concentrada no norte do Espirito Santo e sul da Bahia. Embora seja o

maior produtor, com aproximadamente 25 % da produ¢do mundial, o Brasil
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exporta em torno de 2 % de sua producado. E um dos principais fatores limitantes
a exportagdo sdo as doencgas pos-colheita (Liberato & Zambolim, 2002).

Ha inumeras doencas pos-colheita, dentre elas as fungicas sfo:
antracnose, mancha-chocolate, podridao de lasiodiplodia, podridao de rhizopus,
podriddo de fusarium, podridao de phomopsis, podriddo de alternaria e podridao
de stemphylium (Liberato & Zambolim, 2002).

Sendo considerado um dos principais problemas para a comercializagao
de frutos, a antracnose ¢ encontrada em todas as areas produtoras de mamao do
mundo. Os frutos atacados por essa doenga tornam-se invidveis para a
comercializacdo € consumo e, mesmo que os sintomas nao sejam diagnosticados
no campo, eles podem aparecer na fase de amadurecimento, transporte,
embalagem e comercializacao (Oliveira & Santos Filho, 2000).

A doenga ¢ causada pelo fungo Colletrotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc., o qual coloniza os tecidos e forma acérvulos subepidérmicos com
setas escuras, conidioforo cilindricos com conidios hialinos, unicelulares,
numerosos ¢ aglutinados por uma substincia gelatinosa de coloracdo rosea,
visivel facilmente nas superficies apodrecidas. A forma perfeita corresponde a
Glomerella cingulata Ston, que forma peritécios marrons, ostiolados, isolados
ou em grupos, incrustados em estroma preto, sem parafises. As ascas sdo
oblongas, quase claviformes e contém no seu interior 8 ascosporos, hialinos,
unicelulares e cilindricos (Sutton, 1992; Oliveira & Santos Filho, 2000).

Os sintomas da antracnose nos frutos iniciam-se com pequenas manchas
rosadas, ndo deprimidas, de aspecto seco e bordo definido, sobre a superficie em
maturagdo, posteriormente, essas lesdes tornam-se arredondadas e aumentam de
tamanho, sendo formadas lesdes deprimidas, circulares, de coloragdo escura, que
podem atingir até 5 cm de didmetro. Em torno das manchas forma-se um halo
aquoso, com coloragdo diferente da parte central. Quando em grande quantidade

as lesdes podem coalescer; espalham-se pela superficie do fruto, penetram e
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aprofundam-se na polpa, ocasionando uma podriddo mole. A frutificagdo do
fungo concentra-se na parte central da lesdo, que toma um aspecto gelatinoso de
coloracao rdsea. Os frutos jovens, quando atacados, cessam o seu
desenvolvimento, mumificam e caem (Oliveira & Santos Filho, 2000; Liberato
& Zambolim, 2002).

As condigdes favoraveis a esta doenca sdo alta umidade relativa do ar e
temperatura entre 25 e 30 °C (Tatagiba et al., 2002).

O controle da doenga deve ser realizado em campo, seguido de cuidados
essenciais e preventivos, na pds-colheita. O tratamento pds-colheita dos frutos é
uma forma de controlar o micélio quiescente e protegé-los de infecgdes
secundarias, durante o armazenamento e transporte para os mercados
consumidores (Ventura et al., 2003).

Na pos-colheita, tem sido utilizado o controle hidrotérmico combinado
com o controle quimico (Ventura et al., 2003). Inimeros fungicidas utilizados
para o controle da antracnose podem se tornar ineficientes devido a ocorréncia
de resisténcia do patogeno, além de causar fitotoxidez nos frutos e deixar
residuos, o que pode causar inimeros danos ao ambiente e a satide humana.

Uma das alternativas no controle de doengas ¢ o uso de produtos

naturais, eficientes e de baixo impacto ambiental.

Oleos esséncias

Segundo a ISO (International Standart Organization) os 6leos essenciais
sdo produtos obtidos de partes de plantas mediante destilacdo por arraste com
vapor d’agua, bem como os produtos obtidos pela prensagem dos pericarpos de
frutos citricos. De forma geral sdo substancias organicas volateis, as quais sdo
muito conhecidas pelo aroma que caracteriza certas plantas (Martins et al.,

2000).



A composicdo quimica dos oOleos esséncias € a mistura de varias
moléculas organicas, tais como alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, fendis e
hidrocarbonetos, mas sempre hd predomindncia de umas sobre as outras, tendo,
normalmente um composto majoritario (Cardoso et al., 2000; Negraes., 2003).
Pesquisas com 6leos essenciais revelam a existéncia de uma grande quantidade
de compostos secundarios tais como alcaldides, terpenos, flavonoides e
esterdides que podem ser utilizados para controlar fitopatogenos (Silva et al.,
2005).

Os Oleos essenciais sdo muito utilizados na 4area de alimentos
(condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas), cosméticos (perfumes e
produtos de higiene) e farmacéuticos. Os O6leos puros freqiientemente
apresentam toxicidade elevada tanto que se recomenda sua utilizacdo em
pequenas dosagens (Cardoso et al., 2000). Nas plantas estes 6leos desenvolvem
funcdes que estdo relacionadas com sua volatilidade, agindo na prote¢do contra
predadores e patogenos, na atragdo de polinizadores, perda de dgua, aumento da
temperatura e também desempenhando fungdes ecoldgicas, especialmente como
as de inibidores de germinacgdo. Tais caracteristicas tornam as plantas produtoras
de 6leos essenciais poderosas fontes de agentes biocidas, sendo amplamente
estudadas na agricultura, principalmente devido as atividades bactericidas,
inseticidas e fungicidas (Craveiro & Machado, 1986).

A literatura tem registrado a eficiéncia de 6leos essenciais, na inibi¢ao
do desenvolvimento de varios fitopatdogenos de natureza fungica, inibindo o
crescimento micelial e também induzindo a lise e evacuacao do citoplasma. A
inibicdo do crescimento do fungo promovida por 6leo essencial freqiientemente
envolve a indug¢do de mudangas na composi¢do da parede celular, destrui¢do na
membrana plasmatica e desorganizacdo na estrutura mitocondrial entre outros

(Kishore & Pande, 2007).



Varias espécies de plantas medicinais sdo 6timas produtoras de oleos
essenciais, além de algumas ja terem sido testadas no controle de fungos. O
tomilho (Thymus vulgaris L.) pertence a familia Labiatae, originario da Europa
tem no seu 6leo essencial, varios compostos como: timol, carvacol, cimol,
linalol, cimeno e pineno (Martins et al., 2000). Na literatura ndo ha relatos de
toxicologia desta planta (Martins et al., 2000; Negraes, 2003). O o6leo de
tomilho reduziu a severidade de Phakopsora pachyrhizi em casa de vegetagdo
(Medice et al., 2007), e em trabalho realizado por Pereira, R. (2006), mostrou
eficiente no controle de Cercospora coffeicola.

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) ¢ muito utilizado como planta
medicinal, onde as partes mais utilizadas sdo os botdes florais e o 6leo essencial
(Negraes, 2003). Chalfoun et al. (2004), avaliaram o efeito in vitro do dleo
essencial de cravo nas concentragdes de 200, 400, 600 e 800 mg/mL, sobre o
desenvolvimento micelial dos fungos Rhizopus sp., Penicillium spp., Eurotium
repens e Aspergillus niger e constataram uma inibi¢do do desenvolvimento dos
fungos a partir da concentragdo de 600 mg/mL, exceto para o fungo Penicillium
spp. que foi verificado na concentragdo de 800 mg/mL..

O capim-limdo (Cymbopogon citratus) também conhecido por capim-
cidreira, capim-cidro e erva-cidreira é uma planta de origem Asidtica que
pertence a familia Poaceae (Castro & Ramos, 2003). E uma planta que produz
uma boa quantidade de o6leo essencial e este ¢ muito utilizado como
aromatizante em perfumaria e cosmética, porém, seu maior emprego ¢ na
industria farmacéutica para sintese de compostos importantes (Guimardes &
Cardoso, 2007). O citral é o seu principal constituinte quimico, seguido por
outros compostos, como o mirceno além de varios aldeidos, cetonas e alcoois
(Pereira, A., 2006). O oleo essencial de capim-limdo inibiu totalmente o
crescimento micelial do fungo Rhizoctonia solani na concentrag¢do de 250 ppm e

dos fungos Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium oxysporum na
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concentragdo de 500 ppm (Guimardes & Cardoso, 2007). Em trabalho realizado
por Marques et al. (2003) o 6leo essencial de capim limdo a 1,0 e 1,5% inibiu o
crescimento de C. gloeosporoides em 18,6 e 19,9% respectivamente, em frutos
de mamao.

Todas estas plantas citadas anteriormente produzem varias substancias
as quais podem ter efeito nocivo ao fungo causador da antracnose no mamoeiro.

A fumigac@o continua sendo o método mais comum de controle no
tratamento quarentenario. Os fumigantes sdo, na maioria das vezes, mais baratos
e de facil uso, mas tendem a ser substituidos por outros métodos de controle,
devido ao seu efeito nocivo sobre o meio ambiente e sobre a satide publica
(Chitarra & Chitarra, 2005).

Entretanto o método de fumigacao nao ¢ muito utilizado para o controle
de doengas pos-colheita de frutas e vegetais, apesar dos fumigantes possuirem
importantes propriedades que os tornam Uteis para prevenir doengas fingicas.
Os fumigantes penetram em areas inacessiveis aos pesticidas liquidos e exercem
seu efeito durante o periodo de exposicdo deixando pouco ou nenhum residuo
(Sholberg et al., 2004).

Os o6leos essenciais por serem substancias volateis podem exercer uma
acao fumigante contra os fungos incidentes na pos-colheita de frutos, sendo uma
alternativa no controle de doencas. E sua acdo como fumigante ja foi
comprovada em varios trabalhos (Lee et al., 2007; Pimentel, 2007).

Para que estudos sobre o controle da antracnose possam ser realizados
durante a fase de pods-colheita, é preciso desenvolver uma metodologia de
inoculagdo que envolva o estadio de maturacdo do fruto, a fim de simular as
condigdes reais de tratamento. Existem varias metodologias de inoculacdo de
Colletotrichum gloeosporioides em frutos de maméao, mas néo ha relagdo com o
estadio de maturagdo. Andrade et al.(2007), feriram superficialmente frutos de

mamao com uma agulha esterilizada, e com auxilio de um cotonete embebido
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em uma suspensdo de 2 x 10° conidios/ mL de C. gloeosporioides espalhou o
inéculo sobre o ferimento. Garcia et al.(2008) feriram frutos de mamao com uma
agulha e sobre o ferimento inocularam uma suspenséo de 1,0 x 10° conidios/mL

de C. gloeosporioides.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um método simples e seguro de
inoculagdo de Colletotrichum gloeosporioides em frutos de mamao combinado
com o estadio de maturagdo do fruto para reproduzir de modo uniforme os
sintomas de antracnose em laboratério. Frutos da cultivar ‘Golden’ nos estadios
de maturacdo 1, 2 e 3 foram inoculados com uma suspensdo de 2,5 x 10°
conidios/mL de C. gloeosporioides por dois métodos (método 1 - cinco
ferimentos feito com uma agulha de metal; método 2 - 22 ferimentos feito com
conjunto de agulhas entomolégicas). Os frutos foram submetidos & camara
umida por 48 horas, sendo armazenados a temperatura de 25+2°C. A avaliagdo
do ensaio foi realizada aos 5 dias apds a inoculagdo, medindo-se o diametro das
lesdes de antracnose. Os estadios de maturagdo 2 e 3 associados ao método 1
mostraram-se eficientes na reprodugdo de sintomas de antracnose em condigdo
de laboratorio.

Palavras-chave: antracnose, Carica papaya, doengas pods-colheita, sintomas,
estadio de maturagao.
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Abstract

This work had as objective establishes a simple and precise method of
inoculation of Colletotrichum gloeosporioides in papaya fruits combined with
the stadium of maturation of the fruit to develop a repetitive way to reproduce
anthracnose symptoms in laboratory. Fruits of cultivar 'Golden' in the stadiums
of maturation 1 (with up to 15% of the yellowing skin), 2 (with up to 25% of the
yellowing skin) and 3 (with up to 50% of the yellowing skin) maturation stages
were wounded in two ways with needle number 6 (method 1- five wounds done
with a needle) and entomologic needle number 7 (method 2- 22 wounds done
with group of entomologic needles) and inoculated with a suspension of 2,5 x
10° conidia/mL of C. gloeosporioides. The fruits were submitted to the moist
camera by 48 hours, being stored to the temperature of 25+2°C. The evaluation
was accomplished to the 5 days after the inoculation, where the diameter of the
anthracnose lesions was measured. The fruit ripeness stadium 2 and 3 associated
to the method 1 were more efficient in the reproduction of anthracnose
symptoms in laboratory conditions.

Keywords: anthracnose, Carica papaya, postharvest diseases, symptoms, stages
of maturation.
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INTRODUCAO

O mamociro (Carica papaya L.) ¢ uma das fruteiras mais cultivadas no
mundo, especialmente nas areas tropicais (Simao, 1998). O Brasil ¢ o maior
produtor mundial, com uma produgdo de 1.573.819 toneladas em 2006, com a
maior parte da produgdo concentrada nos estados do Espirito Santo e Bahia
(Agrianual, 2008).

Antracnose, mancha-chocolate, podriddo de Lasiodiplodia, podriddo de
Rhizopus, podriddo de Fusarium, podriddo de Phomopsis, podridio de
Alternaria e podriddo de Stemphylium estdo entre as principais doengas em pos-
colheita causadas por fungos em frutos de mamdo (Liberato & Zambolim,
2002).

A antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc., é considerada a principal doenca em frutos de mamao. Estes quando
afetados tornam-se inviaveis para a comercializagdo e consumo e, mesmo que 0s
sintomas ndo sejam diagnosticados no campo, eles podem aparecer na fase de
amadurecimento, transporte, embalagem e comercializacdo (Oliveira & Filho,
2000). Os sintomas iniciam-se com pequenas manchas rosadas sobre a superficie
dos frutos em maturacdo. Com o desenvolvimento da doenga, essas lesOes
tornam-se arredondadas e aumentam de tamanho, sendo formadas lesdes
deprimidas e circulares de cor escura, que atingem até 5 cm de didmetro, por 3 a
5 mm de profundidade. Quando numerosas, podem coalescer e afetar todo o
fruto. A frutificacdo do fungo concentra-se na parte central da lesdo e toma um
aspecto gelatinoso de coloracdo rosea (Oliveira & Santos Filho, 2000; Liberato
& Zambolim, 2002).

Na literatura recomenda-se que o controle da doenga seja iniciado no

campo, realizando pulverizagdes durante o periodo de frutificacdo, atingido
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flores, frutos novos e, seguido de cuidados essenciais e preventivos, na colheita
e na pos-colheita. O tratamento poés-colheita dos frutos € uma forma de controlar
o micélio quiescente do fungo, além de proteger os frutos de infecgdes
secundarias, durante o armazenamento e transporte para os mercados
consumidores. Na pds-colheita, tem sido utilizado o controle hidrotérmico
combinado com o controle quimico (Ventura et al., 2003).

Varios estudos citam diferentes metodologias de inoculagdo de C.
gloeosporiodes em frutos de maméo, mas nenhum correlaciona com o estadio de
maturagdo (Nery-Silva et al., 2001, 2007; Marques et al., 2003; Andrade et al.,
2007; Garcia et al., 2008). O objetivo deste trabalho foi buscar um método
simples e seguro de inoculagdo de C. gloeosporioides em frutos de mamao
associado a um estadio de maturacdo do fruto, para que os sintomas de
antracnose sejam reproduzidos de modo uniforme em laboratorio. Com isso, os

estudos de controle da doenga serdo facilitados.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Fitopatologia do
Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper),
em Linhares, Espirito Santo.

O isolado foi obtido de fruto de mamio com lesdo de antracnose
vendido em uma feira de Lavras, Minas Gerais. Foi feito o isolamento direto do
fungo presente nas lesdes dos frutos, o qual foi transferido para placas de Petri,
contendo o meio BDA (batata, dextrose e agar). A cultura foi incubada em
camara de crescimento, ajustada a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h de
luz e 12 h de escuro.

Frutos da cultivar ‘Golden’, provenientes do pomar comercial da
empresa Caliman situada em Linhares, ES, foram colhidos e transportados para
o laboratorio da Caliman, onde foram selecionados quanto ao tamanho, estadio
de maturagdo e auséncia de defeitos e, em seguida foram desinfestados com
solu¢do de acido peracético a 0,02% e enxaguados com agua destilada.
Posteriormente, os frutos foram embalados e transportados para o laboratério do
Incaper onde o experimento foi conduzido.

Os estadios de maturacdo escolhidos para os testes foram: estadio 1 —
frutos com até 15% da casca amarela; estadio 2 - frutos com até 25 % da casca
amarela; e estddio 3 - frutos com até 50% da casca amarela. Frutos nos trés
estadios de maturagdo foram submetidos a dois métodos de inocula¢do: método
1 - foram feitos cinco ferimentos com uma agulha de metal n° 6; ¢ método 2 —
foram feitos ferimentos simultaneamente com um conjunto de 22 agulhas
entomoldgicas tamanho 7 (Figura 1). O latex que saiu dos ferimentos dos frutos
foi retirado com algodao. Sobre os ferimentos foi feita a deposi¢do de 15 pL de

uma suspensio de 2,5 x 10° conidios/mL de C. gloeosporioides.
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Figura 1 - Frutos de maméo ‘Golden’ com 5 ferimentos feitos com agulha de
metal n° 6 (A), ferimentos feitos simultaneamente com conjunto de 22 agulhas
entomologicas tamanho 7 (B). UFLA, Lavras-MG, 2008.

Realizada a inoculagdo, os frutos foram submetidos a cdmara umida,
utilizando sacos plasticos. Em cada saco foi colocado um pedago de algodao
umedecido com agua destilada esterilizada. A cAmara umida foi desfeita apos 48
horas da inocula¢do, sendo os frutos armazenados a temperatura de 25+2 °C. A
avaliagdo do ensaio foi realizada aos 5 dias de inoculacdo, onde foi medido o
diametro das lesdes de antracnose utilizando um paquimetro.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
12 repeticdes por tratamento, sendo o experimento analisado em esquema
fatorial, 3 x 2 , com 3 estddios de matura¢do ¢ 2 métodos de inoculagdo. O

experimento foi repetido para confirmar os resultados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frutos no estadio de maturag@o 1 e 2 quando inoculados pelo método
de inoculagdo 2, ndo mostraram sintomas evidentes de antracnose. No entanto,
os frutos no estddio de maturagdo 2 que foram inoculados com o método 1
apresentaram sintomas bem mais evidentes do que os frutos no estadio de

maturagdo 1 (Tabela 1).

Tabela 1 - Médias dos didmetros das lesdes de antracnose em frutos de mamao,
resultantes da inoculagdo de Colletotrichum gloeosporioides em frutos em
diferentes estadios de maturagdo, utilizando duas metodologias de inoculagdo.
UFLA, Lavras-MG, 2008.

Estadio de Metodologia de Meédia do diametro da leséo
maturacao inoculacdo (cm)
1 0,35 ab
1 2 0,04 a
1 1,24 cd
2 2 0,30 ab
1 1,71d
3 2 0,78 be

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Valor do Coeficiente de Variagdo =
68%.

Os frutos no estadio de maturagdo 2 e 3, que foram inoculados pelo
método 1, apresentaram sintomas de antracnose mais evidentes do que os frutos
que foram inoculados sobre os ferimentos feitos com o conjunto de agulhas

entomoldgicas (Figura 2).
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ESTAGIO (1) W ESTAGIO (N1) ESTAGIO (1) JesTAGIO (1) [l ESTAGIO (1)

Figura 2 - Frutos de mamao ‘Golden’ em diferentes estadios de maturagdo com
ferimentos feitos com agulha de metal n° 6 (A), e com conjunto de agulhas
entomoldgicas tamanho 7 (B), apos 5 dias de inoculagdio com C.
gloeosporioides. UFLA, Lavras-MG, 2008.

Em relagdo aos instrumentos utilizados para ferir os frutos de mamao, o
que possibilitou maiores lesdes de antracnose foi a agulha de metal n°6, em
comparagdo com o conjunto agulhas entomoldgicas. Acredita-se, que o que deve
ter sido responsavel pela eficiéncia da inoculacdo foi o didmetro maior das
lesdes feitas pelo método 1, promovendo assim uma melhor condi¢do para que o
fungo C. gloeosporioides penetrasse ¢ se desenvolvesse nos frutos de mamado.
Trabalho semelhante a este foi desenvolvido por Nery-Silva et al. (2007), que
estabeleceram uma metodologia para a inoculagdo de agentes causais da
podriddo peduncular em frutos de mamao, o qual consiste na deposi¢do de gotas
de suspensdo de conidios na regido proxima ao pedunculo, seguida de ferimento
por agulha hipodérmica.

Diante dos resultados, verifica-se que o melhor estddio de maturagdo
para a inoculagdo de C. gloeosporioides e reprodugdo de sintomas de antracnose
em frutos de mamao ¢ o estadio de maturagao 3.

O fungo penetra no fruto imaturo e emite uma hifa subcuticular,
entretanto o fungo ndo desenvolve devido as condigdes fisiologicas do fruto

(Dickman & Alvarez, 1983). Almeida et al. (2006) evidenciaram o aumento de
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solidos soluveis totais em frutos de mamao no decorrer do amadurecimento.
Portanto, pode-se inferir que devido ao fruto estar mais maduro e possuir um
maior teor de agucares, estes ficam disponiveis para o fungo permitindo seu
desenvolvimento. Além disso, os frutos mais maduros possuem uma menor
quantidade de papaina, que ¢ uma proteina enzimatica proteolitica encontrada no
latex de frutos verdes de maméao (Melo et al., 1997) que pode estar associada ao
impedimento da germinagdo e colonizagdo do fungo. Segundo Fosket (1994), a
expressao de inibidores de proteases em vegetais representa um mecanismo de
defesa contra o ataque de diversos patégenos, como fungos, virus e insetos
herbivoros. Lorito et al. (1994), mostraram que inibidores de protease vegetais
suprimem a germinagio de esporos dos fungos fitopatogénicos Fusarium solani
e Botrytis cinerea.

Entretanto para fazer testes de inoculagdo de C. gloeosporiodes em
frutos de mamao ¢ simular as condi¢des reais de tratamento dos frutos, ¢ mais
interessante utilizar frutos no estddio de maturagdo 2, isto porque os frutos no
estddio de maturagdo 2 ou menor que este, sdo enviados para exportagdo

(Martins, 2000).
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CONCLUSOES

Os estadios de maturagdo 2 e 3 associado a metodologia 1 (cinco
ferimentos feitos com agulha de metal n° 6) mostraram-se eficientes na
reproducdo de sintomas de antracnose em condic¢do de laboratdrio, e podem ser
recomendadas para a realizacdo de futuros trabalhos que tenham por objetivo

inocular C. gloeosporioides em frutos de mamao.
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CAPITULO 2

Efeito de 6leos essenciais no controle da antracnose em frutos de mamoeiro

28



Efeito de 6leos essenciais no controle da antracnose em frutos de mamoeiro
(Preparado de acordo com as normas da revista “Tropical Plant Pathology™)
Lahyre Izaete S. Gomes®, Eduardo Alves®, Enilton Nascimento de Santana?,

Eudes de Arruda Carvalho® & Hilario Antdnio de Castro®.

'Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras, Cx. Postal
3037, 37200-000, Lavras, MG, Brasil; “Instituto Capixaba de Pesquisa,
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural, Rodovia BR 101 Norte- Km 151- Cx.
Postal 62- 29900-970, Linhares, ES, Brasil. E-mail:lahyreizaete@yahoo.com.br

29



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos 6leos essenciais de cravo
(Syzygium aromaticum), capim-limao (Cymbopogon citratus) e tomilho (Thymus
vulgaris) pelos métodos de fumigagdo e contato sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides in vitro e pelos métodos de fumigagdo e de
contato (imersdo) sobre a intensidade da antracnose em frutos de mamao. Para
testar a eficiéncia dos 6leos essenciais in vitro pelo método de fumigagdo foi
utilizado o meio de cultura BDA, o qual foi transferido para placas de Petri nas
quais foram adicionados discos retirados de colonias do fungo e colocados no
centro das placas. Aliquotas dos Oleos foram aplicadas com micropipeta
automatica na superficie do papel filtro, sendo este fixado na tampa da placa de
Petri de forma que as concentragdes finais foram de 50, 100, 200 e 400 ppm.
Para avaliar o método de contato, foi utilizado o meio de cultura BDA, no qual
foram adicionados os 6leos essenciais originando as concentragdes finais de 75,
150, 300 ¢ 600 ppm. No teste in vivo, frutos de mamao foram feridos e
posteriormente inoculados com 15 pL de uma suspensdo de 2,5 x 10° conidios/
mL do fungo. Em seguida, os frutos foram armazenados em caixas que foram
fechadas com sacos plésticos por um periodo de 12 horas, onde foram expostos
as concentragdes de 50, 100 e 200 ppm dos o6leos esséncias depositados em
papel filtro dentro de pequenos recipientes. Para o método de imersdo os frutos
depois de 12 horas de inoculados foram submetidos aos tratamentos com o0s
mesmos Oleos essenciais nas concentragdes de 75, 150 e 300 ppm, agua
destilada esterilizada, leite em p6 a 2% e fungicida Tecto SC (Thiabendazol) na
concentragdo de 350 ppm, pela imersdo durante 1 minuto. Apos os tratamentos,
os frutos permaneceram na condi¢do ambiente 23 a 27 °C pelo periodo de 7 dias.
Dos 6leos essenciais utilizados in vitro, o que proporcionou a maior redugio do
crescimento micelial do fungo, por contato, foi o 6leo de cravo. No método de
fumigacdo os dleos essenciais, exceto o de capim-limao na menor concentracao
inibiram por completo o crescimento do fungo. No teste in vivo o 6leo essencial
de cravo mostrou-se promissor para o controle da doenca nos frutos pelo método
de imersao.

Termos para indexacdo: Syzygium aromaticum, Cymbopogon citratus, Thymus
vulgaris, Colletotrichum gloeosporioides,fumigagao, imersao.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of essential oils of
clove (Syzygium aromaticum), lemongrass (Cymbopogon citratus) and
thyme (Thymus vulgaris) applied to papaya fruits through the fumigation
and contact methods on the micelial growth of Colletotrichum
gloeosporioides in vitro and fumigation and contact methods (immersion)
on the intensity of the anthracnose in papaya fruits. To test the efficiency of
the essential oils in vitro by the fumigation method, it was used the PDA
culture medium, which was transferred to Petri dishes in which agar plugs
were removed from the fungal colony and transferred to the center of the
plates. Different oil concentrations were applied with automatic
micropipete on the surface of filter paper, which was fixed on the cover of
the Petri plate giving final concentrations of 50, 100, 200 and 400 ppm. To
evaluate the contact method, the PDA culture medium was used, in which
was added the essential oils at final concentrations of 75, 150, 300 and 600
ppm. In the in vivo test, papaya fruits were wounded and subsequently
inoculated with 15 pL of a conidial suspension containing 2,5 x 10°
conidia/mL. Then the fruits were stored in boxes that were enclosed by
plastic bags for a period of 12 hours, where they were exposed to the
concentrations of 50, 100 and 200 ppm of the essential oils embedded in
filter paper inside small containers. For the immersion treatment the fruits,
12 hours after inoculation, were submitted to treatments with the same
essential oils in the concentrations of 75, 150 and 300 ppm, sterile distilled
water, 2% powder milk, and the fungicide Tecto SC (Thiabendazol) in the
concentration of 350 ppm, by the immersion for 1 minute. After the
treatments the fruits were kept at room conditions 23 to 27 °C for 7 days.
From the essential oils analyzed in vitro, the clove oil had the best effect on
the reduction of the micelial growth of the fungus, by contact. For the
fumigation method all of the essential oils, except for the lemongrass in the
lowest concentration inhibited totally the growth of the fungus. In the in
Vivo test the clove essential oil showed to be promising for the control of
the disease on the papaya fruits by the immersion method.

Index terms: Syzygium aromaticum, Cymbopogon citratus, Thymus
vulgaris, Colletotrichum gloeosporioides, fumigation, immersion.
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INTRODUCAO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc.. ¢ a doenga mais importante em frutos de mamao. Os
frutos atacados tornam-se imprestaveis para a comercializagdo e consumo.
Ainda que estes ndo apresentem os sintomas nas condi¢des de campo, a doenga
se manifesta mais tarde na fase de embalagem, transporte, amadurecimento e
comercializa¢do, causando grandes perdas (Oliveira & Santos Filho, 2000). Para
o controle da doenga pos-colheita utiliza-se o tratamento hidrotérmico e
fungicidas quimicos (Ventura et al., 2003).

Com restricdo ao uso de fungicidas devido a selecdo do patdgeno, a
fitotoxicidade e aos efeitos residuais que causam danos ao ambiente ¢ a saude
humana, tem se testado medidas alternativas de controle tais como o uso de
produtos naturais eficientes e de baixo impacto ambiental. Os resultados
alcancados nessa linha de pesquisa tém-se mostrado promissores para utilizacdo
pratica no controle de fitopatdogenos em diversas culturas (Moreira et al., 2002).

Atualmente uma das alternativas pesquisadas envolve o uso de 6leos
essenciais, que de forma geral sdo substancias organicas volateis, extraidas de
plantas as quais sdo muito conhecidas pelo aroma (Martins et al., 2000). A
literatura tem registrado a eficiéncia de dleos essenciais, obtidos de uma gama
enorme de espécies botanicas, em promover a inibicdo do desenvolvimento de
varios fitopatégenos em frutos na pds-colheita (Marques et al., 2003; Lee et al.,
2007; Garcia et al., 2008; Tripathi et al., 2008).

Tendo em vista a eficiéncia dos Oleos essenciais sobre os agentes
fitopatogénicos, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito dos 6leos
essenciais de cravo (Syzygium aromaticum), capim-limdo (Cymbopogon

citratus) e tomilho (Thymus vulgaris) pelo método de fumigagdo e de contato
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sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides in vitro e pelo
método de fumigagdo e de contato (imersdo) sobre a intensidade da antracnose

em frutos de mamao.
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MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do isolado

O isolado foi obtido de fruto de mamio com lesdo de antracnose
vendido em uma feira de Lavras, Minas Gerais. O fungo foi isolado em placas
de Petri, contendo o meio BDA (batata, dextrose e agar). As placas foram
incubadas em cdmara de crescimento ajustadas a temperatura de 25 °C e

fotoperiodo de 12 h de luz branca fluorescente e 12 h de escuro.

2.2 Obtencao dos 6leos

Os Oleos essenciais foram obtidos de uma industria que comercializa

oleos em fracos de 10 mL situada em Piracicaba-SP.

2.3 Teste in vitro

Para avaliagdo dos oleos essenciais sobre o crescimento micelial do
patoégeno pelo método de contato, foi utilizado o meio de cultura BDA no qual
foi adicionado os 6leos essenciais que primeiramente foram diluidos em uma
solucdo de agua mais leite em pd (emulsificante natural) a 2% para melhor
incorporacdo ao meio de cultura, originando as concentragdes finais de 75, 150,
300 e 600 ppm. Tal solugdo (meio + o6leo + leite em po) foi transferida para
placas de Petri de 9 cm de diametro (15 mL/placa). Discos de 0,5 cm de
didmetro foram retirados de colonias do fungo apos 8 dias de incubagio, e
colocados no centro das placas. A testemunha constituiu-se apenas de BDA. As
placas foram incubadas em cdmara de crescimento ajustada a temperatura de 25

°C e fotoperiodo de 12 h de luz branca fluorescente e 12 h de escuro. Apoés 2, 4,
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6, 8 ¢ 10 dias de incubagdo foi medido o didmetro da colonia em dois sentidos,
perpendicularmente, e posteriormente foi calculado o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM). O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualisado, com cinco repetigdes em arranjo no esquema fatorial
(3x4)+2, sendo 3 o6leos (cravo, capim-limio e tomilho), 4 concentragdes (75,
150, 300 e 600 ppm) mais dois tratamentos adicionais, a testemunha e o
fungicida (Tecto®).

Para avaliagdo dos oleos essenciais sobre o crescimento micelial do
fungo pelo método de fumigagdo, foi utilizado o meio de cultura BDA, o qual
foi vertido em placas de Petri de 9 cm de diametro (15 mL/placa). Discos de 0,5
cm de didmetro foram retirados de colonias do fungo apos 8 dias de incubagao, e
colocados no centro das placas. Aliquotas dos o6leos essenciais foram aplicadas
com micropipeta automdtica na superficie de papel filtro, o qual foi fixado
utilizando fita dupla-face na tampa da placa de Petri de forma que as
concentragdes finais foram de 50, 100, 200 e 400 ppm em relagdo ao volume da
placa. As placas foram incubadas em camara de crescimento ajustada a
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h de luz branca fluorescente e 12 h de
escuro. Apds 2, 4, 6, 8 e 10 dias da incubagdo foi medido o diametro da colonia
em dois sentidos, perpendicularmente, para posteriormente calcular o IVCM. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, com cinco
repeticdes e analisado em arranjo no esquema fatorial (3x4)+1, sendo 3 o6leos
essenciais (cravo, capim-limdo e tomilho), 4 concentragdes (50, 100, 200 e 400
ppm) mais um tratamento adicional, a testemunha, para a qual o papel filtro
recebeu agua destilada.

O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi calculado

pela seguinte equagdo, proposta por Oliveira (1991).

35



IVCM =% (D - Da)
N

Onde:
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial
D= didmetro médio atual da colonia
Da = didmetro médio da colonia do dia anterior
N = numero de dias apds a inoculacio

As analises estatisticas foram realizadas no programa SISVAR (Ferreira,

2000).

2.4 Teste in vivo

Mamdes da cultivar ‘Golden’, provenientes do pomar comercial da
empresa Caliman situada em Linhares, Espirito Santo, foram colhidos e
transportados para o laboratorio da Caliman, onde foram selecionados quanto ao
tamanho, estadio de maturagdo 2 (com até 25 % da casca amarela) e auséncia de
defeitos e, em seguida foram desinfestados em solugdo de acido peracético a
0,02 % e enxaguados com agua destilada. Os frutos selecionados receberam 5
ferimentos feitos com agulha de metal n° 6, o latex que saiu dos ferimentos dos
frutos foi retirado com algoddo. Posteriormente os frutos foram inoculados com
15 pl de uma suspensio de 2,5 x 10° conidios/mL de C. gloeosporioides.

O tratamento dos frutos de mamao com 6leos essenciais pelo método de
contato foi feito de forma que 12 horas apds a inoculagdo dos frutos, os quais
foram mantidos em cdmara Umida, procedeu-se os tratamentos com os 6leos
esséncias de capim limdo, cravo e tomilho nas concentragdes de 75, 150 e 300
ppm, leite em po a 2% e fungicida Tecto SC® (Thiabendazol) na concentragdo

de 350 ppm, pela imersdo durante 1 minuto. Apds os tratamentos, os frutos
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permaneceram na condi¢cdo ambiente (23 a 27 °C e 75 a 85% UR) pelo periodo
de 7 dias.

Para o tratamento dos frutos de mamdo com oleos essenciais pelo
método de fumigacdo, os frutos inoculados foram armazenados em caixas de
papel de 6,5 litros e postos em camara umida. As caixas foram fechadas com
sacos plasticos por um periodo de 12 horas, onde foram expostos a trés
concentragdes dos 6leos esséncias de capim limao, cravo, e tomilho, depositados
em papel filtro dentro de pequenos recipientes. Utilizaram-se as concentragdes
de 50, 100 e 200 ppm. Os frutos testemunha nao foram expostos aos oleos
volateis.

As avaliacoes foram feitas medindo-se o diametro das lesdes nos frutos
com paquimetro, aos 4 e 6 dias apos os tratamentos com os Oleos essenciais.
Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualisado, em parcela
subdividida no tempo, com 4 repeticdes contendo 3 frutos como unidade

experimental.
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RESULTADOS

3.1 Efeito in vitro dos 0leos essenciais sobre o crescimento micelial de

Colletotrichum gloeosporioides

Foram observadas diferencas significativas (P<0,05) entre os
tratamentos no método de contato. O crescimento micelial de C. gloeosporioides
foi reduzido com o aumento das concentragdes do dleo essencial de Capim-
limao. Os dleos essenciais de Cravo e de Tomilho inibiram completamente o

crescimento do fungo em concentragdes superiores a 300 ppm (Figura 1).
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Figura 1- Efeito in vitro de concentra¢des de 6leos essenciais, medido pelo
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) do fungo. Concentragdes:
75; 150; 300 e 600 ppm. Método de contato. UFLA, Lavras-MG, 2008.

Verificou-se que o IVCM do fungo para todos os tratamentos, ou seja,

todos os Oleos essenciais em todas as concentragdes, exceto para o o6leo de
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capim-limao na concentragdo de 150 ppm, apresentou diferenga significativa em
relagdo a testemunha, que teve maior [IVCM (Figura 2B). O IVCM do fungo em
contato com o fungicida quando comparado ao IVCM do fungo em contato com
0 6leo essencial de cravo na concentragdo de 75 ppm, ao 6leo de capim-limao na
concentragdo de 600 ppm e ao 6leo de tomilho na concentragdo de 150 ppm, ndo
diferiram entre si. O 6leo essencial de cravo nas concentragdes de 150, 300 e
600 ppm propiciou maior inibicdo do crescimento micelial do que o fungicida
utilizado, 0 mesmo aconteceu com o 6leo de tomilho nas concentragdes de 300 e
600 ppm (Figura 2C).

O dleo essencial do capim-limdo foi o menos efetivo na inibigdo do
crescimento micelial quando comparado com o fungicida e com a testemunha.

Pelo método de fumigacdo os Oleos essenciais em todas as
concentragdes inibiram o crescimento total do fungo, exceto o 6leo de capim-
limdo na concentra¢do de 50 ppm. O IVCM do C. gloeosporioides em todos os
tratamentos pelo método de fumigacdo diferiu estatisticamente da testemunha,
que teve maior ICVM (Figura 2A).

Dos 6leos essenciais utilizados in vitro, o que apresentou maior redugéo
no crescimento micelial do fungo por contato foi o 6leo de cravo.

No ensaio in vitro o método de fumigagio foi mais eficiente na inibigdo
de C. gloeosporioides do que o método de contato, apesar da fumigacio utilizar

doses menores do que o método de contato.
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Figura 2- Contraste das médias do IVCM de C. gloeosporioides em BDA entre
os 3 6leos nas 4 concentragdes (ppm) e a testemunha (agua) por fumigagao (A);
entre os 3 6leos nas 4 dosagens e a testemunha (BDA) por contato (B); entre os
3 6leos nas 4 dosagens e o fungicida Tecto” por contato (C) UFLA, Lavras-MG,
2008.
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3.2 Efeito dos 6leos essenciais sobre a antracnose em frutos de mamao

Foram observadas diferencas significativas (P<0,05) entre os
tratamentos. O 6leo essencial de cravo e de tomilho na concentracdo de 300 ppm
apresentaram melhor controle sobre as lesdes de antracnose do que os outros

tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Didmetro médio (cm) das lesdes de antracnose em frutos de mamoeiro
tratados com Oleos essenciais em diferentes concentragdes pelo método de
contato (imersdo) a temperatura ambiente (25 °C). UFLA, Lavras-MG, 2008.

Concentragéo (ppm)

75 150 300
Oleos Essenciais
Oleo de cravo 1,59 bA 1,58 bA 1,37 aA
Oleo de capim-limio 2,03 abC 1,91 aC 2,07 bB
Oleo de tomilho 1,79 bB 1,74 bB 1,50 aA

Me¢dias seguidas da mesma letra, mindscula na linha e maiuscula na coluna, no
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Valor do Coeficiente de variagdo = 7,33%.

Pela figura 3B, pode-se observar que dos 6leos essenciais utilizados pelo
método de contato (imersdo), o unico que teve efeito sobre as lesdes de
antracnose quando comparado com a testemunha e ao fungicida foi o dleo de
cravo na concentracdo de 300 ppm. Os demais 6leos nao reduziram o didmetro
da lesdo sobre os frutos de mamao em comparagdo a testemunha, exceto o dleo

de tomilho na concentragdo de 300 ppm que ndo diferenciou da testemunha.

41



(cm)

a0

tro dales

amed

Di

50 100 200 50 100 200 50 100 200

~—~~ b
g 2 1 b
Q a a a
21,5—
3
o 17
3]
sg 0,51
a

0;

@ 150 300 75 150 300 Leite
,gz,s—
b

O
= 2 b
18 a aa
g 154
g 1
S 05
T 7
é 0 + : ;

Di
)

O
O &
'\« '\' ) ’b RN
N

W Testemunha M Fungicida @ Cravo @ Capim-limdo H Tomilho <&

Figura 3- Contraste das médias do didmetro das lesdes de antracnose em frutos
de mamao entre os 3 6leos essenciais nas 3 concentracdes e a testemunha pelo
método de fumigagdo (A); entre os 3 dleos essenciais nas 3 concentra¢des ¢ a
testemunha pelo método de imersdo (B); entre os 3 éleos essenciais nas 3
concentragdes ¢ o fungicida (Tecto) pelo método de imersdo (C). UFLA,
Lavras-MG, 2008.
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Nao houve diferenca significativa entre o didmetro da lesdo dos frutos
nao tratados e o diametro dos frutos que foram tratados com fungicida e dos
frutos que foram imersos na solugdo de leite em p6 (Figura 3C).

Quatro dias ap6s o tratamento dos frutos com os oOleos essenciais, o
didmetro da lesdo dos frutos tratados com os 6leos essenciais de cravo e de
tomilho ndo diferiram entre si, sendo que estes tiveram melhor efeito sobre a
doenga do que o oleo de capim-limdo. Entretanto aos seis dias apds o
tratamento, o 6leo essencial de cravo mostrou-se mais eficiente do que os

demais (Tabela 2).

Tabela 2. Didmetro médio (cm) de lesdes de antracnose em frutos de mamoeiro
tratados com oOleos essenciais em diferentes tempos pelo método de contato
(imersdo) a temperatura ambiente (25 °C). UFLA, Lavras-MG, 2008.

Tempo em dias Oleos Essenciais

Cravo Capim-limao Tomilho
4 0,54 aA 0,75 bA 0,61 aA
6 2,49 aB 2,75 bB 3,25¢B

Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na linha e maitscula na coluna, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Valor do Coeficiente de variagdo = 7,33%

No método de fumigagdo, pode-se observar que ndo houve diferenca
estatistica entre as diferentes doses do 6leo essencial de cravo usadas para o
controle da antracnose nos frutos de mamao (Tabela 3). Em relagdo aos 6leos de
capim-limao e tomilho ndo houve um padrdo de reducdo do didmetro da lesdo
em relagdo as concentragoes.

Observou-se diferencga significativa quando se compara o diametro das

lesGes dos frutos testemunhas com o didmetro das lesdes dos frutos tratados com
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os 6leos essenciais por meio de fumigagdo, de forma que o didmetro da lesdo da

testemunha foi menor em todos os contrastes (Figura 3A).

Tabela 3. Diametro médio (cm) de lesdes de antracnose em frutos de mamoeiro
tratados com Oleos essenciais pelo método de fumigacdo em diferentes
concentragdes a temperatura ambiente (25 °C). UFLA, Lavras-MG, 2008.

Concentragéo (ppm)

50 100
Oleos Essenciais
Oleo de cravo 1,32 aB 1,28 aA
Oleo de capim-limao 1,11 aAB 1,37 bA
Oleo de tomilho 0,94 aA 1,19 bA

200

1,27 aB
0,96 aA
1,00 abA

Meédias seguidas da mesma letra, mindscula na linha e maiuscula na coluna, no
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Valor do Coeficiente de variagdo = 14,31%.

Quatro dias apos o tratamento dos frutos ndo houve diferenca estatistica

entre 6leos essenciais utilizados quando se refere ao didmetro das lesoes.

Entretanto, no sexto dia de avaliacdo, o o6leo essencial de tomilho reduziu o

desenvolvimento das lesdes de antracnose nos frutos em relagdo aos demais 6leos

(Tabela 4).
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Tabela 4. Didmetro médio (cm) de lesdes de antracnose em frutos de mamoeiro
tratados com O6leos essenciais pelo método de fumigacdo avaliados em dois
tempos a temperatura ambiente (25 °C). UFLA, Lavras-MG, 2008.

Tempo em dias Oleos Essenciais
Cravo Capim-limdo Tomilho
4 0,42 aA 0,36 aA 0,31 aA
6 2,16 cB 1,94 bB 1,78 aB

Meédias seguidas da mesma letra, mintscula na linha e maiuscula na coluna, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Valor do Coeficiente de variagdo = 14,31%.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo, sobre a inibigdo do crescimento
fingico pelos dleos esséncias em contato com o meio de cultura sdo semelhantes
aos observados em varios estudos ja realizados. Como exemplo, pode-se citar o
trabalho realizado por Guimarées et al. (2007), onde avaliaram o efeito in vitro
do Oleo essencial de capim-limdo sobre o fungo C. gloeosporioides e
observaram que este foi totalmente inibido na concentracao de 500 ppm. O 6leo
essencial de cravo inibiu totalmente o crescimento micelial de C.
gloeosporioides quando aplicado em 30 pL por placa (Rozwalka et al., 2008).
Na concentragdo de 600 ppm este mesmo 06leo inibiu o desenvolvimento total
dos fungos Aspergillus niger, Eurotium repens e Rhizopus sp (Souza et al.,
2004). Tripathi et al. (2008), relataram que dleo essencial de cravo inibiu em
100% o crescimento micelial in vitro de Botrytis cinerea na concentragdo de 500
ppm.

Os resultados obtidos em relagdo a inibicdo do fungo pelos oleos
essenciais no método de fumigagdo neste experimento assemelham-se com
trabalho realizado por Lee et al. (2007), quando relataram a inibi¢do 60 % para
C. gloeosporioides, 76 % para Fusarium oxysporum e 50% Rizoctonia solani,
quando utilizou o 6leo essencial de tomilho por meio de fumigagdo. Pimentel
(2007), utilizando o odleo essencial de Tanaecium nocturnum, verificou a
inibig¢do total in vitro do crescimento micelial de Aspergillus flavus na dose de
1uL/mL utilizando o mesmo método.

Quando se compara o IVCM do fungo entre a testemunha e os 6leos
essenciais nas suas respectivas concentragdes no método de fumigacao, observa-

se que os IVCMs do fungo submetido aos tratamentos com todos os 6leos foram
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menores do que o da testemunha, indicando um eficiente poder destes 6leos na
inibi¢do do C. gloeosporioides pelo método utilizado (Figura 2).

Considerando-se o0s bons resultados referentes a inibicdo do
desenvolvimento micelial do fungo C. gloeosporioides pelos 6leos essenciais de
cravo, capim-limdo e tomilho in vitro, nas duas formas de controle, pode-se
confirmar a sua eficiéncia fungicida e fungistatica, que se deve principalmente
aos constituintes que sdo encontrados nestes 6leos (Singh et al.,1993).

Quando os frutos foram tratados com os 6leos pelo método de contato
(imersdo) e deixados a temperatura ambiente, o unico 6leo que se mostrou
eficiente para o controle da antracnose quando comparado com a testemunha foi
o de cravo na concentracdo de 300 ppm. O mesmo 6leo foi o mais efetivo
contra o crescimento micelial in vitro pelo método de contato. Garcia et al.
(2008) trataram frutos de mamao pela imersdo em formulado a base de
monoterpeno citral a 1%, obtido do 6leo essencial de capim-limao e obteve 70 %
de redugdo do didmetro da lesdo quando comparado com a testemunha. O 6leo
essencial de capim-limdo a 1,5% inibiu em 19,9% o crescimento de C.
gloeosporioides em frutos de mamao (Marques et al., 2004).

O fungicida utilizado como testemunha, apresentou baixa eficiéncia no
controle do fungo C. gloeosporioides, ndo diferindo estatisticamente dos 6leos
essenciais em algumas concentra¢des. E isso se deve provavelmente ao uso
continuo deste fungicida pelos produtores para o controle da doenca. Resultados
semelhantes foram observados em trabalho realizado por Liberato & Tatagiba
(2001), o qual revelou a ineficiéncia dos benzimidazéis aplicados em pos-
colheita. Tavares & Souza (2005) utilizaram os fungicidas do grupo dos
benzimidazoéis (tiofanato metilico e thiabendazole) no controle micelial do C.
gloeosporioides, e estes se mostraram ineficientes na inibigdo da germinagdo dos

esporos do fungo.
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No tratamento dos frutos pelo método de fumigacdo, deixados sob
temperatura ambiente, o 6leo mais eficiente em relagdo aos demais foi o de
tomilho. Assim nota-se que este 6leo essencial tem um efeito mais duradouro na
inibi¢do do crescimento do fungo do que o 6leo de capim-limdo e cravo quando
usado por meio de fumigagdo. Desta forma, o d6leo essencial de tomilho em
concentragdes maiores talvez seja uma opg¢do viavel ou complementar ao
tratamento pods-colheita para o controle da antracnose em frutos de mamao.
Entretanto, em relagdo a testemunha, estes 6leos pelo método de fumigagdo nio
mostraram resultados satisfatérios no controle do fungo sobre os frutos como
ocorreu in vitro. Por outro lado, resultados positivos quanto ao poder antifungico
de 6leos essenciais em pos-colheita de frutos pelo método de fumigacao ja foram
relatados. Por exemplo, Tripathi et al. (2008) observaram que uvas tratadas com
o 6leo essencial de cravo, na concentragdo de 100 ppm, por meio de fumigagao,
ficaram mais tempo armazenadas em prateleira resistindo contra a podridado
causada por Botrytis cinerea. Os 6leos essenciais de Eucalyptus citriodora e de
Cuminum cyminum suprimiram o desenvolvimento em 59 e 37% nas
concentragdes de 8 e 10 ul”' respectivamente de lesdes causadas por Botrytis sp.
em frutos de maga, usando o método de fumigagdo (Lee et al., 2007).

Neste estudo observou-se que os frutos submetidos aos tratamentos com
os 0Oleos esséncias amadureceram mais rapido do que os frutos que ndo foram
submetidos a nenhum tratamento, isso provavelmente estd associado ao poder
que os Oleos esséncias tém em acelerar a maturacdo dos frutos. Isto pode
explicar o maior didmetro das lesdes de antracnose nos frutos tratados com os
6leos em relacdo a testemunha, j4 que, com o amadurecimento o teor de

compostos inibidores de microrganismos nos frutos decresce.
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CONSIDERACOES FINAIS

7

Como a antracnose ¢ uma doenga de dificil controle que ndo existe
variedade resistente, os métodos disponiveis além das medidas preventivas sdo o
controle quimico que € feito na pré-colheita e na pds-colheita combinado com o
controle hidrotérmico. Entretanto é preciso desenvolver novas estratégias de
controle como a utilizagdo de produtos naturais como os 6leos essenciais que sao
indispensaveis no cultivo orgénico, além de ser também uma alternativa para o
controle convencional. Além disso, o uso de produtos naturais pode ser uma
grande oportunidade para agregar valor ao produto, principalmente para o
mercado externo. Porém ¢ necessario, que se facam mais estudos de ajuste de
metodologias de aplicagdo dos dleos essenciais na pré e pos-colheita de forma
que consiga um controle eficiente do patégeno.

Neste trabalho verificou-se que o 6leo essencial de cravo usado pelo
método de imersdo no controle da antracnose em frutos de mamao pode ser
promissor. Doses maiores do que 300 ppm foram testadas pelo método de
imersdo utilizando os 6leos essenciais de cravo, capim-limao e tomilho, destes
os 6leos de capim-limdo e tomilho causaram fitotoxidez nos frutos.

O oleo essencial de tomilho pelo método de fumigacdo em
concentragdes maiores pode ser uma boa alternativa para o controle da
antracnose.

Este mesmo experimento utilizando 6leos essenciais no controle da
antracnose por imersao ¢ fumigagao foi realizado em condi¢des de refrigeracdo
sob temperatura de 10 °C, porém ndo foram obtidos bons resultados quanto ao
controle da doenga.

Este trabalho teve uma boa contribuicdo, que foi a padronizagdo da

metodologia que utiliza a agulha de metal n°® 6 para fazer ferimentos nos frutos
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combinada com o estdgio de maturagdo 2. Assim, pode-se recomendar esta
metodologia para a realizacdo de futuros trabalhos que tenham por objetivo
inocular C. gloeosporioides em frutos de mamio e produzir sintomas de

antracnose em laboratorio.
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