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RESUMO

A cultura do morangueiro é severamente acometida por varias doengas,
dentre elas a antracnose e o mofo cinzento. Apresenta sérios problemas também
em relagdo a residuos de pesticidas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a utilizagdo de formas de controle para as principais doen¢as do morangueiro,
mofo cinzento (Botrytis cinerea) e antracnose (Colletotrichium sp.). Doze 6leos
essenciais foram testados, alecrim (Rosmarinus officinalis), menta (Mentha
piperita), lavandim (Lavandula hybrida), tea tree (Melaleuca alternifolia),
canela (Cinnamomum zeilanicum), cravo (Syzigium aromaticum), eucalipto
(Corymbia citriodora), citronela (Cymbopogon nardus), capim-limio
(Cymbopogon citratus), palmarosa (Cymbopogon martini), laranja doce (Citrus
sinensis var. dulcis) e tangerina (Citrus nobilis var. tangerinae) e analisados
quanto a composicdo quimica em cromatografo a gas. Posteriormente foram
realizados experimentos in vitro com a agdo de 6leos essenciais e do antagonista
Trichoderma. Os Oleos que apresentaram os melhores resultados foram
selecionados e com eles realizados experimentos in vivo em laboratorio (folhas
recortadas), em campo e em pos-colheita (com trés metodologias diferentes,
imersdo, volatilizagdo e recobrimento por fécula). Nos testes in Vvitro e em
folhas recortadas, a concentracdo 1000 ppm foi selecionada, bem como os 6leos
de canela, capim-lim@o e menta; para posteriores testes em campo. Alguns dos
antagonistas empregados mostraram-se favoraveis ao controle dos patégenos.
Para os testes em campo foram empregadas duas cultivares de morangueiro
Aromas e Oso Grande. Para Aromas a produg¢do foi influenciada pela aplicagdo
dos O6leos essenciais, possivelmente em decorréncia do florescimento e/ou
polinizagado terem sido afetados. Para Oso Grande ndo houve diferengas quanto a
producdo. As variaveis analisadas quanto as caracteristicas quimicas dos frutos e
a presenca de podriddes ndo foram influenciadas pela aplicag¢@o dos 6leos. Para
os tratamentos dos frutos em pods-colheita apenas a imersdo apresentou reducao
das podriddes para o dleo de eucalipto. Houve descoloragdo de frutos com
aumento da incidéncia para os 6leos de canela e capim-limdo. Tratamentos por
volatilizacdo e com recobrimento por fécula, ndo se mostraram eficientes.
Tratamentos com 0leos essenciais mostram potencial in vitro, in vivo carecem de
mais pesquisas para que possam ser efetivamente empregados em campo.

Palavras-chave: Botrytis cinerea. Colletotrichum sp. Produtos organicos.
Controle alternativo. Controle biologico.



ABSTRACT

The strawberry crop is severely affected by various diseases, like
anthracnose and gray mold. A serious problem in this crop is pesticide residues.
The aim of this work was evaluate the use of different controls to the biggest
strawberry  diseases, gray mold (Botrytis cinerea) and anthracnose
(Colletotrichium sp.). Twelve essential oils were tested, rosemary (Rosmarinus
officinalis), peppermint (Mentha piperita) lavandim (Lavandula hybrida), tea
tree (Melaleuca alternifolia), cinnamon (Cinnamomum zeilanicum), clove
(Syzigium  aromaticum), eucalyptus (Corymbia citriodora), citronella
(Cymbopogon nardus), lemongrass (Cymbopogon citratus), palmarosa
(Cymbopogon martini), orange (Citrus sinensis var. dulcis) and tangerine (Citrus
nobilis var. tangerinae), which were analyzed for chemical composition in the
gas chromatograph. After, experiments were performed in vitro conditions to
analyze the effect of essential oils and the antagonist Trichoderma. The oils that
showed the best results in this experiments were selected and performed in vivo
experiments in laboratory (cut leaves test), field and post-harvest (with three
different methodologies, immersion, starch coating and vaporization). Using in
vitro tests and cut leaves test, 1000 ppm concentration was selected, as well as
cinnamon, lemon grass and mint essential oils; for field testing. Some of
antagonists employed were favorable to pathogens control. For field tests were
used Oso Grande and Aromas strawberry cultivars. For Aromas, production was
influenced by essential oils applications, likely due the flowering and/ or
pollination has been affected. To Oso Grande there were no differences in the
production. The chemical characteristics variables analyzed for fruits and decay
presence were not affected by oils applications. For post-harvest treatment just
immersion with eucalyptus essential oil decreased fruit rots. There was fruit
discoloration with incidence increase for cinnamon and lemon grass oils.
Treatments with volatilization and starch coating were not efficient. Treatments
with essential oils showed potential in vitro, in vivo require further research,
then, they can be effectively employed in the field.

Keywords: Botrytis cinerea, Colletotrichum sp., organic produts, alternative
control, biological control.
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1 INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch. Ex. Rozier) ¢ cultivado em
varias regides do mundo principalmente pelas caracteristicas alimentares,
ligadas as questdes nutricionais e visuais. Desenvolve-se melhor em 4areas
temperadas, nas quais apresenta produ¢des maximas, como ¢é o caso dos maiores
produtores mundiais, Estados Unidos e Espanha.

Por meio de estudos envolvendo melhoramento e consequente
desenvolvimento de novas cultivares de fotoperiodo neutro e menos exigentes
em frio, mais adaptadas ao clima tropical, as fronteiras para o cultivo foram
expandidas. Promovendo assim, o desenvolvimento do cultivo no Brasil. A
regido Sul do Estado de Minas Gerais apresentando condi¢des climaticas
favoraveis, ligadas as altas altitudes, promovendo microclima favoravel, tornou
esta regido a maior produtora do pais.

Apesar de poucos dados, estima-se que a producdo mundial da fruta em
2009 foi de 4.178.152 t em uma area de 254.523 ha. No Brasil, a produgao
nacional estd em torno de 105 mil t, em quatro mil hectares. O Estado de Minas
Gerais ¢ o maior produtor nacional, com cerca de 40 mil t /ano, o equivalente a
40% da produgdo nacional (ANTUNES, 2010a; 2010b).

A cultura apresenta alta demanda de mao de obra, geralmente familiar,
cultivo intensivo concentrado em determinada época do ano e alto valor
agregado a produgdo. A atividade na maioria das vezes ¢ realizada em
propriedades pequenas a médias, justificando, além da importancia econdmica, a
importancia social da cultura.

Um dos grandes problemas limitantes para a cultura é o manejo
fitossanitario. Com o cultivo intensivo e condi¢gdes microclimaticas ideais existe

favorecimento para doencas. Dentre essas doencas, as fungicas predominam,
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notadamente antracnose e¢ mofo cinzento. Ambas problematicas no campo
quanto em pos-colheita, comprometendo a vida de prateleira do produto.

Pela necessidade de aplicagdes frequentes de agroquimicos, fungicidas e
inseticidas, consequentemente gerando altos indices de contaminagdo do produto
comercializavel, o estabelecimento de praticas menos agressivas torna-se
imperativo.

Ainda sdo escassos trabalhos de pesquisa visando o estabelecimento
desses manejos menos agressivos. Apesar de apresentar grande potencial a
agricultura organica, de uma forma geral, esbarra na falta de subsidios quanto ao
manejo de pragas e doencas.

Estudos visando praticas menos agressivas sao necessarios, dentre esses
se enquadram trabalhos envolvendo o desenvolvimento de novas formulagdes,
como de fungicidas, passiveis de serem empregados no sistema organico.

O controle bioldgico de doencas atende a essas necessidades e vem
crescendo em importincia na agricultura. Além do uso de agentes de controle
bioldgico, como os classicos Trichoderma e Clonostachys rosea, é crescente o
uso de subprodutos advindos do metabolismo secundario de plantas, como os
Oleos essenciais atuando como biocontroladores de doengas.

Diante do exposto objetivou-se: 1) avaliar a utilizacdo de 6leos essenciais
de plantas medicinais e aromaticas no controle de mofo cinzento e antracnose do
morangueiro, ii) avaliar metodologias de aplicacdo de 6leos essenciais em frutos
de morangueiro, iii) avaliar a influéncia de 6leos essenciais nas caracteristicas de
pés-colheita, iv) avaliar a utilizagdo de isolados de Trichoderma spp. no controle
de mofo cinzento e antracnose do morangueiro, v) avaliar o uso de oOleos

essenciais para isolado resistente de B. cinerea.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais sobre a cultura do morango

O morango cultivado comercialmente ¢ um hibrido resultante do
cruzamento das espécies Fragaria chiloensis (L.) Duch e F. Virginiana Duch.
formando a espécie Fragaria x ananassa Duch. Ex. Rozier (GALLETTA ;
BRINGHURST, 1990).

Inicialmente apreciado pelo valor ornamental e medicinal na Europa,
adaptou-se as mais diversas condi¢des climaticas, sendo cultivado em todo o
mundo (SILVA et. al., 2007). E consumido principalmente in natura, devido as
peculiaridades que apresenta como sabor, coloragdo, aroma ¢ bom valor
nutricional (SANTOS et al., 2007). Quanto as caracteristicas nutricionais, o
morango possui 92,8% de 4gua, 2,3% de fibras e 39 calorias em 100 g de frutas,
vitaminas B1, B2 ¢ B5 e C além de outros elementos, como potassio, calcio,
sodio, ferro e fosforo (LUENGO et al., 2000).

E uma planta herbacea, rasteira e perene, porém, cultivada como anual,
formando pequenas touceiras. O sistema radicular ¢ muito superficial e
fasciculado, com a maior parte das raizes concentradas nos primeiros cinco
centimetros de solo (FILGUEIRA, 2003). Com o desenvolvimento da coroa ha
formacao das gemas, que podem originar coroas secundarias, estolhos e
inflorescéncias, em funcdo do fotoperiodo exigido por cada cultivar (SILVA et
al., 2007).

Os frutos aquénios sdo conhecidos popularmente como sementes (pontos
pretos na porcdo carnosa). A porgdo carnosa € resultante do desenvolvimento do
receptaculo floral, devido a auxina presente nas sementes (SILVA et al., 2007).
Assim, o pseudofruto carnoso de coloragdo vermelho-vivo ¢ constituido do
receptaculo floral, sendo os frutos aquénios de interesse para melhoristas por

conterem as sementes botanicas (FILGUEIRA, 2003).
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Diferente do que ¢ empregado no Mercado, o morangueiro apresenta um
fruto de alta perecibilidade ndo climatério, necessitando ser colhido na sua
maxima maturacdo, para que atinja as caracteristicas desejadas de cor, textura e
aroma (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008).

O florescimento ¢ dependente de fatores ambientais, principalmente
temperatura e fotoperiodo, e fatores internos da planta (BUENO et al., 2002). A
temperatura diurna ¢ um fator critico para a frutificagdo, quando elevada os
frutos formados apresentam pouco sabor, alta acidez e pouco firmes, sendo a
temperatura ideal no inicio da manha de 10°C. O fotoperiodo influencia na
frutificagdo, dias curtos induzem a fase reprodutiva enquanto dias longos a
vegetativa. A adaptacdo de cultivares estd intimamente relacionada a esses dois
fatores, temperatura e fotoperiodo (FILGUEIRA, 2003).

Um impedimento para a producdo de morango no pais ¢ a grande
incidéncia de doengas e pragas, resultando em varias aplicagdes de defensivos
agricolas, principalmente inseticidas-acaricidas e fungicidas, levando a
problemas quanto ao actimulo de residuos no ambiente, nos frutos

comercializados e para os aplicadores.

2.2 Produgdo mundial e nacional

A produgdo mundial do fruto em 2009 foi de 4.178.152 t em uma area
de 254.523 ha. Os maiores produtores mundiais, em 2008, sdo os Estados
Unidos com uma producdo de 1.484.101 t, seguido da Espanha com uma
produgdo de 281.240 t (FAO, 2011). O Canadad enquadra-se como principal
importador e a Espanha como principal exportador (AGRIANUAL, 2008).
Quanto aos maiores consumidores estdo os Estados Unidos, China, Japao,

Canada e Itdlia (AGRIANUAL, 2008).
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Para o Brasil existem poucas informagdes disponiveis quanto a dados de
producdo. Estima-se que a producdo nacional esteja em torno de 105 mil
toneladas, em 4 mil hectares. Minas Gerais ¢ o maior produtor nacional de
morangos, segundo o Instituto Brasileiro de Frutos (IBRAF), com cerca de 40
mil toneladas/ano, o equivalente a 40% da produgdo nacional, seguido por Sao
Paulo com 29 mil tonelada/ano e depois, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Espirito Santo e Rio de Janeiro, respectivamente (ANTUNES, 2010a;
2010b).

Ainda existem dados de importagdo de morango congelado processado
para industria na ordem de 977 t no ano de 2007, tendo como principais
exportadores a Argentina (690 t), China (149 t) e Chile (138 t) (AGRIANUAL,
2009).

A produtividade média dos principais produtores ¢ de 34 t.ha” em Sdo
Paulo e no Espirito Santo, 32,7 tha para o Rio Grande do Sul, 21,3 tha” no
Parana e 25,2 t.ha™ para Minas Gerais (ANTUNES et al., 2005).

Em 2003 a é4rea cultivada em Minas Gerais era de aproximadamente
1196,5 ha com uma produgao estimada de 40.561,3 t. Os principais municipios
produtores sdo Pouso Alegre com uma area de 300 ha, Estiva, com 250 ha e
Bom Repouso, 240 ha (CARVALHO et al., 2006). Segundo estimativas de
extensionistas da Emater — MG, os municipios de Cambui, Senador Amaral e
Tocos do Moji também merecem destaque em area plantada com morangueiro.

Na regido Sul de Minas Gerais a cultura vem expandindo pelos bons
resultados econdmicos, localiza¢do privilegiada com proximidade de grandes
centros consumidores (Campinas, Sdo Paulo, Belo Horizonte, Rio de Janeiro), o
que estimula o aumento de area plantada e adesdo de novos produtores
(DUARTE FILHO, 2006).

Para o Brasil, a produgdo in natura é feita em pequenas propriedades

com base na agricultura familiar (BORTOLOZZO et al., 2007). Também para o
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Estado de Minas Gerais a importancia social e econdmica da cultura do morango
evidencia-se por ser a principal fonte de renda para a maioria dos produtores
classificados como agricultores familiares e que utilizam mao de obra familiar

(CARVALHO, 2006).

2.3 Sustentabilidade em sistemas de producéo agricola

O termo desenvolvimento sustentavel foi inicialmente utilizado em 1987
pela Comissao Mundial de Meio Ambiente e Desenvolvimento da Organizagao
das Nagoes Unidas (ONU), representando o desenvolvimento capaz de suprir as
necessidades da geragdo atual, sem comprometer a capacidade de atender as
necessidades das futuras geracdes. Relacionando esse conceito com a
agricultura, tem-se que agricultura sustentavel se mantém durante um longo
periodo de tempo, sendo economicamente vidvel, ambientalmente segura e
socialmente justa (LICHTFOUSE et al., 2009).

Em relagfo a aplicagdo de defensivos na agricultura, grande parte desses
¢ perdida nas aplicagdes, ndo atingindo seus alvos e sendo levados para
reservatorios de agua e para o solo. Essas perdas devem-se as tecnologias de
aplicacdo ineficientes, principalmente quanto ao momento ¢ as formas
empregadas para a aplicagdo (BETTIOL; GHINI, 2003).

O uso desses agroquimicos na cultura e a contaminagdo das frutas sdo
alvo de constante preocupacdo para a saude publica, gerando a necessidade de
realizacdo da avaliacdo toxicolégica e do estabelecimento de pardmetros de
seguranca relativos a sua utilizacdo (MATTOS, 2004).

A introdugdo de cultivares e a adogdo de novas praticas culturais
envolvendo tratamento de solo, cultivo protegido, irrigagdo por gotejamento,

manejo nutricional e fitossanitario e cuidados pos-colheita, tém modificado o
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perfil da atividade incrementando aspectos de seguranca alimentar e
rentabilidade (ASSIS, 2004).

O mercado mundial, consumidor de frutas in natura ou processadas,
demanda procedimentos fitossanitarios rigorosos para a importagdo desses
produtos, priorizando a qualidade e o meio ambiente (MATTOS, 2004). Além
disso, dentre as novas tendéncias, é necessario controle e registro sobre todo o
sistema de producdo, incluindo andlise de residuos de agrotoxicos e estudos
sobre impacto ambiental da atividade, ou seja, ¢ necessdria a rastreabilidade de
toda a cadeia produtiva (FACHINELO et al., 2008).

Com incentivos governamentais estabelecidos nos ultimos anos,
principalmente a partir da Instru¢do Normativa n® 007, do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento, publicada no Didrio Oficial da Unido em
19/05/1999 (BRASIL, 1999) e pela aprovacdo da Lei de Organicos n° 10831 em
dezembro de 2003, motivada pela organizagdo do setor produtivo, a produgdo
organica cresceu em importancia no cenario nacional (SOUZA; RESENDE,
20006). Esta lei foi regulamentada pelo Decreto n® 7048 de dezembro de 2009,
estendendo o prazo para adequagdes dos agentes das redes de produg@o orgénica
até 31 de dezembro de 2010. Apesar das dificuldades em atender as
regulamentagdes impostas pela legislagdo o setor continua avangando.

O manejo ecologico de doengas baseia-se geralmente no principio da
prevencao, melhorando as condigdes do solo, aumentando a biodiversidade,
empregando praticas de manejo diferenciadas (SOUZA; RESENDE, 2006). Os
sistemas alternativos enfatizam o manejo das relagdes biologicas, como aquelas
existentes entre praga ¢ predadores e processos naturais (BETTIOL; GHINI,
2003).

Em periodos de conversdo da agricultura convencional para agricultura
organica ¢ em determinadas condi¢des climaticas, algumas doencas podem

causar sérios problemas, com perdas significativas, sendo necessarias
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intervengdes com aplica¢des de produtos naturais permitidos e regulamentados
para agricultura organica (BOFF, 2001). Dentre esses produtos incluem-se
extratos vegetais, biofertilizantes, préopolis, Oleos essenciais, preparados
homeopaticos, Oleos vegetais, preparados fingicos, bacterianos ou virdticos
(Anexo IV da Portaria n® 422 de maio de 2008). Recentemente, em 25 de maio
de 2011 entrou em vigor a Instrugdo Normativa Conjunta n° 1 objetivando
facilitar o registro de produtos para agricultura organica.

Existe uma atual preocupacdo da sociedade com o impacto da
agricultura no ambiente e contaminagdo da cadeia alimentar, levando a uma
alteracdo do cendrio agricola, surgindo mercados de alimentos livres de
agrotoxicos (organicos) ou com selos que garantam o uso adequado dos
agrotoxicos (como o PIF) (MORANDI; BETTIOL, 2009).

Com o aumento da demanda por produtos rastreaveis e de maior
qualidade, consequentemente com maior valor agregado, novas tecnologias sdo
necessarias para que o manejo fitossanitario possa ser feito de uma forma menos
agressiva, tanto em termos ambientais quanto econdmicos e sociais (DAYAN et
al., 2009).

O uso de produtos naturais demonstra-se como uma alternativa ao uso
de fungicidas convencionais, que apresentam muitas vezes problemas com
resisténcia de fungos aos fungicidas (CHANG et al., 2008).

Produzir em sistema organico exige técnicas mais aprimoradas, devido a
necessidade da integracdo interdisciplinar de contetidos, o que muitas vezes foge
do sistema hoje utilizado nas academias de Agronomia. No atual contexto da
produgdo agricola, com o uso de agroquimicos, a pratica agricola organica torna-
se um desafio para técnicos que possuem uma formagdo tipicamente voltada a

agricultura convencional (SEGHESE, 2006).
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2.4 Controle bioldgico de doencas de plantas

Apesar das muitas defini¢des, o controle bioldgico visa o equilibrio do
agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenca do patdogeno nao sofra
danos significativos em func¢do da acdo dos organismos ndo patogénicos do
sistema.

Doenga, no contexto do controle bioldgico, é mais do que a classica
defini¢do de uma interagdo do patégeno com o hospedeiro, influenciada pelo
ambiente; trata-se do resultado de uma interagdo entre hospedeiro, patogeno e
uma variedade de ndo patdgenos presentes no sitio de infecg@o e que apresentam
potencial para limitar ou aumentar a atividade do patégeno, ou a resisténcia do
hospedeiro (BAKER; COOK, 1974).

O uso de controle bioldgico em pragas e doencas evoluiu de forma
diferenciada. Para as pragas o controle biologico € antigo, iniciado com a
exploracdo de criagdes como as abelhas. Por volta dos séculos XVIII e XIX
passaram a ser empregados os primeiros bioinseticidas e nas épocas atuais, com
a engenharia genética, sdo desenvolvidas plantas transgénicas portadoras de
genes de bactérias biocontroladoras (Bacillus thurigiensis). Quanto as plantas,
apenas no século XX, por volta de 1920 iniciaram-se os estudos com fungos
antagonistas. Apenas em 1970, criou-se uma base sélida conceitual e cientifica
sobre o controle microbiano de doengas (LOPES, 2009).

Uma imensa variedade de formas de controle bioldgico estdo
disponiveis, contudo, o seu desenvolvimento e efetiva adocdo requerem um
entendimento 6timo das relagdes das plantas, pessoas e ambiente (PAL;
GARDENER, 2006).

Dentre as técnicas empregadas no controle bioldgico, o uso de
antagonistas ¢ o mais difundido. E entre os antagonistas, o mais conhecido ¢ o

fungo Trichoderma. Esse fungo apresenta distribui¢io ampla, ocorrendo no
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mundo inteiro em quase todos os tipos de solos e em outros “habitats” naturais
que possuam matéria organica. Algumas espécies sdo frequentemente
encontradas na casca ou descascado na madeira (SAMUELS, 1996).

Espécies de Trichoderma spp. sdo consideradas eficientes antagonistas
no controle de uma série de fungos fitopatogénicos, atuando tanto pela producgio
de compostos bioativos, metabolicos volateis e ndo volateis, como também pelo
hiperparasitismo e competicdo por nutrientes, espago e oxigénio
(CAMPOROTA, 1985; CLAYDON et al, 1987; PAPAVIZAS, 1985;
SAMUELS, 1996). Além disso, ¢ conhecida a capacidade de promogdo de
crescimento por parte desse antagonista. Essa capacidade reflete-se no
crescimento em plantas, na germinagdo de sementes e na producdo de flores
(MELO, 1996).

A produgdo de metabdlitos toxicos por espécies de Trichoderma spp. foi
descrita inicialmente por Weindling (1934). As espécies desse género produzem
exoglucanases, endoglucanases, celobiases ¢ quitinases, enzimas importantes na
degradacdo da parede celular de fungos fitopatogénicos. A capacidade para
produzir tais substancias e o seu efeito fungicida pode variar entre espécies e até
mesmo entre isolados da mesma espécie (PAPAVIZAS, 1985).

Além do uso de antagonistas, produtos advindos do metabolismo
secundario de plantas também vém sendo empregados no biocontrole de

doengas.

2.4.1 Oleos essenciais no manejo de doencas

Objetivando reduzir o impacto dos efeitos promovidos pelos agrotoxicos
e melhorando a qualidade dos alimentos produzidos, visando uma agricultura
sustentavel, buscam-se novas formas de protecdo de plantas, dentre elas o

emprego de extratos, hidrolatos e 6leos essenciais de plantas medicinais, caldas,
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preparados homeopaticos, biofertilizantes (STANGARLIN, 2007; BOFF, 2008).
Trabalhos com diversas espécies vegetais empregando formas alternativas de
controle de doengas e pragas sdo realidades dentro da pratica agroecologica de
producao.

Os agentes de controle de doencas utilizados atuam tanto com acao de
contato direto sobre os microrganismos quanto como indutores de resisténcia
(MORAES, 1992; STANGARLIN, 2007). Os agentes elicitores sdo compostos
que incluem substancias como enzimas, peptideos, acidos graxos, carboidratos,
proteinas e componentes de parede (KEEN et al., 1983; HAHN, 1996). Os
indutores de resisténcia podem atuar diretamente na sintese de fitoalexinas que
constituem compostos antimicrobianos, de baixo peso molecular,
(HAMMERSCHMIDT, 2001), resultantes de metabolismo secundério,
acumulados a partir da resposta de plantas ao estresse ocasionado por fatores
biologicos, fisicos ou quimicos, que podem reduzir ou suprimir a atividade do
agente patogénico (PURKAYASTHA, 1995).

Viarios produtos vém sendo testados para diferentes culturas com a
finalidade de induzirem algum tipo de defesa da planta. Dentre aqueles
originados de plantas medicinais e cogumelos, pode-se citar o eucalipto utilizado
por Bonaldo et al. (2004), que demonstrou resultados positivos como indutor de
resisténcia a Colletotrichum lagenarium em pepino. Silva et al. (2007b)
empregaram positivamente extratos de cogumelos como indutores de resisténcia
contra Ralstonia solanacearum em tomateiro.

Outros produtos que vém sendo empregados para o controle de doengas,
apesar de serem suspeitos a atuarem como indutores de resisténcia, mas também
atuam, comprovadamente, como produtos de contato, sdo os 6leos essenciais
(BONALDO et al., 2004).

O termo o6leo essencial designa liquidos oleosos volateis, dotados de

aroma forte, quase sempre agradavel, compostos por misturas de substancias
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organicas imisciveis em agua, extraidos de plantas por processos especificos,
sendo o mais simples por arraste de vapor d’agua (CRAVEIRO, 1981).

Apresentam-se como substidncias com constituintes complexos e
variaveis, como hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, oxidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas e compostos de enxofre, dentre os quais
destacam-se aqueles de baixo peso molecular, como os monoterpenos e
sesquiterpenos. Possuem caracteristicas peculiares odoriferas, lipofilicas,
liquidas e volateis, conhecidos também como 6leos volateis, 6leos etéreos ou
esséncias, apresentam-se em diferentes concentragdes, ocorrendo sempre um
composto majoritario e outros em menores quantidades (SIMOES; SPITZER,
2000). Podem ser encontrados em células especiais das plantas como glandulas,
tricomas glandulares, ductos de 6leo e resina, situados em qualquer parte da
planta (PENGELLY, 2004).

Tais 6leos sdo raramente encontrados em gimnospermas (com excecao
para as coniferas) e em angiospermas monocotiledoneas (com excegdo de
gramineas - especialmente espécies de Cymbopogon e Vetiveria) e zingiberaceas
(espécies de Alpinia e Curcuma). Em dicotiledéneas os Oleos essenciais sdo
abundantes, principalmente em familias como Asteraceae, Apiaceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae e Rutaceae
(SIMOES; SPITZER, 2000).

De uma forma geral, os terpenoides e os fenilpropanoides sdo os
principais componentes dos 6leos essenciais. Os terpenos sdo classificados
segundo as unidades de isopreno (CsHg) que os constituem, sendo assim os
terpenoides presentes em Oleos essenciais enquadram-se como mono e
sesquiterpenos (HARBORNE et al., 1999). Os fenilpropanoides sdo compostos
organicos de um anel benzénico ligado com trés atomos de carbono

(PENGELLY, 2004).
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Como responsaveis pelo efeito dos 6leos essenciais estdo um ou mais
compostos do 6leo, geralmente um composto majoritario. Muitos trabalhos com
diferentes patossistemas relatam a eficiéncia no controle de patdégenos, tanto em
relacdo a 6leos essenciais como em componentes de dleos essenciais.

Abreu (2006), testando Oleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum
(canela), Cymbopogon citratus (capim-limdo), Syzygium aromaticum (cravo),
Eucalyptus citriodora (eucalipto), Melaleuca alternifolia (tea-tree) ¢ Mentha
piperita (horteld) comprovou o efeito desses agentes no controle de Alternaria
solani, tanto em condig¢des in vitro como em condi¢des de campo, sendo que a
doenga promovida por esse fungo a pinta-preta do tomateiro, enquadra-se como
um dos piores problemas fitossanitarios na cultura do tomateiro.

Em outro trabalho, Anaruma et al. (2010) testando 28 dleos
essenciais, constataram a atividade de 15 deles contra Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc., agente da antracnose em maracuja-amarelo
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg).

Da mesma forma para soja, a ferrugem asiatica considerada um dos
piores problemas fitossanitarios da cultura da soja, pode ter sua intensidade
reduzida em casa de vegetacdo e a germinagdo de seu agente etiologico,
Phakopsora pachyrizi, também ser reduzida in vitro com O6leos essenciais de
Corymbia citriodora (eucalipto citriodora), Cymbopogon nardus (citronela),
Azadirachta indica (nim) e Thymus vulgaris (tomilho) (MEDICE et al., 2007).

Para Botrytis cinerea, Wilson et al. (1997) testaram 345 extratos de
plantas e 49 6leos essenciais em relacdo a agdo antifungica. De todos os 6leos
testados, os de palma-rosa (Cymbopogon martini), tomilho (Thymus zygis),
canela (Cinnamomum zeylanicum) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
apresentaram melhores resultados na inibi¢ao do fungo.

Para diversas culturas, Schwan-Estrada et al. (2005) citam estudos com

plantas como arruda (Ruta graveolens), alho (Allium sativum), alecrim
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(Rosmarinus officinalis), carcuma (Curcuma longa), cavalinha (Equisetum sp.),
mil-folhas (Achillea millefolium) entre outras, controlando fitopatogenos.

Para podridio gomosa em Cucurbitaceas, Fiori et al. (2000) utilizando
extratos vegetais e Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora, Ageratum
conyzoides ¢ Achillea millefollium observaram a inibi¢do do crescimento
micelial e da germinagdo dos esporos de Didymella brioniae, agente etiologico
da podridao gomosa.

Dentre os Oleos essenciais utilizados neste trabalho, a citronela
(Cymbopogon nardus (L.) Rendle.) apresenta dleo essencial rico em citronelal
(cerca de 40%), além de pequenas quantidades de geraniol, citronelol e ésteres.
O citronelol ¢ excelente aromatizante de ambientes e repelente de insetos, além
de apresentar acao antimicrobiana local e acaricida (MARCO et al.,2007).

Outro o6leo essencial que apresenta efeitos comprovados ¢ a menta
(Mentha piperita L.). A menta apresenta um dos Oleos essenciais mais
conhecidos, do qual é extraido o mentol, componente principal, empregado em
medicamentos, cosméticos e alimentos. Cita-se em sua composi¢do o mentol,
mentona, ésteres metilicos, terpenos, cineol, tantino e principio amargo
(OLIVEIRA; AKISUE, 2003). Originaria da Europa e trazida na época da
colonizacdo do Brasil, ¢ amplamente cultivada em jardins e quintais. Em relatos
etnobotanicos, ¢ empregada como antibacteriana, antifingica e anti-helmintica
(LORENZI; MATTOS, 2008). O mentol ¢ um dos principais constituintes do
6leo essencial, correspondendo a cerca de 40% do total de 6leo essencial, sendo
o componente responsavel pelas caracteristicas aromatizantes e sensacdo de
refrescancia. Os isdmeros do mentol sdo encontrados como ésteres acetato
(DAVID, 2007).

Oleos essenciais de plantas da familia Lamiaeceae, mesma familia
botanica da menta, orégano (Origanum syriacum L. var. bevanii), lavanda

(Lavandula stoechas L. var. stoechas) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
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demonstraram efeito no controle de B. cinerea em tomateiro, sendo o 6leo de
orégano o mais eficiente (SOYLU et al, 2010).

Outro 6leo com importantes relatos € o 6leo essencial de cravo. Syzigium
aromaticum L., originario da India, conhecido popularmente como cravo,
apresenta como um dos principais componentes de seu 6leo essencial o eugenol.
Ranashinge et al (2002), testando esse Oleo essencial, comprovaram sua agdo
antifingica contra fungos de pds-colheita isolados de banana, sendo estes
Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum musae e Fusarium proliferatum.
Pereira et al. (2008a) testando o 6leo essencial de cravo e de outras plantas
medicinais, entre elas o capim-limdo, observaram o seu efeito inibitério sobre
duas bactérias patogénicas, Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
causadoras de contaminagdes em alimentos, podendo ser oOleos empregados
como formas de controle microbiologico em alimentos.

O eugenol ¢ o principal componente do 6leo de cravo. Assim, 6leos
ricos em eugenol mostraram-se eficientes no controle de diversos patdégenos
pos-colheita de frutas, dentre eles B. cinerea, isolado de uva (COMBRINCK et
al., 2011).

Contudo, um dos o6leos mais conhecidos e utilizados é o o6leo de
eucalipto. Esse apresenta em sua composi¢ao principalmente o cineol. Lee et al.
(2008) testando diversas espécies de Myrtaceae, entre elas Corymbia citriodora,
demonstraram o efeito fungitoéxico do 6leo essencial de algumas dessas espécies
sobre o oomycete Phytophthora cactorum e os fungos Cryponectria parasitica e
Fusarium circinatum. Pinto et al. (2008) demonstraram o efeito in vitro de
extratos de folhas de ecucalipto na inibigdo da germinagdo de Sclerotium
cepivorum.

Assim como a citronela, na familia Poaceae, o capim-limao
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) apresenta-se com bons efeitos antifiingicos.

Essa espécie ¢ uma graminea perene, de origem asidtica (India), conhecida
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popularmente como capim-cidrd, capim-limdo, capim-cidreira, capim-cidrdo,
citronela de Java (CASTRO; CHEMALE, 1995). Apresenta odor aromatico
agradavel caracteristico de limao, sabor aromatico e ardente e coloragdo verde-
palida (GOMES; NEGRELLE, 2003). Nguefack et al. (2004) avaliando o efeito
do 6leo essencial de C. citratus no crescimento micelial de fungos in vitro,
observaram a reducdo de 64% do crescimento de Fusarium moniliforme na
concentragdo de 200 ppm, Aspergilus flavus em 48% e Aspergilus fumigatus em
77% na concentragao de 500 ppm, além de inibi¢do total em 300 ppm para F.
moniliforme e 1200 ppm para A. flavus e A. fumigatus.

O oleo essencial de capim-limio (em concentragdes de 25 a 500 ppm)
demonstrou efeito contra alguns dos patdégenos pos-colheita Colletotrichum
coccodes, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer e
Aspergillus niger. Em concentragdes a partir de 25 ppm houve inibigdo superior
a 70% da produgdo de esporos, sendo que a 500 ppm a esporulagdo foi
totalmente paralisada. A germinacdo de esporos ¢ o comprimento do tubo
germinativo dos patoégenos foi concentragdo dependente para os patdgenos C.
coccodes, B. cinerea, C. herbarum e R. stolonifer. O mesmo 6leo em
concentragdes superiores a 100 ppm estimularam a germinagdo de A. niger
(TZORTZAKIS; ECONOMAKIS, 2007).

Outro composto natural com efeitos antifingicos é o extrato de propolis.
Quando aplicado na concentragdo de 10%, em testes in vitro, mostrou potencial
controle contra bactérias fitopatogénicas Agrobacterium tumefaciens,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e Xanthomonas axonopodis pv.
Phaseoli (BIANCHINI; BEDENDO, 1998). O uso de extrato etandlico de
propolis mostrou efeito protetor contra ferrugem do cafeeiro em lavouras em
producdo e promoveu reducdo da incidéncia de cercosporiose em determinados

meses (PEREIRA et al., 2008b).
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Em relag@o a componentes volateis de dleos essenciais, o uso de volateis
de nove plantas, sendo eles os aldeidos (hexanal, trans -2-hexenal, citral, trans-
cinnamaldehido, p-anisaldehido), os fenoéis (carvacrol e eugenol) e as cetonas (2-
nonanone(-)-carvone), mostraram-se eficientes no controle de Penicillium
expansum, agente causal da podriddo azul da pereira. Nas condigdes in vitro,
quanto a germinacdo de esporos e crescimento micelial, trans-2-hexenal,
carvacrol, trans-cinnamaldeido e citral, demonstraram forte inibi¢do. Em testes,
in vivo por fumigagdo, trans -2-hexenal demonstrou controle eficiente quando
aplicado por um periodo de 24 horas, iniciando 12 horas ap6s a inoculagdo
(NERI et al., 2006).

A identificagdo dos componentes torna-se importante por demonstrar
quais compostos sdo os reais responsaveis pelos efeitos antifungicos. Como
no trabalho realizado com o uso do 6leo essencial de folhas de Calocedrus
macrolepis var. formosana. Esse oOleo demonstrou efeito, segundo seus
diferentes componentes, contra patdogenos de solo. Foram identificados no 6leo
alfa-pineno (44,2%), limoneno (21,6%), beta-mirceno (8,9%), beta-cariofileno
(8,2%), 6xido cariofileno (2,4%), alfa cadinol (1,6%), beta-pineno (1,2%) e T-
muurolol (1,1%). Desses componentes os sesquiterpenoides apresentaram efeito
mais efetivo que monoterpenoides, desses T-muurolol e alfa-cadinol inibiram
fortemente o crescimento de Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum, além
disso, foram eficientes no controle do crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides, Pestalotiopsis funerea, Ganoderma australe e Fusarium solani.
O 6leo dessa planta demonstrou eficiente controle para uma gama de patégenos
de solo, mostrando como potencial produto alternativo para essa finalidade
(CHANG et al., 2008).

Assim, com esses exemplos nota-se o avango das pesquisas com 6leos

essenciais demonstrando o potencial para o controle de fitopatogenos.
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2.5 Doengas em morangueiro

Como em grande parte dos cultivos intensivos, para 0 morangueiro, o
clima favoravel ao patdgeno, o cultivo intensivo, a md qualidade das mudas
destinadas ao plantio, a auséncia de cultivares resistentes aceitas comercialmente
e praticas culturais inadequadas tornam as doengas um dos principais fatores
limitantes para a produ¢ao de morango no pais.

A produtividade e a qualidade dos frutos do morangueiro sao
influenciados por fotoperiodo, temperatura, pragas, doengas, condi¢cdes do solo,
adubacdo, variagdes na humidade do ar e de solo, entre outros (SILVA et al.,
2007).

Na literatura, sdo citadas 51 espécies de fungos, trés de bactérias, oito de
nematoides e 26 de virus afetando a cultura (MAAS, 1998). Dentre as principais
doencas fungicas s3o citadas: antracnose — coragdo vermelho — podriddo
chocolate, causada por duas espécies, Colletotrichum fragariae e Colletotrichum
acutatum, responsaveis pela podriddo de rizoma e flor-preta; mancha de
micosferela (Mycosphaerella fragariae); mancha de dendrofoma (Phomopsis
obscurans); mancha de diplocarpon (Diplocarpon earlianum), podridao de
fitoftora (Phytophthora cactorum); murcha de verticilio (Verticillium dahliae);
oidio (Sphaerotheca macularis f.sp. fragariae); mofo cinzento (Botrytis
cinerea). Entre as doengas bacterianas, a mais importante ¢ a mancha angular
causada por Xanthomonas fragariae. As doengas virdticas, veiculadas por
afideos ou por propagagdo vegetativa, s@3o o virus do mosqueado do
morangueiro; virus da clorose marginal do morangueiro; virus da faixa-das-
nervuras do morangueiro; virus do encrespamento. Os principais nematoides sdo
o enfezamento do morangueiro (Aphelenchoides besseyi); nematoide causador
de galha (Meloidogyne spp.); nematoide das lesdes (Pratylenchus spp.)
(TANAKA et al., 2005; SIMON et al., 2005).
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Dentre essas, citam-se no periodo pds-colheita, depreciando de maneira
significativa o produto comercializado, o mofo cinzento (Botrytis cinerea Pers.),
podridao de “rizopus” (Rhizopus stolonifer Ehrenb.: Fr.) e podriddo de
“penicilium” (Penicillium digitatum) (BAUTISTA-BANOS et al., 2003). Esse
periodo pos-colheita é o periodo entre a colheita e o consumo, no qual perdas
substanciais podem ocorrer devido as podriddes de origem patologicas
(DHINGRA, 1985).

O periodo entre a colheita e a armazenagem pode durar de um a varios
dias, necessitando de uma a¢ao rapida, seja de algum tratamento com fungicidas
ou outros produtos, ou mesmo da atuacdo de agentes de controle biologico. O
controle de doengas em pos-colheita ¢ complicado, mas vem avangando em
diversos aspectos, dentre eles com a aplicacdo de produtos, como fungicidas
e/ou com tecnologias avangadas de armazenagem (JANISIEWICZ; KORSTEN,
2002). Para o morango, a poés-colheita ¢ um dos maiores desafios, criar
alternativas que elevem a vida de prateleira, que é muito curta, devido as
caracteristicas intrinsecas ao proprio fruto.

O controle apos a colheita tem como objetivos evitar que os
patoégenos latentes nos tecidos causem podriddes e impedir novas infecgoes
(BETTIOL; GHINI, 1995).

Para que medidas de controle fitossanitdrio possam ser tomadas
adequadamente e com eficiéncia, é preciso conhecer bem o ciclo das relagdes
patdégeno-hospedeiro da doenga em questdo, isto é, como ¢ onde o patdogeno
sobrevive, como ele ¢ disseminado, quais sdo as suas vias de infeccdo, que
condigdes ambientais favorecem a sua colonizagdo e multiplicagdo (UENO,

2004).
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2.5.1 Mofo cinzento do morangueiro

A doenga ¢ causada pelo fungo Botrytis cinerea Pers. & F., anamorfo de
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel (MAAS,1998). A enfermidade
causada ¢ conhecida por "mofo cinzento" devido ao bolor de cor cinza
caracteristico formado sobre as lesdes causadas nos frutos.

A podriddo promovida por B. cinerea ¢ a principal doenga em pds-
colheita da cultura do morangueiro (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008). O
fungo é de ocorréncia mundial, necrotrofico, possui registro de ataque em mais
de 200 espécies de plantas, atacando todos os 6rgdos da planta na maioria dos
estagios de desenvolvimento da planta, possui varios mecanismos patogénicos e
alta variabilidade genética, podendo adquirir resisténcia facilmente a principios
ativos de fungicidas (HELBIG, 2001; WILLIAMSON et al, 2007;
ROSSLENBROICH; STUEBLER, 2000; SUTTON; PENG, 1993).

E considerado um parasita facultativo, com atividade saprofitica na
matéria organica ou em restos culturais, formando esclerdcio e micélio dormente
na auséncia do hospedeiro. O fungo pode sobreviver ao inverno em restos de
culturas, coloniza as folhas e céalices como agente endofitico e, nesses tecidos,
inicia a infeccdo da flor e dos frutos e a produ¢do dos conidios (MAAS, 1998).

Condigdes que favorecem o mofo cinzento sdo: o excesso de fertilizagao
nitrogenada, irrigagdo por aspersdo, alta umidade, espagamentos adensados,
manutencdo de folhas e frutos doentes, chuvas frequentes, danos na colheita,
temperaturas entre 18 a 23 °C (MAAS, 1998; HELBIG, 2001; COSTA et al.,
2003). O fungo coloniza as folhas e calices como agente endofitico e, nesses
tecidos, inicia a infec¢do da flor e dos frutos e a produg@o dos conidios (SIMON

et al., 2005).
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O fungo produz esclerdcios irregulares e negros que sdo infrequentes em
plantas de morangueiro, mas podem aparecer em peciolos mortos e residuos de
cultivos subsequentes, plantas daninhas mortas ou mesmo em palhada (BRAUN;
SUTTON, 1987).

Conidios do fungo infectam folhas, frutos maduros e flores em qualquer
tempo durante o periodo vegetativo, mas os sintomas ndo aparecem até que as
folhas infectadas senesgam e caiam. O fungo torna-se entdo ativo, coloniza
tecidos mortos e esporula produzindo o indculo subsequente (BRAUN;
SUTTON, 1988). Nos frutos pode permanecer latente, no interior do receptaculo
floral, até a maturacdo do fruto devido ao baixo conteudo de actcares e alto
conteudo de acido nos frutos jovens (HELBIG, 2001). Os sintomas surgem
como manchas marrom-claras, de tamanho variavel, ndo aquosa, sem linha
demarcando o tecido afetado. As manchas evoluem rapidamente tomando todo o
fruto, que apodrece, adquirindo um aspecto seco e firme, com um recobrimento
de cinza, constituido pelas estruturas do fungo (TANAKA et al., 2002, 2005).

A infecgdo acontece por ferimentos e durante a colonizacao do tecido do
hospedeiro, as células infectadas sdo desintegradas por acdo de enzimas do
patogeno, dando origem as podriddes e manchas. No fruto o fungo cresce
através das rachaduras na casca e produz grande quantidade de esporos
(HELBIG, 2001). Na presenca de umidade, a germinag¢do dos conidios e a
infec¢do podem ocorrer em poucas horas (PLAKIDAS, 1964).

B. cinerea possuem uma grande capacidade de matar células do
hospedeiro. Essa morte de células deve-se a produgdo de metabolitos
secundarios e proteinas que apresentam atividade fitotoxica (VAN KAN, 2006).

Os frutos podem ser infectados desde o inicio de sua formagdo, pela
infeccdo das flores, e neles o fungo permanecer dormente até o amadurecimento.
Em frutos verdes, os sintomas sdo caracterizados pela presenca de pequenas

lesdes castanhas levemente depressivas. Em frutos maduros, essas lesdes



30

tornam-se recobertas por um crescimento acinzentado constituido por estruturas
do patégeno, que rapidamente tomam toda superficie do fruto. Com a evolugao
dos sintomas, os frutos podem apodrecer completamente ou ainda assumir a
forma de mumificados (HELBIG, 2001).

Quando o ocorre a esporulacdo nos frutos ainda no campo, esses frutos
representam importantes fontes de inoculo primario, em sistemas anuais, nos
quais ocorrem multiplas floragdes e colheitas durante varios meses (MAAS,
1998).

Medidas de controle baseiam-se no uso de cultivares resistentes ao
patégeno, com morangos firmes e resistentes ao manuseio de colheita e a
limpeza e destrui¢do semanal de folhas, flores e frutos com sintomas (SIMON et
al., 2005). Além disso, podem ser realizadas aplicagdes de fungicidas e controle
biolégico (DIAS et al., 2007).

Botrytis cinerea apresenta alto risco quanto a resisténcia a fungicidas
(MYRESIOTIS et al.,, 2007), além disso, a intensa aplicacdo de fungicidas
ocasiona problemas quanto a residuos de produtos nos frutos comercializados
(LEGARD et al., 2005). Na maior regido produtora de morango do Brasil, o
Estado de Minas Gerais, o0 mofo cinzento ¢ a principal doenca, responsavel pelas

aplicacdes de fungicidas (COTA et al., 2009).

2.5.2 Antracnose do morangueiro

O termo antracnose no morangueiro designa o complexo de doengas
causadas por espécies de Colletotrichum. Dentre essas espécies citam-se C.
fragariae Brooks, C. acutatum Simmonds, C. gloeosporioides (Glomerella
cingulata (Ston.) Spauld. & Schrenk) e C. dematium (Pers.) Grove. As diversas
espécies patogénicas acometem todas as partes da planta, desde o rizoma até os

frutos (HOWARD et al., 1992).
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Conhecida como podridao chocolate, coragdo vermelho, causada por C.
fragariae Brooks, ataca rizoma, estolho, rizoma e frutos; e flor preta causada por
C. acutatum Simmonds, ataca flores, frutos, mas dificilmente rizomas (DIAS et
al., 2007).

Esse fungo produz acérvulos, nos quais crescem os conidioforos e
conidios unicelulares, hialinos e com formato elipsoide-fusiforme. Em meio de
cultura, o fungo tem coloragdo rosa-alaranjada, porém nio apresenta a fase
teleomorfica. Em condigdes de alta umidade, ha formagdo de massa de esporos
de coloragdo rosada sobre as lesdes (GUNNELL; GUBLER, 1992).

Juntamente com o mofo cinzento, ¢ uma importante doenga das regides
produtoras do Brasil, podendo causar prejuizos superiores a 50% em alguns
casos. Nos Estados Unidos, nos anos de 1970 a 1990 essa doenca apresentava
como um dos principais problemas para a cultura (HOWARD et al., 1992).
Promovendo danos consideraveis, acometendo flores, frutos ¢ até mesmo as
plantas por completo, quando em condicdes favoraveis (DIAS et al., 2007).

A doenga se caracteriza por apresentar manchas necroticas, deprimidas,
de cor escura, nos estoldes, peciolos folhas e frutos. Nas plantas infectadas
ocorre apodrecimento seguido de coloragdo marrom no rizoma, por isso ¢
chamada "podriddo chocolate". Os frutos colonizados pelo patégeno
desenvolvem uma podriddo seca e escurecem, mumificando os frutos imaturos e
apodrecendo totalmente os frutos maduros, as vezes pela invasdo dos tecidos por
outros agentes patogénicos (SIMON et al., 2005). C. acutatum ¢é a espécie
predominante em infecgdes de flores e frutos (WILSON et al., 1993).

O principal sintoma observado nas plantas em condi¢des de campo ¢ a
necrose progressiva dos pedunculos e demais partes dos orgdos florais,
culminando com a secagem e morte das flores (flor preta). Os frutos pequenos e
em crescimento também sdo atacados, adquirindo coloragdo escura e tornando-

se mumificados (UENO, 1996).
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Além das lesoes em flores e frutos, podem ocorrer lesdes necroticas
deprimidas, de cor castanha escura, sobre peciolos e estolhos, e podridao de
meristemas que normalmente causam a morte das plantas em poucos dias ou
algumas semanas apos o transplante das mudas no campo. C. acutatum também
pode causar manchas irregulares nas folhas, sendo comum em folhas novas,
iniciando a necrose pelas margens (HOWARD et al., 1992). Em frutos
infectados e mumificados, o patégeno pode permanecer por cerca de dois anos
(WILSON et al., 1993).

A ocorréncia € favorecida por temperaturas entre 25 ¢ 30 °C e alta
umidade, periodos chuvosos de 2 dias ou mais sdo extremamente favoraveis ao
rapido desenvolvimento da doenga, principalmente em variedades suscetiveis
(TANAKA et al., 1994; HOWARD et al.,, 1992). Em frutos imaturos,
temperatura em torno de 25 °C s@o condi¢des 6timas para causar infeccdo em
mais de 80% dos frutos (WILSON et al., 1993).

Formas de manejo da doenga so a aplicagdo de fungicidas registrados
para a cultura, mudas certificadas, eliminag@o de restos culturais, elimina¢do de
flores e folhas contaminadas, e adubag@o nitrogenada equilibrada (DIAS et al.,
2007). Variedades resistentes sdo dificeis devido ao numero de patégenos

diferentes, além de sua variabilidade patogénica (HOWARD et al., 1992).

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos laboratoérios de Epidemiologia e Controle de
Doengas de Plantas do Departamento de Fitopatologia (DFP), na Central de
Analise e Prospec¢do Quimica do Departamento de Quimica (DQI) e no setor
de Olericultura, do Departamento de Agricultura, todos da Universidade

Federal de Lavras (UFLA), em Lavras — MG.
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3.1 Obtencao dos 6leos essenciais e identificagdo de componentes quimicos

Os oleos essenciais selecionados para o presente estudo constaram
daqueles que ja apresentavam algum relato em literatura com efeito fungicida ou
fungistatico sendo realizada assim uma triagem inicial. Levou-se em conta ainda
a facilidade para aquisicdo, ou seja, a disponibilidade do produto para a venda.

Os o6leos essenciais empregados nos experimentos foram segundo a
familia botanica ao qual pertencem:

0 Lamiaceae - alecrim (Rosmarinus officinalis), menta (Mentha pipertita),
lavandim (Lavandula hybrida);

0 Lauraceae — tea tree (Melaleuca alternifolia);

O Myrtaceae - canela (Cinnamomum zeilanicum), cravo (Syzigium
aromaticum), eucalipto (Corymbia citriodora);

0 Poaceae - citronela (Cymbopogon nardus), capim-limao (Cymbopogon

citratus) e palmarosa (Cymbopogon martini) e;

0 Rutaceae - laranja doce (Citrus sinensis var. dulcis), tangerina (Citrus
nobilis var. tangerinae).

Todos os 6leos foram adquiridos da empresa Florananda Industria e
Comércio de Cosméticos e Produtos Naturais, localizada na cidade de Jaq,
Estado de Sao Paulo.

A analise fitoquimica dos 6leos para identificacdo dos componentes foi
feita em cromatdgrafo a gas acoplado a detector de massas (GCMS-QP2010
Plus, Shimadzu). O cromatografo gasoso utilizou o hélio ultrapuro como gés de
arraste com fluxo de 1,8 mL.min™, temperatura do injetor em 220 °C, modo de
injecdo Split de 1:15, injecdo manual, tempo de corrida estabelecido em 70
minutos, em coluna Equily-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), com forno da coluna
a 60 °C por 2 minutos, aquecimento a 3 °C.min" até 240°C, permanecendo em

240 °C por 15 minutos. O espectrometro de massas utilizou a interface GC-MS,
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a 250 °C, com fonte de ions a 200 °C e modo de ionizagdo por impacto de
elétrons a 70 eV. Os componentes dos dleos essenciais foram identificados
mediante comparacdo dos indices de similaridade de espectro de massa (areas
relativas em porcentagem) apresentados com os dados disponiveis na biblioteca

do proprio cromatdgrafo (FFNSC 1.2).

3.2 Obtencdo dos isolados de Botrytis cinerea, Colletotrichum

gloesporioides e Colletotrichum acutatum

Os isolados patogénicos de B. cinerea, C. gloesporioides e C. acutatum
foram obtidos a partir de isolamento direto de estruturas fungicas de frutos de
morangueiro infectados, coletados em area experimental do Setor de
Olericultura — Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de
Lavras — Lavras — MG, em darea de cultivo comercial em Tocos do Moji — MG e
em frutos comerciais adquiridos no comércio de Lavras — MG.

Para o isolamento, estruturas fiingicas e/ou conidios presentes nos frutos
coletados foram transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(Batata Dextrose ¢ Agar) com o auxilio de microscopio esteroscopio. Seis
isolados de B. cinerea, e um isolado de cada Colletotrichum purificados foram
mantidos em camaras de crescimento do tipo B.O.D. (, a 23 °C e sob fotoperiodo
de 12 horas. A identificagdo foi feita por comparagdo com literatura
especializada.

Para avaliar a patogenicidade, frutos de morangueiro previamente
higienizados em agua corrente e desinfestados com hipoclorito de sodio a 2%
(NaClO 2%) e agua destilada foram inoculados, utilizando suspensdo de
esporos, com os isolados obtidos e mantidos em temperatura ambiente em
recipientes plasticos, semelhantes aos utilizados para comercializagao.

Posteriormente foi observada a presenga e severidade de sintomas das doengas
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causadas pelos patdogenos. Assim, foram selecionados quatro isolados para a

realizagdo dos experimentos conforme Tabela 1.

Tabela 1 Relagdo de isolados utilizados nos experimentos

Patdgeno Identificacdo Origem
Botrytis cinerea CML 2065 Lavras - MG
Botrytis cinerea CML 2066 Tocos do Moji - MG
Colletotrichum gloesporioides UFLA 1 Lavras - MG
Colletotrichum acutatum UFLA 2 Tocos do Moji - MG

3.2.1 Sensibilidade de isolados de Botrytis cinerea a fungicidas

Os dois isolados de B. cinerea (CM 2065 ¢ CM 2066) foram testados
em relacdo a sensibilidade ao fungicida a base de tiofanato metilico (fungicida
sistémico do grupo dos benzimidazdis) registrado para a cultura do morangueiro
nas doses de 250, 500, 1000, 2000, 4000 ppm do fungicida, devido a suspeitas
de existéncia de isolados resistentes ao principio ativo.

Os dois isolados selecionados foram avaliados também em relacdo ao
crescimento em presenca de outros fungicidas com diferentes principios ativos.
Foram escolhidos:

O Hidroxido de cobre - fungicida de contato, inorganico, dose

recomendada do fungicida: 125 g/100 L.

0 Procimidona - fungicida sistémico do grupo das carboxamidas, dose

recomendada do fungicida: 50 g/100 L.

O Fluazinan - fungicida/ acaricida de contato do grupo das

fenilpiridinilaminas, dose recomendada do fungicida: 100 mL /100 L.

0 Azoxistrobina e ciproconazol - fungicida sistémico do grupo das

estrobilurinas e triazois, dose recomendada do fungicida: 400 mL /100

L.
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Todos os fungicidas foram incorporados ao meio de cultura BDA
fundente (50 °C) nas doses recomendadas pelo fabricante ¢ no dobro da dose
recomendada. Como tratamento testemunha, foi usada uma placa de Petri
contendo apenas o meio de cultura BDA.

Para avaliar o crescimento micelial, no centro de cada placa foi colocado
um disco de 9 mm de didmetro do micélio da cultura pura dos isolados de B.
cinerea. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
repeti¢oes por tratamento, sendo uma placa de Petri uma unidade experimental.
As placas foram acondicionadas em cdmara de crescimento do tipo BOD a 23°C,
com fotoperiodo de 12 horas. Foi realizada a medi¢do do diametro das colonias,
em posi¢do ortogonal a cada 24 horas até que um tratamento atingisse o
diametro total da placa de Petri.

Os valores obtidos foram utilizados para o calculo do “Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial”, empregando a equagao:

Eid—da}

IVOM = , na qual: IVCM= Indice de Velocidade de Crescimento

Micelial, D= diametro médio atual da colonia, Da= didmetro médio da colonia
do dia anterior, N=numero de dias apos a inoculagao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
posteriormente ao teste de Skott Knott (p < 0,05) para o agrupamento das
médias, através do software R (R Development Core Team, 2012). Os graficos

foram plotados com o software Sigma Plot 12.0.

3.3 Experimentos in vitro

Nas etapas in vitro foram realizados experimentos referentes a
bioatividade dos o6leos essenciais em relacdo aos patégenos, a sensibilidade de
Botrytis cinerea aos fungicidas e o antagonismo de Trichoderma a patdgenos de

morangueiro.
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3.3.1 Bioatividade de éleos essenciais no crescimento micelial de Botrytis
cinerea, Colletotrichum gloesporioides e Colletotrichum acutatum

Para os testes de crescimento micelial dos patégenos, foram empregados
os Oleos essenciais de capim-limdo, palmarosa, citronela, cravo, canela, menta,
lavanda, tangerina, eucalipto, melaleuca, alecrim e laranja; nas concentragoes de
125 e 1000 ppm e os isolados de B. cinerea (CM2065), C. gloesporioides
(UFLAT) e C. acutatum (UFLA2).

Essas concentragdes foram escolhidas baseadas em experimentos
preliminares com os 6leos essenciais, nos quais foram testados dois 6leos, menta
e capim-limdo, nas concentragdes de 125, 250, 500 ¢ 1000 ppm para os trés
patdégenos. A concentragdo de 125 ppm apresentou os primeiros resultados para
0 oleo de capim-limdao em relagdo a reducdo do crescimento micelial dos
patdégenos e a concentragdo de 1000 ppm inibiu completamente os patégenos,
por isso, essas concentracdes foram escolhidas para os testes posteriores com

todos os 6leos essenciais (Figura 1).

Figura 1 Testes preliminares para escolha das concentragdes a serem utilizadas nos
experimentos in Vitro para Botrytis cinerea. A — dleo essencial de capim-
limdo, B — 6leo essencial de menta. Acima, concentragdes de 125, 250, 500 e
1000 ppm e abaixo, testemunha.
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Os oleos essenciais foram incorporados ao meio de cultura BDA
fundente (50 °C) juntamente com o agente surfactante Tween 20 (0,05 mL).

Como tratamento testemunha, foi usada uma placa de Petri contendo
apenas o meio de cultura BDA. Como comparagdo, adotou-se um padrdo
quimico considerado eficiente no combate dos patdgenos de morangueiro,
representado por um fungicida a base de tiofanato metilico, incluido ao meio de
cultura na dose 1000 ppm. Contudo, por apresentar inibigdo completa do
crescimento dos patdgenos o fungicida ndo foi considerado para as analises
estatisticas.

Para a avaliacdo do crescimento micelial, foi colocado no centro de cada
placa, um disco de 9 mm de didmetro do micélio da cultura pura do patéogeno. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2
(duas concentragdes — 125 e 1000ppm) x 12 (tratamentos com 6leos essenciais)
+ 1 (testemunha). Foram feitas trés repeti¢cdes por tratamento, sendo uma placa
de Petri uma unidade experimental.

As placas foram acondicionadas em cdmara de crescimento do tipo BOD
a 23 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Foi realizada a medicao do didmetro das
coldnias, em posicao ortogonal a cada 24 horas até que um tratamento atingisse
o didmetro total da placa de Petri.

Os valores obtidos foram utilizados para o calculo do “Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial”. Para analise estatistica, os valores obtidos
nos tratamentos foram submetidos a analise de varidncia e quando significativos
foram submetidos ao teste Skott Knot (p < 0,05) com o auxilio dos programas
computacionais SAS (SAS INSTITUTE, 1998) e R (R Development Core

Team, 2012). Os graficos foram plotados com o software Sigma Plot 12.0.

3.3.2 Producdao de conidios e germinacao de conidios de Botrytis cinerea
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A producdo e a germinag@o de esporos foi realizada para, empregando o
isolado CM 2065 de B. cinerea.

A produgdo de conidios foi avaliada apds o total crescimento do
patogeno nas placas de Petri. Para cada placa foram adicionados 20 mL da
solucdo 4gua destilada e Tween 20 (0,01%) autoclavados. A superficie da
colonia foi raspada com auxilio de Alga de Drigalsky. Os esporos de cada placa
foram filtrados em gaze e acondicionados em béquer.

Para cada suspensdo de esporos, quatro aliquotas de 0,1 mL foram
transferidas, separadamente, para uma ldmina de hemacitdmetro, na qual foi
realizada a contagem de esporos com o emprego de microscopio Optico. Os
dados médios de quatro contagens foram considerados segundo a quantidade de
conidios produzidos na area total de cada placa de Petri. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes por tratamento,
e a unidade experimental composta por uma contagem efetuada no
hemacitdmetro.

A germinagdo de esporos foi avaliada realizando a contagem de esporos
germinados do patogeno. Para isso, os mesmos 6leos essenciais na concentracio
1000 ppm foram misturados ao agente dispersante Tween 20 (0,05 mL) e
incorporados ao meio de cultura 4gar-agua em placas de Petri.

Paralelamente, uma suspensdo de esporos (10°) do patogeno foi
elaborada e disposta em gotas sobre o meio de cultura. Esses esporos foram
obtidos pela raspagem de uma placa de Petri que continha uma coldnia crescida
do patogeno por sete dias, sendo os esporos transferidos para um béquer
contendo agua destilada estéril.

Para a inoculagdo, foram utilizados 20 pL da suspensdo de conidios,
dispostas sobre o meio de cultura. Apos a inoculagdo, as placas permaneceram
em temperatura de 23°C por 24 horas. O crescimento dos conidios foi paralisado

com a aplicagdo de solugdo de azul de lactofenol.
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Realizou-se a avaliagdo, com a contagem de 50 conidios, por repetigdo,
com auxilio de microscopio Optico. A partir dos dados de conidios germinados
foi obtida a porcentagem de germinagdo. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes por tratamento, representadas
por quatro contagens, totalizando duzentos conidios por tratamento.

Para analise estatistica, os valores obtidos nos tratamentos foram
submetidos a analise de variancia, transformados quando necessario, € quando
significativos foram submetidos ao teste de Tukey com o auxilio do programa

computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1998).

3.3.3 Bioatividade de componentes volateis de 6leos essenciais no

crescimento micelial de Botrytis cinerea

Os mesmos Oleos essenciais testados anteriormente (capim-limao,
palmarosa, citronela, cravo, canela, menta, lavanda, tangerina, eucalipto,
melaleuca, alecrim e laranja) foram pipetados sobre papéis de filtro esterilizados
(0,5 cm de diametro) colocados em trés pontos equidistantes sobre o meio de
cultura BDA vertido previamente em placas de Petri. Em cada ponto colocou-se
uma aliquota de 5 pL, totalizando 15 pL por placa de Petri, sem que houvesse
escorrimento sobre o meio BDA.

Essa metodologia foi adotada por ndo haver concordancia em literatura
entre as metodologias utilizadas para esse tipo de analise. O presente método
permite a realizagdo do experimento em condigdes livres de contaminagdo, visto
que todo o material empregado pode ser esterilizado.

Apds a colocagdo dos odleos essenciais, no centro de cada placa foi
colocado um disco de 9 mm de didmetro do micélio da cultura pura do patogeno.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢des
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por tratamento, sendo uma placa de Petri uma unidade experimental. As placas
foram acondicionadas em cadmara de crescimento do tipo BOD a 23 °C.

Foi realizada a medi¢ao do didmetro das col6nias, em posi¢ao ortogonal
a cada 24 horas até que um tratamento atingisse o diametro total da placa de
Petri. Os valores obtidos foram utilizados para o calculo do “Indice de
Velocidade de Crescimento Micelial”.

Para analise estatistica, os valores obtidos nos tratamentos foram
submetidos a andlise de variancia quando significativos foram submetidos ao
teste de Skott Knot (p < 0,05) com o auxilio do programa computacional R (R
Development Core Team, 2012). Os graficos foram plotados com o software
Sigma Plot 12.0.

3.3.4 Manejo de resisténcia de Botrytis cinerea com 6leos essenciais

A partir dos resultados anteriores, foram escolhidos dois o0leos
essenciais, capim-limao e canela, com boa eficiéncia na reducdo do crescimento
micelial do patdgeno B. cinerea para avaliar no isolado resistente ao principio
ativo tiofanato metilico (CM 2066).

O experimento seguiu a mesma metodologia empregada no ensaio de
crescimento micelial, no qual os 6leos foram incorporados ao meio de cultura.
Contudo, foram testadas as concentragdes de 125, 250, 500 e 1000 ppm para os
dois 6leos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
repeticdes por tratamento, sendo uma placa de Petri uma unidade experimental.

As placas foram acondicionadas em camara de crescimento do tipo BOD
a 23 °C, fotoperiodo de 12 horas. Foi realizada a medi¢cdo do didmetro das
colonias, em posi¢cdo ortogonal a cada 24 horas até que um tratamento atingisse
o diametro total da placa de Petri. Os valores obtidos foram utilizados para o

calculo do “Indice de Velocidade de Crescimento Micelial”.
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Para analise estatistica, os valores obtidos nos tratamentos foram
submetidos & andlise de variancia e quando significativos foram submetidos a
analise de regressdo com o auxilio dos programas computacionais SAS (SAS
INSTITUTE, 1998). Os graficos foram plotados com o software Sigma Plot
12.0.

3.3.5 Antagonismo de Trichoderma spp. a Botrytis cinerea e Colleotrichum
acutatum

Para obtencdo dos isolados de Trichoderma coletaram-se amostras de
solo de diferentes areas (lavoura experimental convencional, lavoura
experimental organica, lavoura comercial convencional de morangueiro e area
de floresta nativa). Das amostras foram pesados 10 g de solo e adicionados 40
mL de agua destilada, apds agitacdo, foi realizada uma diluicdo seriada em tubos
de ensaio contendo agua destilada esterilizada. De todos os tubos de ensaio da
série foram pipetados 1 mL e plaqueados em placa de Petri contendo meio BDA.
Apobs 48 horas foram feitas culturas puras das colonias de Trichoderma. Da
prospecgao realizada foram selecionados quatro isolados. Foram utilizados mais
dois isolados, um de Trichoderma virens e outro de Trichoderma harzianum
(Tabela 2). E os isolados de B. cinerea (CM2066) e C. acutatum (UFLA2).

Tabela 2 Isolados de Trichoderma empregados nos experimentos de antagonismo.

Identificacdo  Local de obtencdo do isolado

T1 isolado obtido de area organica

T2 isolado obtido de area convencional

T3 Trichoderma virens

T4 Trichoderma harzianum

T5 isolado obtido de lavoura comercial convencional
T6 isolado obtido de area de floresta nativa

Para o teste de antagonismo em confrontagdo direta foi colocado em um

dos lados de uma placa de Petri, contendo BDA, um disco com 9 mm de
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didmetro de micélio dos fungos patogénicos (B. cinerea e C. acutatum) e no
outro lado um disco de Trichoderma, de forma opostas ¢ equidistantes um disco
do outro. As placas foram incubadas a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas,
durante sete dias. Apds esse periodo foi observada a presenga de halo de inibi¢do
e avaliado o diametro médio das coldnias do fitopatdgenos e antagonistas, com
auxilio de régua milimetrada.

Para o teste de metabolitos ndo volateis, utilizou-se uma folha de papel
celofane cobrindo a superficie do meio BDA em uma placa de Petri. Sobre o
papel celofane foi colocado um disco de micélio dos isolados de Trichoderma
spp. centralmente, sendo as placas incubadas a 25 °C por 48 horas, com
fotoperiodo de 12 horas. Apos esse periodo retirou-se o papel celofane,
juntamente com a coldnia de Trichoderma formada. As placas foram invertidas,
adicionando-se 10 mL de cloroférmio na parte inferior (tampa), visando eliminar
residuos estruturais de Trichoderma. Apos a evaporagio do reagente, voltou-se a
posicdo original das placas de Petri, e sobre essas foi colocado um disco de
micélio dos patogenos. Os fungos foram incubados a 25 °C, sobre o fotoperiodo
de 12 horas luz. Apds sete dias mediu-se o didmetro médio do crescimento dos
patogenos.

Para o teste de metabolitos volateis, placas de Petri de igual tamanho,
contendo meio BDA, foram posicionadas umas sobre as outras. Na extremidade
inferior da placa, plaqueou-se um disco contendo micélio dos isolados de
Trichoderma e na superior plaqueou-se discos de um dos patdégenos. As placas
foram vedadas lateralmente com filme plastico, incubando-se a 25 °C, durante
sete dias, sob fotoperiodo de 12 horas. A avalia¢do foi realizada medindo-se o
didmetro das colonias em confrontagdo, comparando-se com a testemunha
constituida apenas de placas com os patdgenos.

Para o teste de metabolitos termoestaveis foram colocados em

erlernmeyers discos de 9 mm dos isolados de Trichoderma com 150 mL de meio
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liquido, mantendo por sete dias de crescimento em mesa agitadora a 120 rpm.
Apds esse periodo, o contetdo foi filtrado e autoclavado, vertendo 25% em meio
BDA fundente (50 °C).

Apos a solidificacdo dos meios de cultura foram plaqueados discos de
micélio dos patogenos com 9 mm de didmetro no centro das placas de Petri, que
foram incubadas a 25 °C, sob o fotoperiodo de 12 horas. A testemunha foi
constituida apenas com placas contendo os fitopatdogenos e meio BDA, apos sete
dias mediu-se o didmetro médio do crescimento micelial dos patogenos.

Para a interacdo de hifas utilizou-se metodologia semelhante ao cultivo
pareado inserindo uma laminula de vidro de 24 x 40 mm previamente
esterilizada posicionada centralmente entre as colonias do antagonista
Trichoderma spp. e os patogenos. Os fungos foram incubados a 25 °C durante
sete dias sob o fotoperiodo de 12 horas. Apos esse periodo, as laminulas foram
retiradas e montadas em ldminas microscopicas para observacao no microscopio
optico.

Todos os experimentos in vitro foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticdes. Para analise estatistica, os valores
obtidos nos tratamentos foram submetidos a analise de variancia, quando
significativos foram submetidos aos testes de Skott Knot (p < 0,05) com o
auxilio do programa computacional R (R Development Core Team, 2012). Os

graficos foram plotados com o software Sigma Plot 12.0.
3.4 Testes in vivo para o controle de Botrytis cinerea do morangueiro
Com intuito de confirmar os resultados obtidos in vitro, bem como testar

em condi¢gdes simulando as reais, com a interacdo entre o patéogeno e o

hospedeiro, os mesmos 6leos testados no primeiro experimento foram testados
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em discos de folhas de morangueiro conforme a metodologia adaptada de
MACHADO; BETTIOL (2010).

Foram empregados periodos diferentes de dispensagdo dos o6leos
essenciais: antes do patdégeno, simultaneamente e posteriormente a inoculagdo
do patdgeno. Foi adotada a concentracao de 1000 ppm.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 (periodos de dispensacdo dos dleos essenciais) x 13 oleos essenciais +
2 (testemunha e fungicida). Foram feitas trés repeticdes por tratamento, com 10
discos de folha por repeti¢ao, contidos em uma placa de Petri.

Discos das folhas foram retirados de plantas de morangueiro saudaveis
cultivadas em condigdes normais mantidas em casa de vegetacdo. Os discos de
folha obtidos com o auxilio de um perfurador (1,2 mm de didmetro) foram
desinfestados superficialmente com uma solugdo de hipoclorito de sodio 2%
(por 1 min), etanol 70% (por 1 min) e agua destilada esterilizada (por 1 min.
duas vezes).

Apds a desinfestacdo, os discos foram separados por tratamento, num
total de 10 discos cada, sendo transferidos para placas de Petri contendo uma
folha de papel de filtro esterilizado umedecido com agua destilada esterilizada.
Os tratamentos com o0s Oleos essenciais ¢ o fungicida foram aplicados
pulverizando os discos de folha até o completo molhamento. Para a pulverizag¢ao
foi empregado o adjuvante alquil-fenol-poliglicoléter na dose de 10 mL.100 L™,
Apds a aplicacdo dos tratamentos as placas de Petri fechadas foram mantidas em
condi¢do ambiente.

No terceiro dia apos a inoculacdo do patogeno, segundo as diferentes
épocas de dispensacdo do oOleo essencial, os discos foram transferidos para

placas de Petri com meio PCA (paraquat cloranfenicol agar).
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A avaliagdo das folhas foi realizada cinco dias ap6s a colocacdo no meio
PCA, os valores de incidéncia foram transformados em porcentagem em relagdo
ao numero de bolinhas cobertas pelo patdégeno para cada repetigao.

Os dados obtidos nos tratamentos, separadamente para cada um dos
tempos de dispensacdo do oOleo essencial, foram submetidos a andlise de
variancia e submetidos ao teste de Tukey (p<0,05) com o auxilio do programa
computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1998), o grafico foi plotado no software
Sigma Plot 12.0.

3.5 Oleos essenciais no controle de patdgenos do morangueiro em campo

O experimento foi realizado na drea experimental do setor de
Olericultura do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras, localizado nas coordenadas geograficas 21°14°30”S e 45°00°10°W, e
918 m de altitude, em um Latossolo Vermelho Distroférrico. Os dados
climatolégicos referentes a pluviosidade foram obtidos da estacdo meteorologica
no Setor de Agrometeorologia do Departamento de Engenharia da Universidade
Federal de Lavras.

As mudas das cultivares de morangueiro Oso Grande e Aromas foram
obtidas de produtores de mudas do municipio de Bom Repouso-MG. A area
experimental passou por gradagem, seguida de encanteiramento mecanizado,
sendo os canteiros de 1,20 m de largura com aproximadamente 20 cm de altura.
O espacamento entre plantas empregado foi de 0,25 m x 0,25 m.

Anteriormente ao preparo foi realizada uma amostragem de solo para
avaliar das caracteristicas de fertilidade do solo, ndo sendo necessaria a
realizagdo de calagem, devido as condi¢des otimas para o desenvolvimento da
cultura (Saturacdo por Bases de 80%). A adubag@o consistiu de composto

organico na dosagem de 3 Kg.m?, incorporados superficialmente nos canteiros.
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Ap6s o transplantio das mudas, os canteiros foram cobertos com filme
de polietileno preto (moulching) de 150 mm de espessura para o controle de
plantas espontaneas. A irrigacao foi feita por aspersdao seguindo as necessidades
da cultura. Durante o desenvolvimento da cultura aplicacdes semanais por
pulverizagdo de biofertilizante foram realizadas, sempre ap6s a realizagdo das
colheitas e antes a aplicacdo dos tratamentos. O controle de herbivoros foi
realizado pelo cercamento da area com polietileno.

O biofertilizante foi elaborado com a seguinte formulagdo: 1 L de leite,
500 g de rapadura moida, 200 g de farinha de osso, 200 g de calcario, 200 g de
fosfato de Araxa, 100 L de 4gua ndo clorada e 20 Kg de esterco bovino fresco.
Todos os componentes foram mantidos sob fermentacdo anaerdbica, em
bombona plastica, por 15 dias.

O delineamento experimental foi de blocos inteiramente casualizado,
constando de trés repeti¢des. A unidade experimental foram parcelas de 1,8 m de
comprimento x 1,2 m de largura, sendo 20 plantas e area util avaliada de 12
plantas (Figura 5).

Os tratamentos para o controle de doengas constaram dos oOleos
essenciais de capim-limdo, canela, menta (dose 1000 ppm) e propolis (2000
ppm). O propolis foi usado por apresentar resultados interessantes no controle de
patdgenos em outros experimentos in Vvitro, podendo servir como comparagdo
com os 6leos essenciais nas condi¢des de campo.

Os oleos foram escolhidos como sendo os agentes com efeitos positivos
com menores custos de aquisicdo, disponibilidade no mercado regional, e
produtos originarios de espécies cujos metabolitos secundarios foram diferentes
segundo a andlise quimica realizada. Como controle positivo, da mesma forma
que nos testes anteriores foi feita uma testemunha (controle negativo), com
aplicacdo apenas de agua e um tratamento com o indutor de resisténcia

acibenzolar — S - metil na dose recomendada pelo fabricante (0,1 g.L™).
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Para a aplicagdo foi utilizado pulverizador costal a base de CO,. Os
tratamentos foram misturados ao adjuvante alquil-fenol-poliglicoléter na dose de
10 mL.100 L™, que possui a fungdo de espalhante adesivo. As aplica¢des dos
tratamentos foram realizadas semanalmente, no inicio da florag¢do da cultura.

O desempenho agronomico das cultivares, mediante os tratamentos
aplicados, foi avaliado pela andlise de variaveis relacionadas a produgdo,
numero de frutos/parcela; massa média de frutos/parcela; classificacdo dos
frutos. Os valores médios obtidos nos tratamentos foram submetidos a analise de
variancia e submetidos ao teste de Tukey (p < 0,05) com o auxilio do programa
computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1998).

Para o monitoramento no campo de mofo cinzento e antracnose foram
realizadas duas analises mensais, a partir do inicio de produg¢do dos morangos,
visualmente, avaliando-se a incidéncia dessas doengas nas parcelas. Para a
avaliacdo de mofo cinzento, antracnose e podriddes em geral, apos a colheita e
afericdo da massa, foram selecionados aleatoriamente 12 frutos por repeticdo e
acondicionados em embalagens plésticas proprias para a comercializacdo de
morangos ou semelhantes as mesmas. Essas embalagens foram mantidas em
ambiente controlado simulando condi¢des de mercado com temperatura

variando entre 15 a 20 °C.

3.6 Pés-colheita de frutos de morangueiro sob acédo de 6leos essenciais

Foram realizadas as seguintes analises em pos-colheita: pH, Soélidos
Soluveis Totais, Acidez Total Titulavel e obtido o valor para o ratio,
representado pela relagdo Solidos Soluveis Totais pela Acidez Total Titulavel.

Depois de colhidos, os frutos de cada parcela foram armazenados em
recipientes plasticos e em ambiente refrigerado, pelo fato de que se tornam

facilmente deterioraveis apds a colheita, até o momento das analises. Amostras
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foram selecionadas de acordo com a uniformidade de cor, tamanho e auséncia de
injurias mecanicas e fisiologicas. Nao foi feito nenhum tipo de sanitizacdo dos
frutos para a realizagcdo do experimento.

Para as analises foi retirada uma amostra composta de trés frutos de toda
a colheita obtida de cada uma das trés parcelas dos tratamentos. Dessas amostras
retirou-se 10 g dos frutos de morango da por¢do mediana. Apos a pesagem,
acrescentou-se 50 mL de agua destilada e as amostras foram homogeneizadas
com o auxilio de um mixer comum. O extrato de cada amostra foi dividido em
trés partes para as devidas analises.

Para a medicdo do pH, utilizou-se diretamente o extrato aquoso, em
potenciometro digital de bancada, pH/mV/temperatura, faixa de 0 a 14, modelo
PHS-3-B, marca PHTEK, conforme técnicas desenvolvidas pelo Instituto
Adolfo Lutz (2005).

Para os Soélidos Soluveis Totais (SST), o mesmo extrato passou por
leitura sélidos soluveis por refratometria, utilizando-se refratometro analdgico
portatil Atago, Master T (faixa de medi¢do de 0 a 33° Brix) com compensagao
automatica de temperatura, sendo os resultados expressos em ° Brix.

A acidez titulavel foi feita por titulacdo com NaOH a 0,1 N em uma
amostra de 10 ml do suco da fruta, expressa em porcentagem de acido citrico (g
de acido citrico. 100 g de tecido fresco), conforme técnicas padronizadas pelo
Instituto Adolfo Lutz (2005).

A relacdo solidos soluveis totais/acidez total titulavel - ratio (SST/ATT)
foi determinada pelo quociente entre as duas varidveis. Uma maior relagdo
SST/ATT representa para os frutos um melhor equilibrio entre o teor de solidos
soluveis e o acido, conferindo sabor mais agradavel, tornando-os mais atrativos.

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a andlise de
variancia, utilizando o pacote estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 1998), ¢ a

comparagdo das médias serd feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.7 Oleos essenciais no controle de patdgenos do morangueiro em pos-

colheita

Os melhores tratamentos obtidos nos experimentos in Vitro, menta,
canela, capim-limdo e eucalipto, foram testados sob diferentes metodologias de
aplicagdo em frutos de morangueiro com a finalidade de avaliar a viabilidade de
aplicacdo desses 6leos neste tipo de tratamento.

As metodologias empregadas foram: imersdo, vaporizagdo e cobertura
com biofilme de amido. Para todos os tratamentos, foram empregados 24 frutos
por tratamento, sendo trés repeticdes de oito frutos em um delineamento
inteiramente casualizado. Os frutos foram obtidos de area organica sem a
aplicacdo de nenhum tipo de tratamento fitossanitario. Depois de colhidos, os
frutos foram armazenados em recipientes plasticos e em ambiente refrigerado,
até o momento de serem aplicados os tratamentos. Amostras foram selecionadas
de acordo com a uniformidade de cor, tamanho e auséncia de injurias mecanicas
e fisiologicas. Nao foi feito nenhum tipo de sanitizagdo dos frutos para a
realizagdo do experimento.

Para a imersdo foram realizados dois experimentos. Preparadas solugdes
de dleos essenciais a 0,1% em agua destilada em béqueres com a capacidade de
500 mL, na qual os frutos foram imersos e mantidos durante um minuto sob
agitacdo, sendo totalmente cobertos pelo liquido. Antes da imersdo os
tratamentos eram agitados por dois minutos para que dispersar o 6leo na agua,
visto que nenhum aditivo foi empregado. Apds a imersdo os frutos foram
retirados, secos ao ar ambiente e embalados em cumbucas plasticas.

Para a vaporizagdo os frutos foram acomodados em embalagens
plasticas com a colocag@o de gotas de 6leo essencial (20 pL por cumbuca) em

papel de filtro afixado na tampa das embalagens (Figura 3) .
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Figura 3 Metodologia da vaporizag@o dos frutos de morangueiro.

Quanto a cobertura com biofilme de amido, os frutos foram imersos em
formulagdo de fécula de mandioca. Essa formulagdo foi obtida pelo aquecimento
sob agitacdo da suspensdo da fécula em agua, na concentracdo de 3% de fécula
(material seco).

A suspensido foi colocada em béquer ¢ aquecida a temperatura maxima
de 70 °C, com agitagdo constante, até a geleificacdo da fécula (15 e 20 min).
Nessa suspensao, apos resfriada para temperatura ambiente, foram acrescentados
os Oleos essenciais na concentracdo de 0,1%, evitando a degradacdo dos o6leos
pela temperatura. Apds geleificagdo as suspensdes permaneceram em repouso
até resfriamento a temperatura ambiente. Os frutos foram imersos durante 3
minutos nessas suspensdes € colocados para secar para drenar liquido em
condigdes ambiente. Foram empregadas duas testemunhas, uma coberta pela
fécula sem 6leo essencial e uma sem aplicacdo de fécula e sem 6leo essencial.

Apbds a aplicagdo dos tratamentos os frutos foram acondicionados em
embalagens plasticas e avaliadas a incidéncia de podriddes e de mofo cinzento
em especifico. Os frutos foram obtidos de area com ocorréncia da doenga
garantindo a presenca do indculo inicial.

Com a finalidade de confirmar a cobertura dos frutos pelo amido, dois

frutos de cada tratamento foram submetidos a imersdo em solugdo de Lugol (5 g
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de iodo I ¢ 10 g de iodeto de potassio KI em 100 mL com &gua destilada,
diluido 10 vezes) (Figura 4).

Figura4 Aplicagdo de filmes de amido em morangueiro. A — Comprovagao da
cobertura com o teste com Lugol. B — Frutos recobertos por filme de
amido.

Os frutos foram analisados quanto a incidéncia de mofo cinzento no
quarto dia ap6s a aplicagdo dos tratamentos.

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a andlise de
varidncia, e a comparagcdo das médias sera feita pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade utilizando o pacote estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 1998).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Identificagdo de componentes quimicos dos 6leos essenciais

Dos 12 oleos essenciais escolhidos para realizagdo do trabalho foram
detectados mais de 50 componentes (Tabela 3). Alguns 6leos podem apresentar
um componente predominante, majoritario, como € o caso de cravo (eugenol),
canela (eugenol) e tangerina (limoneno). A presenca desses componentes
majoritarios pode ser responsavel pelo efeito fungicida e/ou fungistatico dos
0leos essenciais. Ou ainda, ter um conjunto de componentes responsaveis por
seus efeitos. Oleos essenciais, pelas suas caracteristicas, apresentam seus
componentes em diferentes concentragdes, ocorrendo um composto majoritario
(cerca de 85% da composicdo total), e outros em menores quantidades, sendo
representados ao todo por cerca de seis componentes (SIMOES; SPITZER,
2000; BURT, 2004).

Componentes majoritarios, como o citral (do 6leo essencial de capim-
limdo, composto pelos isdmeros neral e citral) e o eugenol (dos 6leos essenciais
de cravo e canela), mostraram efeito fungicida semelhante a 6leos que possuem
em sua composi¢do tais compostos inibindo o crescimento micelial, neste
trabalho, dos trés patogenos testados, ou seja, Botrytis cinerea, Colletotrichium
gloesporioides ¢ C. acutatum (KISHORE et al., 2007; NERI et al., 2007,
COMBRINCK et al., 2011). Contudo, esses componentes majoritarios podem
apresentar menor atividade em relag@o ao 6leo essencial completo demonstrando
a importdncia do efeito sinergistico dos elementos-traco (MOUREY;
CANILLAC, 2002).

Variagdes nessa composicdo do 6leo essencial podem ser influenciadas
ainda pelas condi¢gdes geograficas/ambientais nas quais a planta se encontra, a

sazonalidade de colheita, disponibilidade de agua, condi¢des de solo, exposi¢cdo
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a radiacdo UV, ritmo circadiano, disponibilidade de nutrientes, ataque de
patogenos ou herbivoros; alterando a quantidade dos componentes tanto
majoritarios quanto minoritarios, visto que os 6leos essenciais sdo oriundos do
metabolismo secundario das plantas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A partir das andlises dos 6leos essenciais, neste estudo, com excecdo de
tangerina e laranja, os o6leos que apresentaram destaque para componentes
majoritarios apresentaram maiores taxas de inibi¢do como sera observado nos
proximos itens.

Tangerina e laranja, com destaque para o limoneno, ndo demonstraram
controle para os patdgenos testados. Limoneno, ndo apresenta boa atividade
fungicida ou fungistdtica em alguns patossistemas mesmo como composto
purificado (ROZWALKA, 2010; COMBRINCK et al., 2011).

A eficacia de outros oOleos, que ndo possuem um componente
majoritario, como € o caso de citronela ou mesmo dos elementos-trago dos 6leos
que o possuem, deve-se ao efeito sinergistico entre os componentes-traco do
oleo essencial, levando a efetividade no controle de microrganismos (BURT,

2004; KISHORE et al., 2007; COMBRINCK et al., 2011).



Tabela 3 Porcentagem de area de componentes majoritarios de Oleos essenciais, separados segundo familia boténica,
identificados em cromatdgrafo a gés acoplado a detector de massas (GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu)

Nome vulgar ~ Nome Cientifico Componente Majoritario 2° Componente 3°Componente 4° Componente 5° Componente
Poaceae

Capim-limdo  Cymbopogon citratus Geranial (38,67%) Neral (32,40%) Myrceno (13,88%) Geraniol (2,79%) Verbenol (1,32%)
Citronela Cymbopogon nardus Citronelal (23,7%) Geraniol (16,48%) Oct-7-enol (13,14%) Elemol (5,14%) Citronelil isobutirato (4,89%)
Palmarosa Cymbopogon martini Geraniol (73,86%) Geranil Acetato (27,65%) Linalol (12,14%) E - B -Ocimene (3,77%) a-Himachalene (1,46%)
Myrtaceae

Eucalipto Corymbia citriodora Citronelal (30,45%) Oct-7-enol (15,23%) Isopulegol (13,83%) Fenchyl acetato (8,43%)  Eucaliptol (2,71%)
Melaleuca Melaleuca alternifolia Terpinen-4-ol (26,64%) yterpineno (8,81%) Eucaliptol (5,67%) a terpineno (6,07%) Cimeno (5,45%)

Cravo Syzigium aromaticum Eugenol (77,81%) o humuleno (14,56%) 6 cadineno (3,03%) Oxido Cariofileno (1,43%)

Lauraceae

Canela Cinnamomum zeilanicum Eugenol (53,38%) a himachaleno (9,44%)  Biciclogermacreno (7,61%) Linalol (3,47%) Nerolidol (3,08%)
Lamiaceae

Menta Mentha pipertita Mentol (38,14%) Mentona (36,96%) Menthyl acetato (7,17%) o Himachaleno (5,36%) Eucaliptol (4,96%)
Lavanda Lavandula hybrida Octil Acetato (21,00%) Linalol (15,03%) Isobornil acetato (11,26%) Canfora (11,16%) a Himachaleno (6,86%)
Aecrim Rosmarinus officinalis Eucaliptol (27,25%) Canfora (21,21%) Pineno (16,68%) Canfeno (9,89%) a terpineol (4,30%)
Rutaceae

Tangerina Citrus nobilis var. tangerinae  Limoneno (97,02%) Mirceno (1,50%) Pineno (0,34%)

Laranja Citrus sinensis var. dulcis Limoneno (94,13%) Mirceno (3,50%) Pineno (0,68%) Caprialdeido (0,59%) Sabineno (0,47%)

gs
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4.2 Sensibilidade de isolados de Botrytis cinerea a fungicidas

Nos testes in vitro com o fungicida benzimidazol, tiofanato metilico, o
isolado de CM 2065, origindrio de Lavras - MG, demonstrou diferencas
significativas, testado a partir de 500 ppm ja apresentava reducdo de 50% do
crescimento micelial, a partir de 1000 ppm ndo havia mais crescimento do
fungo.

Para o isolado CM 2066, originario de Tocos do Moji- MG, houve
diferencas significativas, em todas as concentragdes empregadas houve
crescimento micelial, em 4000 ppm, aproximadamente quatro vezes a dose
recomendada, a reducdo do crescimento micelial foi minima (Figura 5).

Caracterizando resisténcia a esse principio ativo.
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Figura 5 Indice de Velocidade de Crescimento Micelial do isolado CM 2066, originério
de Tocos do Moji- MG de B. cinerea sob agdo do fungicida a base de tiofanato
metilico.

As reagdes dos isolados foram diferentes diante a aplicacdo dos
fungicidas, havendo diferencas significativas. Todos os fungicidas empregados
apresentaram diferencas significativas exceto tiofanato metilico empregado

sobre o isolado CM 2066.



57

Para o isolado CM 2065 houve diferengas significativas. Sendo os
fungicidas a base de tiofanato metilico, fluazinan e azoxistrobina +
ciproconazole (Az+Cp) inibiram o crescimento do patégeno. Procimidona no
dobro da dose apresentou 88% e na dose recomendada 55% de reducdo do
crescimento micelial. O fungicida a base de cobre apesar de diferir da
testemunha apresentou apenas 17% (dose recomendada) ¢ 20% (dobro da dose)

de reducdo do crescimento do patdgeno (Figura 6).
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Figura 6 Indice de Velocidade de Crescimento Micelial de B. cinerea sob agdo de
fungicidas. Barras para cada efeito, com letras mintsculas distintas diferem
pelo teste de Scott Knott (p<0,05).
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Para o isolado CM 2066 de Tocos do Moji — MG, apenas o fungicida
composto (estrobirulina e triazol), em ambas as doses, inibiu completamente o
crescimento micelial do patégeno. Apesar de quinze dias apds a ultima avaliagdo
do experimento algum crescimento foi observado no disco de micélio inicial,
contudo, ndo sendo possivel mensurar. Houve crescimento do patégeno em
todos os outros fungicidas empregados diferindo estatisticamente da testemunha,
exceto para o tiofanato metilico, que foi semelhante a testemunha, reduzindo 7%
(dose) e 9% (dobro da dose recomendada) o crescimento do patdégeno. Cobre na
dose recomendada e no dobro da dose reduziram em 17 e 36% do crescimento
do patdégeno. A procimidona nas duas doses reduziu em 46% e fluazinam na
dose recomendada 45%, no dobro da dose 56% do crescimento micelial. Dessa
forma, para o isolado resistente foi necessario a mistura de fungicidas para o
controle in vitro.

Por volta dos anos 70 do século passado, iniciaram-se os relatos de
isolados de B. cinerea resistentes ao benomil no Reino Unido (JORDAN;
RICHMOND, 1974). Washington et al. (1992) observaram na Australia isolados
resistentes a benomil, iprodione e dichlofluanid em morangueiro. Na Alemanha,
Weber (2011) testou 353 isolados de B. cinerea de vérias pequenas frutas, dentre
elas o morango, em relagdo a resisténcia a fungicidas; 40,53% apresentaram
resisténcia a tiofanato metilico, 76,8% a trifloxystrobin e 64% a iprodione.

No Brasil ha casos de resisténcia de B. cinerea citada para eucalipto
(ALFENAS et al., 1999; SILVA; COELHO, 2003). Em relacdo a isolados de B.
cinerea de morangueiro e resisténcia a fungicidas ndo foram encontrados relatos,
apesar de serem citados por produtores.

Pela avaliagdo dos isolados com os fungicidas notou-se a necessidade de
alteragdo das formas de manejo para a cultura, com o registro de novos produtos

visando uma rotacdo de fungicidas, estratégia de controle da resisténcia de
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fungos; além da adocdo de praticas preventivas, como a erradicacdo de restos

culturais.

4.3 Experimentos in vitro

Os resultados dos experimentos in vitro sdo demonstrados a seguir.

4.3.1 Bioatividade de 6leos essenciais no crescimento micelial de Botrytis

cinerea, Colletotrichum gloesporioides e Colletotrichum acutatum

Para Botrytis cinerea, a analise do fatorial demonstrou interagdo
significativa entre as concentragdes e os tratamentos, sendo que a maior
concentragdo apresentou agdo superior em relagdo a menor concentragdo, quanto
aos tratamentos houve diferencas significativas entre eles (Figura 7).

Para a menor concentracdo, os 6leos essenciais de tangerina, alecrim,
laranja, lavanda e eucalipto ndo apresentaram diferencas significativas em
relagdo a testemunha com reducdo do crescimento micelial de 5, 5, 7, 8 ¢ 8%,
respectivamente. Os 6leos de melaleuca, menta e citronela reduziram em 10, 13,
13% respectivamente, o crescimento micelial do patogeno, diferindo do grupo
da testemunha ¢ dos oleos de cravo, palmarosa e canela. Esses oleos
apresentaram 28, 31 ¢ 41% de reducdo do crescimento micelial de B. cinerea,
diferindo dos demais tratamentos.

Para a maior concentracdo, testemunha, tangerina, laranja, alecrim nao
diferiram significativamente. Lavanda apresentou redugdo do crescimento
micelial de 15%; melaleuca, 48%; cravo, 65%; citronela, 80%; palmarosa, 85%
todos diferindo entre si, da testemunha e dos 6leos de eucalipto, menta, canela e
capim-limao. Dentre esses 6leos, capim-limdo e canela inibiram completamente
o crescimento micelial do patdogeno enquanto eucalipto e menta reduziram 91%

e 97% do crescimento micelial.
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Figura 7 Indice de Velocidade de Crescimento Micelial de Botrytis cinerea sob agio
de 6leos essenciais em duas concentragdes. Barras para cada efeito, com

letras mintsculas distintas diferem pelo teste de Scott Knott (p<0,05).
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Para C. gloesporioides, também foi observada interagdo significativa
entre as concentragdes e os tratamentos, sendo que a maior concentragdo
apresentou melhores resultados, reduzindo o crescimento micelial do patogeno
(Figura 8).

Analisando por fator, na menor concentragdo de 200 ppm, todos os dleos
essenciais apresentaram diferencgas significativas em relagdo a testemunha,
contudo, o que apresentou o melhor resultado foi o 6leo de canela com 54% de
reducdo do crescimento micelial. Capim-limdo, cravo e eucalipto apresentaram
reducdo de 31, 43 e 35% de redugdo do crescimento micelial, respectivamente,
diferindo da testemunha do 6leo de canela e dos demais 6leos. Os outros 6leos
apresentaram valores intermediarios em relagdo ao crescimento micelial, com
valores que variaram de 16 a 26%.

Na maior concentracdo empregada (1000 ppm), novamente todos os
6leos mostraram eficiéncia em relacdo a testemunha, diferindo estatisticamente.
Cravo, capim-limao, canela e palmarosa, inibiram completamente o crescimento
do patdgeno (100%). Os odleos de citronela, eucalipto e menta reduziram em 83,
71 e 60% o crescimento micelial, respectivamente. Os demais 6leos apesar de
diferirem da testemunha apresentaram valores intermedidrios em relacdo ao
crescimento micelial.

Para C. acutatum (Figura 9), novamente, houve interacdo significativa
das concentragdes com os tratamentos, prevalecendo os melhores resultados para
reducdo do crescimento micelial para a concentracdo de 1000ppm.

Na analise por fator, para a menor concentragdo (200 ppm) apenas os
6leos essenciais de citronela, palmarosa, cravo, canela e capim-limio
promoveram reducdo do crescimento micelial do patégeno, com destaque para
os 6leos essenciais de cravo e canela, que reduziram 33 e 53% o crescimento

micelial do patdgeno.
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Indice de Velocidade de Crescimento Micelial de Colletotrichum acutatum
sob acdo de 6leos essenciais em duas concentragdes. Barras para cada efeito,
com letras minusculas distintas diferem pelo teste de Scott Knott (p<0,05).



63

1 a

Testemunha ﬁ— 5
b

! J
Tangerina c

g
Palma Rosa c

I 1 d

Meta ‘— c
[

Mstaleuca ‘— c
c

Lavanda ‘— c

Laranja

[ 1 b

Tratamentos

Eucalipto

Citronela

Cravo

Capim Liméao

Canela

Alecrim

0 5 10 15 20 25
indice de Velocidade de Crescimento Micelial

I Concentrag&o 125 ppm
[ Concentrag&o 1000 ppm

Figura 9 Indice de Velocidade de Crescimento Micelial de Colletotrichum
gloesporioides sob agdo de dleos essenciais em duas concentragdes. Barras
para cada efeito, com letras mintisculas distintas diferem pelo teste de Scott
Knott (p<0,05).
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Para a maior concentragdo (1000 ppm), os 6leos de capim-limdo, cravo,
citronela, canela e palmarosa mostraram inibi¢cao do crescimento micelial desse
patdégeno. Melaleuca, citronela e eucalipto reduziram em 37, 25 e 10% o
crescimento micelial do patégeno em relacdo a testemunha. Os demais oOleos
testados ndo diferiram do crescimento do patogeno.

Dos dleos testados, varios 6leos ja apresentam atividade comprovada,
dentre eles os Oleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum (L.) (canela) e
Syzygium aromaticum (L.) (cravo) demonstraram efeito fungicida sobre
crescimento micelial de C. musae, agente etiologico da antracnose em banana e
Lasiodiplodia theobromae e Fusarium proliferatum, agentes etiologicos da
podridao-da-coroa (RANASINGHE et al., 2002).

Os oleos essenciais utilizados nos experimentos de capim-limao e
palmarosa pertencentes a mesma familia botdnica — Poaceae apresentam-se
como constituintes monoterpenoides semelhantes e com relatos de controle de B.
cinerea em outros patossistemas. Seus componentes majoritarios, geraniol e
citral, encontrados na prospec¢do quimica, sdo candidatos a expressiva acdo
apresentada neste trabalho. Nesse contexto, Garcia et al. (2008) relatam a
importante acdo fungicida do citral e outros monoterpenos em relagdo a C.
gloesporioides ¢ C. musae. Outra ag¢do do dleo essencial de capim-limio
(Cymbopogon citratus L.) foi comprovada no patossitema maracuji e C.
gloesporioides, agente causal da antracnose do maracujazeiro, no qual o 6leo
mostrou-se eficiente em testes in vitro, apresentando ainda a vantagem de ser
obtido de uma planta bem adaptada as condigdes de cultivo brasileiras e de facil
obtencdo (ANARUMA et al., 2010).

O dleo essencial de eucalipto em ensaios in vitro mostrou-se eficiente no
controle de C. acutatum do morangueiro, contudo, ndo apresentou resultados
satisfatorios quando testado em vasos em condi¢des de casa de vegetagdo (DIAS

— ARIEIRA et al., 2010).
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Wilson et al. (1997) testaram contra Botrytis cinerea a ago antifingica
de 345 extratos de plantas e 49 6leos essenciais. De todos os 6leos testados os de
palmarosa (Cymbopogon martini), tomilho (Thymus zygis), canela
(Cinnamomum zeylanicum) e cravo (Syzygium aromaticum) apresentaram
melhores resultados na inibicdo do fungo. Esses resultados reafirmam os

resultados deste trabalho com os mesmos 6leos de palmarosa, canela e cravo.

4.3.2 Producdo de esporos e germinacao de conidios de Botrytis cinerea

Em relagdo a producdo de conidios de B. cinerea sobre ag¢do de 6leos
essenciais houve diferencas significativas, capim-limdo, palmarosa, menta,
eucalipto, cravo, canela inibiram completamente a esporulacao do fungo (Tabela
4). Apesar de apresentar crescimento micelial, exceto para capim-limdo e
palmarosa, o patdégeno nao produziu esporos no periodo avaliado. O aumento no
tempo para producdo de estruturas reprodutivas (esporos) ¢ favoravel para o
controle de doengas (AGRIOS, 2005).

Alecrim, melaleuca e lavanda estimularam a esporulagdo do fungo,
principalmente alecrim, aumentando em 21, 54 e 230% em relacdo a
testemunha. Alecrim ndo inibiu o crescimento micelial em relacdo a testemunha,
enquanto lavanda apresentou reducdo de 15,22% e melaleuca de 48% do
crescimento micelial. Apesar da redugdo no crescimento micelial demonstrada
por esses 6leos os mesmos estimularam a esporulagdo, ndo sendo apropriados
em estratégias de controle no caso desse patogeno.

Kadoglidou et al. (2011) testando os oOleos de lavanda (Lavandula
stoechas), orégano (Origanum vulgare subsp. hirtum), salvia (Salvia fruticosa) e
menta (Mentha spicata) e monoterpenoides isolados desses Oleos sobre os
patdogenos de solo Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum, Penicillium

expansum e Verticillium dahliae, demonstraram diferengas em relagdo a
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esporulacdo entre os compostos testados, sendo que alguns estimularam e outros
inibiram a esporulagdo dos patogenos, com observado neste trabalho.

Tabela 4 Producéo e porcentagem de germinacdo de conidios de Botrytis cinerea sob
acdo de Oleos essenciais

Produgdo de Conidios

Tratamento Germinacao (%)

(x10°%)'

Canela 0 e 0 c
Capim-limao 0 e 0 c
Cravo 0 e 0 c
Eucalipto 0 e 0,5 c
Menta 0 e 0 c
Palmarosa 0 e 0,5 c
Citronela 885 d 1,5 c
Laranja 100,75 «cd 98,5 ab
Tangerina 105,5 cd 100 a
Testemunha 113,75 «cd 100 a
Alecrim 137,5 be 97 b
Melaleuca 175,75 b 1,5 c
Lavanda 3775 a 97 b

cv(%) 9,10 2,87

* Médias seguidas de letras mintisculas distintas nas colunas diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05). 'Dados transformados para \x

O 6leo de lavanda foi também menos eficiente quando testado contra
Trichoderma harzianum causador de mofo verde em cogumelos, se comparados
aos Oleos de érika (Leptospermum scoparium), menta e coentro. Esse 6leo ndo
apresentou inibi¢do do crescimento micelial e reduziu de 50 a 80% a
esporulagdo enquanto o 6leo de érika inibiu 99% da esporulagdo do patdgeno
(GORSKI et al., 2010).

Em relagdo a germinagdo, houve diferencgas significativas entre os 6leos
essenciais testados. Os oOleos de canela, capim-limdo, cravo, eucalipto, menta,

palmarosa, citronela e melaleuca inibiram significativamente a porcentagem de
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germinagdo dos conidios de B. cinerea. Tangerina e a testemunha apresentaram
100% de germinacdo ndo diferindo de laranja. Alecrim e lavanda apresentaram
97% de germinagao dos conidios, diferindo dos demais tratamentos.

O oleo essencial de melaleuca apesar de estimular a produgdo inibiu
significativamente a germinacdo de conidios, enquanto alecrim e lavanda além
de estimularem a producdo de conidios ndo reduziram a germinagdo desses,
demonstrando novamente que nao apresenta potencial como biocontroladores
para o caso desse patogeno.

Assim como observado no trabalho, o 6leo de cravo mostrou agdo
antifingica contra fungos isolados de banana, Lasiodiplodia theobromae,
Colletotrichum musae ¢ Fusarium proliferatum (RANASHINGE et al, 2002).
Para este trabalho, o oleo de cravo mostrou eficiente efeito na redugdo da
germinagdo de conidios, e assim como canela, possui como principal
constituinte o eugenol.

Outro 6leo que possui importantes registros de sua acdo fungicida é
capim-limao. Nguefack et al. (2004) avaliando o efeito do o6leo essencial de
capim-limao no crescimento micelial de fungos, observaram a redugdo de 64%
do crescimento de Fusarium moniliforme na concentragdo de 200 ppm,
Aspergilus flavus em 48% e Aspergilus fumigatus em 77% na concentragdo de
500 ppm, além de inibigdo total em 300 ppm para F. moniliforme e 1200 ppm
para A. flavus e A. fumigatus.

Em outro patossistema, 6leos essenciais de canela, capim-limao, cravo,
eucalipto, melaleuca ¢ menta apresentaram controle eficiente de Alternaria
solani, agente etiologico da pinta-preta do tomateiro, tanto em condigdes in vitro
como em condigdes de campo (ABREU, 2006). Excetuando os o6leos de
melaleuca, todos esses Oleos apresentaram boa eficiéncia no caso do mofo
cinzento. Em trabalho com patdgenos de pds-colheita em citrus, o 6leo essencial

de menta na concentragdo de 1000 mg.L'l, inibiu em 36,8% e 59,44% o
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crescimento micelial de Penicillium italicum e Alternaria citri

respectivamente (AZIZI et al., 2008).

4.3.3 Bioatividade de componentes volateis de dleos essenciais no crescimento

micelial de Botrytis cinerea

Quanto aos componentes volateis, houve diferengas significativas entre
os tratamentos. O 6leo essencial de capim-limao apresentou 100% de inibicao
do crescimento micelial de B. cinerea (Figura 10). Canela, melaleuca, menta,
eucalipto, cravo e palmarosa apresentaram de 80 a 59% de controle em relagdo
a testemunha. Citronela e lavanda reduziram em 44 e¢ 41% o crescimento
micelial, diferindo dos demais tratamentos. Tangerina e laranja reduziram em
23 e 24%, diferindo da testemunha. O crescimento micelial de alecrim, apesar

de maior que todos os tratamentos, ndo diferiu estatisticamente da testemunha.

Alguns trabalhos empregando componentes volateis de oleos
essenciais demonstram efeito inibitdrio sobre diversos patogenos. Volateis de
6leos de tomilho, orégano e capim-limdo mostraram inibicdo total do
crescimento de Botrytis cinerea e Alternaria arborescens patogénicos para o
tomateiro (PLOTTO et al., 2003). Os compostos volateis trans-2-hexenal,
carvacrol, trans-cinamaldeido e citral (componente do 6leo de capim-limao)
apresentam expressiva atividade antifingica sobre o crescimento micelial,
germinagdo e esporulacdo de Penicillium expansum (NERI et al., 2006).
Componentes volateis do 6leo essencial de capim-limdo proporcionaram
redugdo significativa no crescimento das colonias de Colletotrichum coccodes,
Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer e Aspergillus
niger, entre 25 ¢ 500 ppm (TZORTZAKIS; ECONOMAKIS, 2007).
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Figura 10  Indice de Velocidade de Crescimento Micelial de Botrytis cinerea sob agéo
de componentes volateis de 6leos essenciais em duas concentragdes. Barras
para cada efeito, com letras mintisculas distintas diferem pelo teste de Scott
Knott (p<0,05).

4.3.4 Manejo de resisténcia de Botrytis cinerea com 6leos essenciais
Quanto ao isolado resistente a tiofanato metilico (CM 2066), os 0leos

essenciais testados de capim-limao e canela na dose de 1000 ppm demonstraram

diferencas significativas, inibindo o crescimento micelial do patogeno. O 6leo de
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canela demonstrou resultados diferentes para o outro experimento, evidenciando

novamente diferencas quanto ao isolado (Figura 11).
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Figura 11 Indice de Velocidade de Crescimento Micelial de B. cinerea sob agdo dos
6leos essenciais de canela (A) e capim-limdo (B) em diferentes
concentracoes.

Botrytis cinerea apresenta alto risco quanto a resisténcia a fungicidas
(MYRESIOTIS et al., 2007), apresentando-se como sério problema em areas
produtoras, pela questdo da resisténcia de isolados quanto pela falta de
principios ativos registrados para uma rotacdo (apenas dois quimicos e dois
biologicos — Agrofit, 2011). Assim, os 6leos essenciais constituem-se de novas
alternativas para o manejo de doengas nos casos de resisténcia de fungos a
fungicidas (CHANG et al., 2008).

Além disso, os Oleos essenciais possuem baixa toxicidade em
mamiferos, sfo biodegradaveis, ndo persistentes no ambiente, apresentam
relativo baixo custo de producdo, além de serem fungicidas apresentam

atividade inseticida (ISMAN, 2000).
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A identificagdo de componentes oriundos do metabolismo secundario de
plantas, presentes em Oleos essenciais, que apresentam efeito no controle de
doencas, torna-se uma ferramenta auxiliar para industria quimica quanto a
prospeccdo de novos produtos. Igualmente, com o avango da agricultura
organica e as exigéncias do mercado consumidor por produtos oriundos de
praticas agricolas menos agressivas os 0leos essenciais prestam-se a atender essa

demanda, fornecendo subsidios para o manejo de doencas quando necessario.

4.3.5 Antagonismo de Trichoderma spp. a Botrytis cinerea e Colleotrichum acutatum

Com os testes realizados in vitro, alguns isolados mostraram efeito
promissor no controle dos patéogenos do morangueiro.

Para Botrytis cinerea quando em cultivo pareado com os antagonistas
nido foi observado nenhum halo de inibicdo. Os isolados de Trichoderma
também ndo reduziram significativamente o crescimento do patdégeno em
relagdo a testemunha. Contudo, ap6s dez dias do crescimento do antagonista este
se desenvolveu sobre o patdgeno nos isolados T5 e T6.

Para Colletotrichum acutatum todos os isolados dos antagonistas
reduziram o crescimento do patéogeno em relagdo a testemunha, apresentando
diferencas significativas. Os isolados T5 e T6 apresentaram maior agdo
antagdnica, reduzindo em cerca de 70% o crescimento do patdégeno. Os isolados
T1, T2, T3 e T4 reduziram o crescimento micelial em relagdo a testemunha,
contudo diferindo de TS5 e T6. Houve presenga de halo de inibigdo nos
tratamentos T1, T2 e T4 (Figura 12). A presenga de halos de inibi¢do em cultivo
pareado demonstrou os melhores antagonistas em relagdo a Verticilium na
cultura da berinjela (MELO; COSTA, 1987), o que ndo foi observado para o

teste de crescimento pareado.
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Figura 12 Crescimento pareado de Colletotrichum acutatum e Trichoderma spp. Isolados

T1 — area orgéanica, T2- area convencional, T3 — Trichoderma virens, T4 —
Trichoderma harzianum, T5 — lavoura comercial e T6 - floresta nativa.

Em trabalho com isolados de Trichoderma spp. em cultivo pareado com
o fitopatogeno do sorgo Colletotrichum graminicola foram observadas as
mesmas zonas de inibigdo para T. harzianum, mesma espécie do isolado T4, e T.
viride (MICHEREFF et al., 1993). A mesma espécie de antagonista também
promoveu reducgdo de crescimento micelial quando confrontada com Rhizopus
stolonifer, isolado da cultura do maracujazeiro (BONFIN et al., 2010). A agdo
dessa espécie de Trichoderma pode estar relacionada a presenga de antibioticos,
como ¢ o caso do composto 5,6-dimetoxy3-(2-metil-1-oxohex-4-ennyl)-2-
piridona, nomeado harzianopiridona, eficiente contra uma ampla gama de
fungos fitopatogénicos (CLAYDON et al., 1987).

O isolado T5 apresentou modificagdo da coloracdo do meio de cultura,
provavelmente pela liberagdo de metabdlitos, tornando o meio de cultura
amarelo escuro, bem diferente em relagdo aos outros isolados.

A menor agdo antagdnica observada para os isolados T1, T2, T3 e T4
pode ser resultante de uma maior competi¢do por nutrientes presentes no meio

de cultura.
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Nos testes de antibiose, quanto aos metabolitos ndo volateis, para B.
cinerea o isolado T3 (T. virens) inibiu completamente (100%) o crescimento do
patdégeno. O isolado T6 também apresentou inibi¢do de 37% do patogeno. T1
reduziu em apenas 3% o crescimento micelial do patégeno, contudo, diferindo
também da testemunha. Os demais isolados (T2, T4 e T5) ndo reduziram o
crescimento micelial do patdogeno em relagdo a testemunha (Figura 13).

Para C. acutatum, ainda no teste de antibiose, os resultados foram
semelhantes, tendo os isolados T3 (47% de inibi¢do), T6 (49% de inibi¢do), TS
(32% de inibi¢do) e T2 (29% de inibi¢do) maior producdo de metabdlitos
capazes de interferir no crescimento do patdgeno, diferindo dos isolados T1, T4

e da testemunha (Figura 13).
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Figura 13 Crescimento micelial de Botrytis cinerea (A) e Colletotrichum acutatum
(B) em presenga de metabolitos ndo volateis de Trichoderma spp. Lavras. .
Isolados T1 — area orgénica, T2- area convencional, T3 — Trichoderma
virens, T4 — Trichoderma harzianum, T5 — lavoura comercial ¢ T6 -
floresta nativa.

Para os metabolitos volateis, exceto para os isolados T1 e T2, todos os
isolados (T3, T4, TS5 e T6) apresentaram inibi¢do do crescimento para C.

acutatum (39, 53, 52 e 43% de inibigdo, respectivamente) (Figura 14). Para B.
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cinerea ndo houve diferenca significativa entre o crescimento micelial dos
isolados em presenca dos metabolitos volateis.

Nos testes de antibiose observaram-se diferencas quanto a producao de
metabdlitos em relagdo aos diferentes isolados, conforme ja citado para o género
Trichoderma. Papavizas (1985) afirma que a capacidade para produzir
metabolitos com efeito fungicida varia entre espécies e até mesmo entre isolados

da mesma espécie.
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Figura 14  Crescimento micelial de Colletotrichum acutatum em presenca de
metabolitos volateis de Trichoderma spp. Lavras. Isolados T1 — area
organica, T2- &area convencional, T3 — Trichoderma virens, T4 —
Trichoderma harzianum, T5 — lavoura comercial e T6 - floresta nativa.

Em relagdo aos metabolitos termoestaveis, para C. acutatum nao houve
diferengas significativas entre os isolados. Para B. cinerea, T1, T2, T5 ¢ T6
apresentaram reducdo do crescimento micelial em relagdo a testemunha. Os
tratamentos T3 e T4 ndo apresentaram reducdo do crescimento micelial, sendo
semelhantes a testemunha apenas com a presenca do meio de cultura (Figura
15).

A inibicdo do crescimento micelial dos patdgenos pela presenca de
metabolitos liberados pelos antagonistas foi citada por Bell et al. (1982);

Camporota (1985); Claydon et al., (1987); Macedo et al. (2007); Bonfim et al.
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(2010). Esses autores sugerem que espécies de Trichoderma produzem
metabdlitos volateis capazes de inibir o crescimento micelial de uma ampla
gama de fitopatogenos. Redugdo ou paralisagdo do crescimento e esporulagdo,
reducdo na germinagdo de esporos, além de distor¢des na hifa e endolise sdo

efeitos atribuidos aos antibioticos (CAMPBELL, 1989).

E [
R i
3 [
=
L]
2 b i
£ b
: -]
2 41
2 i
LE]
] |
0 - e e . ——
kil L] e ™ ii-1 ™ TEST
Tratamenics

Figura 15 Crescimento micelial de Botrytis cinerea em presenca de metabolitos
termoestaveis de Trichoderma spp. * Isolados T1 — area organica, T2- area
convencional, T3 — Trichoderma virens, T4 — Trichoderma harzianum, T5 —
lavoura comercial e T6 - floresta nativa.

No teste utilizado para analisar o hiperparasitismo do antagonista pela
interagdo microscopica de hifas, houve envolvimento e sobreposi¢cdo das hifas
de todos os isolados de Trichoderma com as de B. cinerea. Todos os isolados
testados interagiram com o patogeno. Hifas mais finas do antagonista
enrolavam-se promovendo o estrangulamento das hifas mais grossas do
patogeno (Figura 16). Isolados de Trichoderma em ensaio com o fungo
Sclerotinia sclerotiorum demosntraram resultados semelhantes, as hifas mais
finas do antagonista envolveram e desenvolveram-se sobre toda a superficie das

hifas mais grossas do patogeno (OLIVEIRA et al., 2008).



76

Figura 16 Teste de hiperparasitismo de B. cinerea versus Trichoderma spp. * A — area
organica, B - area convencional, C — Trichoderma virens, D — Trichoderma
harzianum, E — lavoura comercial e F - floresta nativa.

Santos et al. (2008) também verificaram sobreposi¢ao e enrolamento das
hifas de isolados de Trichoderma em varios patogeno, como Colletotrichum e
Rhizoctonia solani. Louzada et al. (2009) observaram diferengas entre isolados
de Trichoderma em relagdo ao hiperparasitismo, alguns apresentaram resultados
positivos, semelhantes aos obtidos neste trabalho com o enrolamento das hifas
do patogeno, outros ndo interagiam com o patégeno, sugerindo a existéncia de
diferentes mecanismos de antagonismo como antibiose.

Para C. acutatum, apenas o isolado T2 apresentou indicios de interagdo
de hifas com o antagonista. Apesar do crescimento das hifas do patégeno e do
antagonista ser observado, em nenhum dos tratamentos houve sobreposicao tal

qual observado para o outro patégeno.
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A realizacdo de testes in vitro servem como indicio para testes em
campo (ETHUR et al., 2001), dessa forma, diante de todos os testes realizados,
os isolados T5 (isolado de lavoura comercial), T3 (T. virens) e T6 (isolado de
floresta nativa) apresentaram os melhores resultados devendo ser testados em

casa de vegetacdo e em campo posteriormente.

4.4 Testes in vivo para o controle de mofo cinzento do morangueiro

Quanto aos testes in vivo, com folhas recortadas de morangueiro, houve
diferencas significativas. Os o6leos de melaleuca, eucalipto, cravo e canela,
apresentaram reduco da incidéncia de B. cinerea quando a aplicagdo do 6leo foi
realizada antes da inoculacdo do patégeno, ou seja, em aplicacdo preventiva.
Cravo e canela, bem como o padrdo quimico fungicida, inibiram completamente
o crescimento do patdgeno, enquanto eucalipto demonstrou uma reducdo de
20% de incidéncia e eucalipto 10% (Figura 17).

Quando patogeno e 6leo essencial foram aplicados ao mesmo tempo
canela e cravo, mantiveram os resultados, inibindo completamente o
crescimento do patégeno e igualando-se ao padrdo quimico, representado pelo
fungicida adotado. O o¢leo de palmarosa apresentou 97% de reducdo da
incidéncia, seguido por 66% de redu¢do do 6leo de melaleuca e 33% do 6leo de

capim-limao.
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Figura 17 Incidéncia de B. cinerea em folhas recortadas de morangueiro sob a agdo de
6leos essenciais. * Teste de Tukey (P<0,05).

Quando o 6leo foi aplicado apds a inoculagdo do patdgeno, de forma
curativa, os Oleos de canela, capim-limdo, cravo e menta impediram o
crescimento do patdogeno, de maneira semelhante ao observado para o fungicida.
Eucalipto reduziu em 93% a incidéncia do patégeno, citronela em 90% e
palmarosa e melaleuca em torno de 60% a incidéncia do patdogeno. A aplicagdo
dos 6leos essenciais posteriormente ao patdgeno atuou inibindo sua germinagio
ou ainda atuado nos eventos iniciais de crescimento dos esporos do patdgeno,
impedindo seu crescimento sobre as folhas do morangueiro.

A metodologia utilizando folhas destacadas e meios de cultura diferentes
mostrou-se eficiente para os testes com o6leos essenciais, visto que foi adaptada
de ensaios com agentes de controle bioldogico (MORANDI et al., 2007).

Este estudo sugere a acdo dos dleos essenciais de forma curativa, mais

do que como preventivo, exceto para os 6leos de cravo e canela. Nao foram
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encontrados outros trabalhos para comparacdo desses resultados com o uso de
6leos essenciais.

A acdo curativa também estad relacionada com um dos maiores
inconvenientes no uso de O6leos essenciais na agricultura, ou seja, sua
instabilidade quimica na presenca do ar, luz, outras misturas e temperaturas
altas, levando a rapida evaporagdo e degradacdo de componentes (PILLMOOR,
et al., 1993). O encapsulamento do 6leo essencial em nanoparticulas mostra-se

como op¢ao para elaboragdo de formulagdes (LAI et al., 2006).

4.5 Oleos essenciais no controle de patégenos do morangueiro em campo

A pluviosidade apresentada na area experimental ¢ demonstrada na

figura 18.
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Figura 18 Pluviosidade média anual da 4rea experimental. Estacdo Climatolégica do
Departamento de Engenharia da UFLA.
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Quanto a produgdo, para a cultivar Aromas, a testemunha apresentou

maior massa total e nimero de frutos em rela¢do a todos os tratamentos exceto

oleo essencial de canela. A massa comercial € o numero de frutos comerciais

nao apresentaram resultados significativos (Tabela 5).

Tabela 5 Varidveis de produgdo para as cultivares Aromas e Oso Grande submetidas a
tratamentos com principios ativos naturais

Tratamento Massa Total (g)** %tl;rutos Massa ((:gc;mercial gz::lsitc?:\is
Aromas
Testemunha 5891,18 ns 399 a 3123,75 ns 201 ns
Acibenzolar-S-metil  4070,99 ns 285 b 2339,94 ns 153 ns
Propolis 4461,39 ns 310 b 2578,85 ns 165 ns
Menta 4213,01 ns 285 b 2581,72 ns 174 ns
Capim-liméao 4052,24 ns 312 b 2480,94 ns 174 ns
Canela 5140,11 ns 365 ab 2807,24 ns 192 ns
Média 4638,15 326 2652,07 176
Oso Grande
Testemunha 444891 ns 288 ab 2866,75 ab 178 ab
Acibenzolar-S-metil  4026,80 ns 251b 2609,21 ab 163 ab
Prépolis 4087,33 ns 285 ab 2390,29 ab 153 ab
Menta 3771,88 ns 240 b 2250,86 ab 142 ab
Capim-limao 3461,26 ns 241 b 1996,69 b 123 b
Canela 4728,15 ns 312 a 3030,87 a 193 a
Média 4087,39 269 2524,11 159

* Médias seguidas de letras mintsculas distintas nas colunas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

*(média por parcela — 12 plantas)

A produgdo de frutos de morangueiro ¢ diretamente influenciada pelos

tratos culturais e condi¢des climaticas (ANTUNES et al., 2007), por esse motivo

alteragdes como a aplicagdo de produtos, como os aplicados, pode ter

influenciado na formagdo dos frutos, ou por afetar diretamente as flores ou por

afugentar os polinizadores. Os polinizadores, no caso de Oso Grande sdo de

grande importancia na formagao de frutos sem deformagao, pois a morfologia de
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suas flores e 0 amadurecimento de suas estruturas reprodutivas ndo favorecem a
ocorréncia da autopolinizagdio (MALAGODI-BRAGA, 2002).

Para a cultivar Oso Grande a massa total ndo apresentou diferencas
significativas, mas o tratamento com 6leo de canela apresentou maior nimero de
frutos, exceto em relacdo a testemunha. A massa de frutos comerciais € o
numero de frutos comerciais foram maiores em relacdo ao capim-limao. Todos
os outros tratamentos ndo diferiram entre si.

Apesar de o morangueiro ser uma planta tipica de clima frio, sendo
cultivada principalmente em regides serranas, essa planta pode se adaptar a
diversas regides (FILGUEIRA, 2003). Para a regido Sul de Minas Gerais, Oso
Grande mostra-se como altamente adaptada. Em trabalho com a mesma cultivar
em Bom Repouso — MG, Pereira (2009) obteve maior produgdo em relacdo a
cultivar Aromas. Contudo, a regido experimental citada encontrava-se a 1317 m
de altitude, diferenca de 399 m em relagdo a Lavras local da realizacdo do
experimento. Para Lavras, nesse teste e no sistema de produgdo orgéanico a
cultivar Aromas mostrou-se superior em relag@o a cultivar Oso Grande.

A sazonalidade de produgdo (Figura 19) foi diferenciada para as duas
cultivares, Oso Grande apesar de produzir menos manteve producdo semelhante
por mais tempo, reduzindo a produgdo com o inicio das chuvas. Aromas
apresentou um pico de produgdo, concentrado no més de setembro, reduzindo a
producdo com o inicio das chuvas como para Oso Grande.

As chuvas na regido, iniciadas em outubro prejudicaram as posteriores
colheitas, com queda de producdo e aumento de frutos danificados.
Experimentos anteriores na mesma area com a cultivar Aromas tiveram a mesma
reducdo de produtividade com o inicio da época chuvosa no més de outubro.
Além da queda de produtividade no fim do periodo de colheita, os frutos
comegam a apresentar aumento de podriddes, de danos provocados por insetos e

desenvolvimento e amadurecimento incompletos (CONTI, 1998).
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* Colheitas 1 a 5 realizadas no més de agosto de 2010, 6 a 9 no més de setembro e 10 a 12 no més de outubro de 2010.
Figura 19 Sazonalidade de produg@o de duas cultivares de morangueiro em Lavras -
MG.

Segundo o monitoramento de doengas, as doengas de pos-colheita foram
observadas a partir da segunda metade do més de setembro. A partir desse
momento os frutos, apds as colheitas foram coletados para a realizagdo das

avaliacdes de doengas em pos-colheita.
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A incidéncia de B. cinerea na ultima avaliagdo visual foi total, ou seja,
atingindo todas as parcelas experimentais, contudo, na data dessa avaliagdo os
frutos ja ndo estavam sendo mais colhidos devido ao reduzido niimero de frutos
e aumento da quantidade de frutos ndo comerciais.

Em relacdo as doencas de pos-colheita, considerando a inoculacdo
natural, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos, nas duas
coletas realizadas, no inicio e no final do més de setembro em nenhuma das duas
condi¢des de armazenamento.

Apesar de todos os tratamentos apresentarem incidéncia de podridoes
notadamente B. cinerea e C. acutatum ndo houve diferencas significativas entre
os tratamentos. A incidéncia foi baixa, variando de 0 a 20% nos frutos coletados

nas avalia¢des realizadas.

4.6 Pos-colheita de frutos de morangueiro sob acdo de 6leos essenciais

Para todas as varidveis analisadas em relagdo a pds-colheita ndo houve
diferencas, exceto para a cultivar Oso Grande, no pardmetro pH (Tabela 6).
Propolis e menta apresentaram valores superiores, menos acidos, em relagdo a
canela. Os outros tratamentos ndo diferiram entre si.

Para Aromas os valores variaram de 8,03 a 8,77 em relacdo aos solidos
soluveis, 3,45 a 3,59 para o pH, 1,14 ¢ 1,43 para ATT e 5,98 a 6,99 para a
relagdo SST/ATT. Para Oso grande os valores variaram de 7,93 a 10,27 em
relac@o aos solidos soluveis, 3,53 a 3,80 para o pH, 1,02 ¢ 1,19 para ATT e 7,38
a 9,15 para a relacdo SST/ATT.

Em relagdo aos soélidos soliveis apesar de ndo existirem diferengas
significativas entre os tratamentos, ¢ consideravel a diferenga entre os valores
para alguns tratamentos, diferente do que ocorreu para Aromas, no qual todos os

tratamentos apresentaram valores proximos.
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Esses resultados demonstram que a aplicagdo de 6leos essenciais nao
altera as caracteristicas quimicas dos frutos de morangueiro. Em frutos de
morangueiro da cultivar Aromas, Fogolari (2010), assim como no experimento,
ndo obteve alteracdes quanto as varidveis quimicas quando da aplicagdo de
produtos naturais a base de caléndula. Para a mesma cultivar, o autor obteve
valores em torno de 6 °Brix inferiores aos aqui obtidos, com AAT semelhante.

Em testes com maracuja, a aplicacdo de 6leo essencial de capim-limao
também nao promoveu alteracdes quanto aos solidos soluveis (ANARUMA et
al., 2010). Barrera-Necha et al. (2008) testando os 6leos essenciais de canela e
cravo em frutos de mamoeiro contra antracnose causada por C. gloesporioides
nao obtiveram diferengas quando aos so6lidos soluveis de frutos tratados e nédo
tratados. Para banana, com a¢ao do 6leo essencial de canela para o controle de
C. musae também ndo houve diferengas entre os sélidos soluveis de frutos

tratados e ndo tradados (MAQBOOL et al., 2010).

Tabela 6 Caracteristicas quimicas analisadas em pos-colheita para as cultivares
Aromas e Oso Grande submetidas a tratamentos com 6leos essenciais

Tratamento °Brix pH AAT SST/AAT
Aromas
Testemunha 8,00 3,50 1,22 6,55
Acibenzolar-S-metil 8,77 3,59 1,28 6,34
Propolis 8,50 3,56 1,36 6,24
Menta 8,47 3,45 1,43 5,98
Capim-limao 8,03 3,57 1,14 6,99
Canela 8,60 3,49 1,29 6,66
Oso Grande
Testemunha 7,93 3,65 ab* 1,07 7,38
Acibenzolar-S-metil 9,07 3,66 ab 1,06 9,15
Propolis 10,27 3,80a 1,14 7,99
Menta 9,30 3,71 ab 1,19 8,58
Capim-liméo 9,67 3,67 ab 1,13 8,57
Canela 8,53 3,53b 1,02 8,32

* Médias seguidas de letras minusculas distintas nas colunas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 7 Caracteristicas quimicas analisadas em pos-colheita para as cultivares Aromas

e Oso Grande
Tratamento °Brix pH AAT SST/AAT
Aromas 8,39 a* 3,53 b* 1,29a 6,54b
Oso Grande 9,13 a 3,67 a 1,L10b 8,33a

* Médias seguidas de letras mintsculas distintas nas colunas diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em comparacdo entre as cultivares Aromas ¢ Oso Grande (Tabela 7)
nao diferiram quanto aos Sélidos Soluveis Totais; em relagdo ao pH, os valores
para Aromas foram menores, bem como para AAT e a relacdo ATT/ SST.

Os valores obtidos de Sdélidos Soluveis Totais para as duas cultivares
encontra-se na faixa citada por Perkins-Veazie (1995), de 4 a 11 ° Brix variando
segundo a cultivar, o clima e o manejo adotado.

Péadua et al. (2006) obtiveram valores menores de sélidos soluveis (8,13)
e AAT (0,90) e maiores para pH (3,79) e SST/AAT (9,01) para frutos da cultivar
Oso Grande oriundos de Bom Repouso — MG. Pallamin (2007) também obteve
menores valores para todas as variaveis para frutos de morangueiro da mesma
cultivar, na regido de Bauru — SP em altitudes em torno de 620 m. Mangnabosco
et al. (2008) encontraram valores médios de 6,0 para °Brix, também inferiores

aos obtidos para cultivar Aromas neste experimento.

4.7 Oleos essenciais no controle de patdgenos do morangueiro em pés-colheita

Quanto aos tratamentos por volatilizagdo, todos os tratamentos, canela,
capim-limdo, menta e eucalipto ndo apresentaram diferengas significativas em
relacdo a incidéncia de mofo cinzento e de outras podriddes. Silva (2008)
demonstrou que os 6leos essenciais de alho, canela, erva-doce, menta e orégano
ndo se mostraram eficientes por vaporizacdo em frutos de morangueiro oriundo
de sistema de cultivo organico, em frutos de sistema convencional os 6leos de

alho, canela, erva-doce, menta e orégano mostraram algum efeito na redugdo de
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podriddes. O sistema de cultivo pode ter influenciado visto que os frutos eram
oriundos de area organica.

Para os tratamentos por imersdo (Figura 20) a incidéncia de mofo
cinzento foi menor no tratamento realizado com 6leo de eucalipto. Os maiores
valores foram observados para o dleo essencial de capim-limdo, que modificou
também a colora¢do dos frutos, amarelando-os anormalmente e facilitando a
infecgdo pelo patégeno. Todos os outros tratamentos ndo diferiram entre si.
Quanto as podriddes em geral ndo houve diferengas significativas entre os
tratamentos.

Para frutos de maracujazeiro, Anaruma et al. (2010) também observaram
alteragdes nos frutos principalmente em concentragdes superiores a 0,5 gL’
com aumento da severidade da antracnose do maracujazeiro. Em frutos de
bananeira, altas concentracdes de 6leo de canela promoveram danos durante
periodos de armazenamento (MAQBOOL et al., 2010). Frutos de mamoeiro
submetidos ao tratamento por imersdo com 6leos de canela e de cravo obtiveram
redugdo no percentual de infecgdo por C. gloesporioides sem relatos de
alteragdes nos frutos (BARRERA-NECHA et al., 2008).
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Figura 20 Incidéncia de mofo cinzento em frutos de morangueiros tratados por imersao
com o6leos essenciais.
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Os frutos recobertos por fécula de mandioca nio apresentaram diferenga
entre eles. Observou-se o recobrimento total de toda a superficie do morango,
comprovado pelo teste com a utilizagdo do amido.

Campos (2008) trabalhando com o recobrimento de morangos orgéanicos
com fécula de mandioca e fécula mais aditivos observou que o tratamento
apenas com a fécula ndo teve resultados na redugdo de podriddes tal qual foi
avaliado no experimento realizado. Rozwalka (2009) trabalhando com goiabas
recobertas por fécula a 2% acrescidas de oleos essenciais de cravo, canela,
palmarosa, capim-limdo e tomilho, na concentragdo de 0,1%, obteve reducao da
antracnose causada por C. gloesporioides. O uso do recobrimento com fécula, no
caso do morango, que ¢ consumido diretamente e altamente perecivel ainda
necessita de mais pesquisas, ndo se mostrando eficiente na reducdo de
podriddes.

Contudo, a utilizagdo do recobrimento com quitosana e o tratamento em
pré-colheita com célcio mostrou-se eficiente na reducdo de podriddes em frutos
de morangueiro (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008).

Em todos os tratamento as podriddes predominantes foram causadas por
Rhizopus sp. Essas podridoes decorrem-se da pré-colheita. Estruturas fingicas
permanecem na superficie dos frutos e a infecgdo ocorre apds a colheita com
alto potencial para disseminagdo por contato de frutos contaminados com frutos

sadios nas proprias embalagens (DIAS et al., 2005).
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5 CONCLUSOES

1 - Oleos essenciais sdo eficientes no controle biolégico de doencas, mofo

cinzento e antracnose, em morangueiro em condig¢des in vitro.

2 - Trichoderma spp. apresenta potencial como antagonista para mofo cinzento e

antracnose do morangueiro.

3 - Oleos essenciais de capim-limdo e canela sdo estratégias para o manejo de

isolados resistentes de mofo cinzento.

4 — Variaveis relacionadas as caracteristicas quimicas de pds-colheita ndo sdo

alteradas pelo uso de 6leos essenciais.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A presenca de doencgas na cultura do morangueiro € fator limitante para
a producdo. Além disso, esbarra na falta de produtos registrados e na questdo de
contaminag¢do ambiental e mesmo do préprio homem. A agricultura orgénica
emergente pelo mercado mais exigente de produtos com menos residuos também
¢ limitada pela falta de produtos que possam auxiliar no manejo da cultura.

Os tratamentos alternativos, baseados no controle bioldgico, vém
mostrando resultados promissores em varias areas. Para o morangueiro, em
condigdes in vitro 6leos essenciais mostraram-se eficientes e controlaram tanto a
antracnose quanto o mofo cinzento, o que foi evidenciado por wvarios
experimentos. Antagonistas como o fungo Trichoderma, além do consagrado
Clonostachys rosea, apresenta-se como outra alternativa para o controle de
doengas nesse patossistema.

O cultivo organico demonstrou viabilidade na producdo de frutos de
qualidade, com baixa incidéncia de doencas apesar de condig¢des favoraveis.
Oleos essenciais aplicados em frutos de morangueiro em condigdes de campo
nao alteram caracteristicas organolépticas, possibilitando seu uso como produtos
fitossanitarios. S@o necessarios mais estudos para a determinacdo de uma
metodologia de aplicagdo de odleos esséncias no combate de podridoes em
morangueiro tanto em pré quanto em pds-colheita.

Métodos de dispensag@o de oleos essenciais em frutos de morangueiro
em condigdes de pods-colheita sdo focos de estudo. Ha dificuldades quanto a
adaptagdo de metodologias para morangueiro, devido as caracteristicas do
proprio fruto. Estudos sdo necessarios com a finalidade se viabilizar o uso de

0leos essenciais em condic¢des de pds-colheita.
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