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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivoagele avaliar o
potencial de 6leos essenciais no controleCd#etotrichum gloeosporioides
Colletotrichum musae associados ou ndo a pelicula de fécula de mandmc
controle da antracnose em goiaPsiflium guajaval.). Na fase de vapor, 0s
compostos volateis dos O6leos essenciais Gianamomum sp., Cordia
verbenacea Eugenia caryophyllata Ocimum sellgi Origanum vulgare
Pimpinella anisunme Thymus vulgarislemonstraram acao fungitdxica, inibindo
totalmente o crescimento micelial d& gloeosporioidese C. musage este
também inibido porCymbopogon citratys Cymbopogon martinii Laurus
nobilis, Lavandula officinalisMentha arvensie Ocimum basilicumin vitro. Na
fase de contato, os compostos fixos e volatei® dbasilicum P. anisum M.
arvensis Matricaria recutita C. verbenacea.. nobilis O. vulgare C. martinii,

E. caryophyllataT. vulgaris C. citratuse Cinnamomunsp. inibiram totalmente
a germinacgédo de conidios dos patégenos. A germirde@omusadoi também
inibida por O. selloi Melaleuca alternifolia Citrus sinensisL. officinalis e
Zingiber officinale P. anisum M. arvensise C. citratus. Observou-se apenas
inibicdo total na formacgéo de apressoriosGlenusaepelo 6leo essencial de
Chamaecyparis plumos®or meio de cromatografia gasosa e espectrometria de
massa, foram identificados 70 compostos em 25 Oleseneigis. As fracdes
antifingicas ativas sobre os patdgenos foram detadasem cromatografia de
camada delgada (bioautografia). A pelicula & baséédela de mandioca a
2,0%, associada ou ndo aos Oleos essenciaisCideamomumsp., E.
caryophyllata C. martinii, C. citratuse T. vulgaris se apresentou como uma
barreira ao desenvolvimento do patégeno latentea@zulado, ndo permitindo o
desenvolvimento de lesdes tipicas de antracnosgaiasas, proporcionando o
aumento da vida util de prateleira. Por meio de mompis. eletrénica de
varredura (MEV), observou-se que os apressoridgaifesas de pré-penetracao)
foram fundamentais para o estabelecimento da infeqg@oa pelicula a base de
fécula de mandioca a 2,0% estimulou a formacdo dessiies porC.
gloeosporioides entretanto, limitou a colonizagcdo dos tecidos fiatos de
goiabeira e a reproducdo do patdégeno e que o Sksneial deT. vulgarisna
fase de vapor promoveu o intenso colapso das hifgsatbgeno. Por meio de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET), congtato que os Oleos
essenciais d€innamomunsp., C. citratus E. caryophyllata C. martinii e T.
vulgaris apresentaram acgdo fungitoxica direta sol@e gloeosporioides
causando severos danos a ultraestrutura celularomddios.

Palavras-chaveDoenca pos-colheita de frutos. Controle alternatigadoencas.
Microscopia eletronica.



ABSTRACT

The present study had as a general objective toaeathe potential of
essential oils in the control ofColletotrichum gloeosporioidesand
Colletotrichum musaeassociated or not to the starch pellicle, oncitwarol of
the anthracnose in guavBsidium guajavd..). In the steam phase, the volatile
compounds of the essential oils @innamomumsp., Cordia verbenacea,
Eugenia caryophyllata, Ocimum selloi, Origanum ‘auly Pimpinella anisum
and Thymus vulgarisdemonstrated fungitoxic action totally inhibitingeth
micelial growthof C. gloeosporioideand C. musaethis also was inhibited by
Cymbopogon citratus, Cymbopogon martinii, Laurusbilig Lavandula
officinalis, Mentha arvensis, Ocimum basilicum,vitro. In the contact phase,
the fixed and volatile compounds &f. basilicum, P. anisum, M. arvensis,
Matricaria recutita, C. verbenacea, L. nobilis, Qulgare, C. martinii, E.
caryophyllata, T. vulgarigndC. citratusandCinnamomunsp. totally inhibited
the pathogen conidia germination. The germinationCofmusaewas also
inhibited by O. selloi, Melaleuca alternifolia, Citrus sinensls officinalis and
Zingiber officinale, P. anisum, M. arvensisd C. citratus.Total inhibition of
the formation of Cmusaeappressoriavas only observed by the essential oil of
Chamaecyparis plumosahrough gas chromatography and mass spectrometry
70 compounds in 25 essential oils were identifiede &ntifungal fractions
active on the pathogens were determined in thin rlag@romatography
(bioautography technique). The cassava starch haadkcle at 2.0%, associated
or not to the essential oils Ginnamomunsp.,E. caryophyllata, C. martinii, C.
citratus and T. vulgaripresented as a barrier to the development of tbatlar
inoculated pathogen, not allowing the developmentlasions typical of
anthracnose in the guavas, providing an increasthefshelf life. Through
scanning electron microscopy (SEM); it was obsethad the appressoria (pre-
penetration structures) were fundamental for thabdishment of the infection;
the starch based pellicle at 2.0% stimulated theemgpria formation foCC.
gloeosporioideshowever, it limited the colonization of the of theaya fruits
tissues and the reproduction of the pathogen; #rad, the essential oil of.
vulgaris in the steam phase promoted the intense collapsirtheopathogen
hyphae.Through transmission electronic microscopy (TEMyyats verified that
the essential oils a€innamomunsp.,C. citratus, E. caryophyllata, C. martinii
andT. vulgarispresented direct fungitoxic action @n gloeosporioidesausing
severe damage to the cellular ultrastructure ottmadia.

Keywords: Postharvest diseases in fruits. Alteugationtrol of plant diseases.
Electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

A busca por uma vida mais longa e com qualidade ineitpreocupagao
e a conscientizacdo da populacdo mundial sobredpsestlacionadas a saude e
ao meio ambiente, desencadeando mudangas no compudaenao nivel de
exigéncia dos consumidores.

A mudanca de héabitos alimentares, denotada principameelo
aumento no consumo de frutas e hortalicas, atreladexigéncia dos
consumidores e dos paises importadores protegidolsgoeeiras fitossanitarias
por produtos com qualidade extrinseca e intringgeajuzidos de maneira a
garantir protecdo a saude e ao meio ambiente, apgesecomo um dos fatores
determinantes para a participacao do Brasil no rdercdaernacional.

Assim, o desafio da fruticultura moderna consistecapacidade de
gerar produtos de qualidade e saudaveis, em confadmicom os requisitos de
sustentabilidade ambiental, segurangca alimentar @ilidede econbmica,
mediante a utilizacdo de tecnologias ndo-agressivaneio ambiente e a saude
humana (ANDRIGUETO; KOSOSKI, 2002).

O controle quimico, em muitos casos considerado cofmica medida
eficiente para o controle de doencas, atualment@ctesiza-se como uma
tecnologia agressiva, em fungéo da utilizagdo ekader e indiscriminada de
agrotoxicos que pode propiciar a contaminagdo do emtdyi oferecer riscos a
saude do homem e dos animais, tornando-os vulneraseisfeccdes e, até
mesmo, ao cancer, pela ingestdo diaria de residima @os limites maximos
aceitaveis e de determinados principios ativos jutagbe até banidos em paises
importadores. Além disso, o uso continuo pode promaveelecdo de fungos
patogénicos.

Ainda que as culturas sejam submetidas ao contréieicy as perdas

significativas decorrentes de podriddes patolégmas ocasionam reducdo do
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periodo de comercializacdo, desclassificacdo e adescde produtos,
comprometendo o aspecto econdmico, evidenciam aigrfia dos tratamentos
guimicos realizados em pré-colheita e a necessidadedejo em pds-colheita.

Em frutos de goiabeira®$idum guajaval.), ressalta-se tal fato pela
alta incidéncia e severidade da antracnose. A@ris®, ou mancha-chocolate,
€ considerada uma das doencas mais graves em pégaoltausada pelo
patdgenoColletotrichum gloeosporioidefPenz.) (GORGATTI NETTO, 1996)
e, juntamente com as exigéncias do mercado sobrduosside produtos
quimicos, apresenta-se como um entrave para a exjartac

Diante dessa realidade, a utilizacdo de métodosiatieos de controle
tornou-se imprescindivel. Uma possibilidade baseiaase exploragdo da
atividade biolégica de compostos naturais biologe@te ativos em 6leos
essenciais presentes em plantas medicinais, condirasntornamentais e
florestais que na natureza desempenham a funcootkx3w contra fungos,
bactérias, virus, insetos e também contra o ataghertésoros ou, ainda, como
indutores de resisténcia.

Considerando-se a conservacdo da goiaba durantagppeemanas, para
a eficiéncia do controle de patégenos em pos-calheitratégias devem ser
estabelecidas com base no processo de maturacao.

Alguns autores relatam a eficiéncia de peliculasnagtiveis na
conservacdo das caracteristicas fisicoquimicasuti@sfie hortalicas durante o
processo de maturagdo, entretanto, ndo destacaéneficdessas na inibicdo do
crescimento microbiano.

A inibicdo do crescimento microbiano pode ser obtmdo efeito
sinérgico da combinacdo de varios fatores ou obt&ic em vez de ser
alcancada pela aplicacdo drastica de um unico dateonservagdo, com base na
tecnologia de métodos combinados (TMC), também condi@cicho tecnologia

de obstaculos (Hurdle Technology).
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Nesse contexto, a associacdo de O6leos essencigsliailas, ndo
documentada ainda, apresenta-se como uma nova gistratger pesquisada no
controle de doencas em pdés-colheita, fundamentarsggEnte hipotese: se os
6leos essenciais e as peliculas, combinados oupndiciarem a inibicdo de
Colletotrichum gloeosporioide¢Penz.), agente etiolégico da antrachose em
frutos de goiabeirasPéidium guajaval.), conservando as caracteristicas
fisicoquimicas e prolongando a vida de prateleimiae constituirdo um método
alternativo potencial que permitira a comercializagédrutos livres de residuos
de agrotdxicos e agentes microbianos por um periodormatendendo as
exigéncias impostas pelo mercado.

Diante do exposto, o presente trabalho foi reatizaain o objetivo geral
de avaliar o potencial de Oleos essenciais e padichiodegradaveis, em
combinacdo ou ndo, para o controleGdletotrichum gloeosporioide@enz.)
em frutos de goiabeira®gidium guajava..), agente etioldégico da antracnose.
Para consolidacao desse objetivo, os objetivoséames foram:

- avaliagdo da atividade antifingica de compostdateis (fase de
vapor) sobre crescimento micelial e de compostos eield& fixos (fase de
contato) de 6leos essenciais sobre germinacdo e daomde apressoérios de
Colletotrichum gloeosporioidesColletotrichum musaén vitro;

- identificacdo dos componentes dos Oleos essenpiai meio de
cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas

- determinacdo da fracdo antifingica dos Oleos egdensobre
Colletotrichum gloeosporioidese Colletotrichum musge por meio de
cromatografia em camada delgada;

- avaliacdo do potencial de peliculas a base deldéte mandioca e
Oleos essenciais (compostos fixos e volateis) em c@p@o/associacdo ou ndo
na conservacao poés-colheita de frutos de goiabsira, énfase no controle de

Colletotrichum gloeosporioidegagente etiolégico da antracnose;
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- avaliacdo do efeito pelicula a base de féculmdrdioca e de 6leos
essenciais sobre os eventos de infecca@alketotrichum gloeosporioidesm
frutos de goiabeiraPsidium guajavd..), por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e

- avaliacdo do efeito de Oleos essenciais sobrdtraestrutura de
Colletotrichum gloeosporioidespor meio de microscopia eletrénica de

transmissao (MET).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fruticultura no Brasil

O setor de fruticultura estd entre os principaisageres de renda,
emprego e desenvolvimento rural do agronegdcio nakidor todo o pais,
existem espalhados pelo menos trinta grandes polgsadieicdo de frutas. A
demanda por méao-de-obra na fruticultura gera opatageis de trabalho na
razdo de 2 a 5 trabalhadores para cada hectaieadoltnos diferentes elos da
cadeia produtiva. O mercado mundial de frutas crestc@lmente, a razdo de
US$ 1 bilhdo ao ano, em média (BUAINAIN; BATALHA, QD).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de fsuthescas
(ANDRIGUETO; NASSER; TEIXEIRA, 2006;BUAINAIN; BATALHA,
2007), posicao que tem como ponto de partida as gdeslfavoraveis de clima,
solo e disponibilidade de &area do pais e que vendosenstentada pelos
investimentos publicos e privados em infraestrutgepacitacao, logistica e
inovacao tecnologica (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

No ranking de producdo mundial de frutas, o paip@auterceiro lugar,
atras da China (175 milhdes de toneladas) e da (B@iailhGes de toneladas),
com 43 milhdes de toneladas, produzidas entre ftubgscais, subtropicais e
temperadas, ao longo de todo o ano. Do total prddu20 milhdes de toneladas
de frutas foram destinadas ao consumoatura, distribuidas entre os mercados
interno e externo. Os 23 milhdes de toneladas restale frutas, representando
55% da producéo total, foram processados e 12 milinggam como destino o
mercado internacional (BRASIL ALIMENTQOS, 2009).

A exportagdo brasileira de frutas frescas ndo ax@% do mercado
mundial (ALMEIDA, 2002; BUAINAIN; BATALHA, 2007).

O surgimento de nichos de mercado para a fruticultopacal (mamao,

manga, goiaba e abacaxi) e subtropical (laramja)aumento da demanda no
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periodo de entressafra dos paises do hemisférie geram oportunidades para
a insercdo e o incremento da participacdo do Bmasihercado externo. O uso
inadequado de agrotéxicos e a tecnologia de pdeitaldeficiente determinam
o0 baixo padrdo de qualidade das frutas sob o eefode exigéncias
internacionais de um mercado importador concentraglagente, protegido por
barreiras fitossanitarias, contribuindo para a zé&thu insercdo dos produtos
tropicais no mercado de frutas frescas (ALMEIDA, 200

A qualidade certificada de frutas passou a ser urigémcia dos
mercados importadores que, por meio de programasistalgies especificas,
realizam o controle e a fiscalizacdo permanente d& #cadeia produtiva no
pais exportador (NAKA, 2001). A partir de 2003, aidd Europeia passou a
exigir certificacdo de qualidade das frutas impagacertificacdo de producgéo
integrada para frutas de clima temperado e em 200%, fpaas as frutas
(BOLETIM INFORMATIVO - FAEP).

As cadeias de distribuidores e de supermercadopausprepresentadas
pelo EUREPGAP HKuro-Retailer Produce Working GrouyfeUREP eGood
Agriculture Pratices GAP), vém pressionando exportadores de frutas e
hortalicas para o estabelecimento de regras deug#iod que levem em
consideracdo os residuos de agroquimicos, meio ambe&rcondicbes de
trabalho e higiene (ANDRIGUETO; NASSER; TEIXEIRA)@®).

A producado integrada de frutas (PIF) tornou-se umigéacia dos
mercados importadores, principalmente da ComunidadepEia, rigorosa em
requisitos de qualidade e sustentabilidade, eafadia a protecdo do meio
ambiente, a seguranca alimentar, as condi¢des ddhoala salde humana e a
viabilidade econémica (MORAES, 2002). Caracterigaeemo um sistema de
producdo que gera alimentos e demais produtos de@dadade, mediante o
uso de recursos naturais e a regulacdo de mecanmam®sa substituicdo de
insumos poluentes (BOLETIM IOBC/WPRS, 1999).
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Em marco de 2006, a Associacdo Brasileira de Hdiieu (ABH)
registrou o lancamento do Sistema de Informac¢Besed@Ros de Agrotoxicos
em Horticultura (SIRAH), um banco de dados técniemitficos com analises
de residuos de agrotéxicos em frutas e hortaligascdis, como um marco
importante em direcdo a producdo de alimentos seguresudaveis para a
populacéo brasileira. Patrocinado pela Associac@itiddal de Defesa Vegetal
(ANDEF) e gerenciado pelo Centro de Qualidade emti¢ittura da
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo fZEAGESP), o
SIRAH, tem como objetivo a criacdo de um sistema natida informacéo
sobre ocorréncia de residuos (principios ativo®mcentracdes detectadas) e
origem do produto (produtor, estado, municipio e pgsionario). Para a criacao
do sistema, foram computadas as informacdes de 3.08&tramale frutas e
hortalicas frescas, coletadas no CEAGESP, no peiotte janeiro de 1994 e
abril de 2005, referentes a 52 produtos hortifoldi€. As analises dos residuos
foram executadas pelo Laboratério de Residuos décigas do Instituto
Biologico (ABH/SIRAH, 2006).

Os resultados das analises possibilitaram uma ietaqio comparativa
entre os residuos detectados e o defensivo ratpstra Brasil, estabelecendo
um meio de comunicacdo com permissionarios, produtoresiteridades,
permitindo compara¢cdes com os limites de residuosnat@malmente aceitos
(MELO, 2006).

Os limites maximos de residuos (LMR) permitidos dlamentais para o
comércio internacional, sdo estabelecidos por O6rg@umvernamentais
competentes em cada pais ou pelo Comité de Residu®sstieidas do Codex
Alimentarius (CCRP), em ambito internacional e adatapela Organizagéo
Mundial de Comércio (OMC). Esse comité é assessqreldoReunido Conjunta
em Residuos de Pesticidas da Organizacdo das Nagdkss para Agricultura
e Alimentagdo/Organizagdo Mundial de Saude (FAO/OMGHITARRA;
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CHITARRA, 2005).

No Fruitlogistika 2010, em Berlim, um dos maiores event
internacionais do setor de comercializacao de friéssas, produtores da praca
de exposicao Instituto Brasileiro da FrutAgéncia Brasileira de Promocéo de
Exportacbes (IBRAF-APEX) chamaram a atencdo com fiubgécais das mais
tradicionais as mais delicadas, despertando o s#erde grandes compradores
pela qualidade de muitos produtos, apresentandda aiantagem pela logistica
de distribuicdo “just in time” pela via aérea. Pargonclusdo de negdcios, a
necessidade das certificagcbes apresentou-se coonalfgrenciador. A adogéo
das boas préticas agricolas determinadas pela FRiodategrada de Frutas
(PIF) confere aos exportadores brasileiros a @=tiio GlobalGAP requerida
pelo mercado internacional, reafirmando posicdo déadee desses no cenario
europeu e consolidando o agronegécio brasileircABR AGRO, 2010).

Assim, para que o Brasil avance na conquista doscaudes
consumidores torna-se necessaria a transformacaoataezlicontundente nos
procedimentos de producao e pés-colheita de frafd®RIGUETO; NASSER,;
TEIXEIRA, 2006), consistindo o desafio da fruticwli moderna na capacidade
de gerar produtos de qualidade e saudaveis, emrotdéale com os requisitos
da sustentabilidade ambiental, da seguranca alimemtada viabilidade
econbmica, mediante a utilizacdo de tecnologias pésssivas ao meio
ambiente e a saude humana (ANDRIGUETO; KOSOSKI, 2002)

2.2 Origem, classificagdo botanica, importancia alientar, social e
econbmica da goiabeiraRsidium guajava L.)

A goiabeiraPsidium guajavadevido a adaptacao a diferentes condi¢cbes
edafoclimaticas e a facilidade da propagacao poo deisementes (GONZAGA

NETO, 1990), esta amplamente distribuida nos tropcaigbtropicos, tornando-
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se nativa em muitas areas, sendo, em algumas, couisiggaata daninha (LIM;
MANICON, 2003).

A origem asiatica ou americana da goiabeira sempreirfoiassunto
muito discutido, persistindo a divida (GONZAGA NET{90). As primeiras
referéncias sobre a goiabeira datam do periodo cemgico entre 1514 e 1557,
guando o cronista espanhol Oviedo esteve no Heftrindo-se a planta como
“guayabo” e fez consideragfes sobre o seu comportamesgetativo em
algumas regides das indias (RUEHLE, 1964). Acresktapor outro lado, que
foram os espanhodis que transportaram a goiabeiraaddid® para as ilhas
Filipinas e Indias, espalhando-se, entdo, para ladiéa o Havai e a Africa do
Sul (SOUBIHE SOBRINHO, 1951). Ochse (1966) cita qugoiabeira é nativa
do Brasil, de onde se difundiu para todas as redi@picais e subtropicais do
mundo. Sem precisar a regido, Koller (1979) refera-geiabeira como sendo
originaria de regides de clima tropical.

No géneroPsidium encontram-se agrupadas mais de 150 espécies,
sendo todas consideradas plantas nativas da Amédnagespécies produtoras
de frutos com grande ndmero de sementes. A goiabiesidiym guajava..),
considerada a espécie mais importante, segundoficasdo botéanica, pertence
a divisdo Spermatophyta subdivisdo Angiospermag classe Dicotyledoneag
ordemMpyrtiflorae, subordenMyrtineaee familiaMyrtaceae(MANICA, 2000).

A cultura da goiabeira tem importancia econémicacéatao Brasil, em
virtude das multiplas formas de aproveitamento de deutws (MAIA;
GARCIA; LEITE, 1988) e pela necessidade de mao-da;opraticamente
durante o0 ano todo, em razdo do prolongamento dmduerde safra e,
consequentemente, com um numero maior de colheitas ®feela de matéria-
prima (goiabas) durante 8 ou 9 meses, 0 que pramigiares oportunidades de
emprego na industria (GONZAGA NETO et al., 1982).

A “macé dos trépicos”, denominacdo dada & goiaba d@mopaises,
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tem a maior parte da producdo consumida como frutzafreso restante
processado na forma de goiabada, geleia, bala, potga, vinho, fruta seca e
conservas (SALUNKHE et al., 1995).

A excelente qualidade da goiaba é atribuida amdteteor nutritivo, as
excelentes propriedades organolépticas, ao altimemto por hectare e a polpa
de elevada qualidade industrial. Rica em vitaminadn valores seis a sete
vezes superiores ao dos frutos citricos (fonteidi@uhl dessa vitamina), nao
supera apenas as quantidades presentes na aceralamu-camu e no caju.
Destaca-se, ainda, pelo elevado conteludo de aglio@emina A e vitaminas do
grupo B (tiamina e niacina) e teores significativies fosforo, ferro e célcio.
Com aroma e sabor caracteristicos, possui alto edibrhs que Ihe confere a
capacidade de alta digestibilidade (CARVALHO, 1994)

Os frutos da goiabeira sdo bagas de tamanho, fore@oeacdo da
polpa variavel, em funcdo da variedade (KOLLER, 99Em um fruto de
goiabeira, aproximadamente 20% correspondem a ca@¥%aa polpa e 30% as
sementes (ADSULE; KADAM, 1995).

Brasil, india e México destacam-se como principaigiptores e Cuba,
Republica Dominicana, Egito, Havai, Jamaica, Quéiaasia, Filipinas, Porto
Rico, Taiwan, Tailandia e Venezuela como importanmegidoes produtoras
(LIM; MANICON, 2003).

Em 2008, no Brasil, foram cultivados 15.743 hectagesolhidas
312.348 toneladas em 15.641 hectares de fruto®idéairas, destacando-se o
estado de Pernambuco como o maior produtor naciooal, a producdo de
96.733 toneladas, seguido pelos estados de Séo, Rauh 89.772 toneladas e
Parda, com 18.672 toneladas. O estado de Minas Gegi®u a 52 colocagédo no
ranking brasileiro de producédo de goiabas (Tabe{tBGE, 2009).
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Tabela 1 Levantamento da producao agricola munidipdrutos de goiabeiras
(Psidium guajavalL.), segundo as grandes regides brasileiras, em

2008.
Area Area  Quantidade Quantidade
Regibes Estados plantada colhida produzida produzida
(ha) (ha) (toneladas) (%)
Para 1263 1263 18672 96
Rondbnia 69 69 529 3
@ Amapa 10 10 145 1
G Amazonas 52 48 116 1
< Roraima - - - 0
Acre - - - 0
Tocantins - - - 0
Pernambuco 3795 3728 96733 72
Bahia 836 832 15757 12
Ceard 702 702 7441 6
% Paraiba 598 598 4708 3
o) Sergipe 347 347 4461 3
% Rio Grande do
> Norte 483 483 3370 2
Piaui 159 159 2168 2
Alagoas 40 40 267 0
Maranhao 14 14 111 0
o Sao Paulo 3765 3760 89772 72
é Minas Gerais 905 901 13519 11
S Rio de Janeiro 598 598 11946 10
» Espirito Santo 424 424 9964 8
_ Rio Grande do Sul 709 700 6745 56
a Parana 351 351 5238 44
Santa Catarina 3 3 18 0
Goias 249 249 10478 51
é ) Distrito Federal 317 314 9889 48
€3 Mato Grosso do
[T ¥e) 37 37 243 1
O Sul
Mato Grosso 17 11 58 0

Fonte: IBGE, Producédo Agricola Municipal 2008. Ri® Janeiro: IBGE, 2009. NOTA
1: Atribui-se zero aos valores dos municipios onube, arredondamento, os totais nao
atingem a unidade de medida. Adaptado por Rozveatk&evereiro/2010

A comercializagdo de goiaba no Entreposto TerminalS@e Paulo
(ETSP) da Companhia de Entrepostos e Armazéns GdmiSao Paulo
(CEAGESP) apresenta-se como um 0timo retrato da péodbrasileira. Em
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2008, foram comercializadas, neste local, 11.726ladas (SIEM-CEAGESP,
2009). Segundo o PROHORT (2009), a comercializagdTSP da CEAGESP
movimentou 35,02 milhdes de reais em 2008 e o totaCEASAS monitoradas
pelo sistema foi de 60,2 milhdes de reais. E nededsénbrar que importantes
centrais, como o Mercado do Produtor de Juazeirs eleanais CEASAS
nordestinas ainda estéo fora do sistema (WATANAED92.

De acordo com o Comparativo das Exportacfes Brasslale Frutas
Frescas elaborado pelo Instituto Brasileiro dei€ulttira (IBRAF), com dados
fornecidos pela Secretaria de Comércio Exterior (S€C em 2008, o Brasil
exportou 219.586 kg de goiabas (IBRAF, 2008).

A auséncia de residuos de agrotoxicos em goialeffjcada pelo
Sistema de Informacdes de Residuos de Agrotéxicosierticultura (SIRAH)
de 2002 a 2007, apresenta-se como um dos fatoresrebevsntes para o
incremento da participacao brasileira no mercadoudas frescas.

2.2 Antracnose em frutos de goiabeiraRsidium guajava L.)

A antracnose, causada p@olletotrichum gloeosporioidesm frutos
tropicais, como abacate, goiaba, mamédo, manga e maraeujganana, por
Colletotrichum musaee em frutos de clima subtropical e temperado, como
maca, uva, péssego e kiwi poolletotrichum acutatugnconstitui um problema
importante em pos-colheita (PERES et al., 2002), peigtra nos frutos ainda
verdes de varias espécies vegetais, permanecergltelabu inativo até o
amadurecimento, quando, devido a colonizacdo, obsengaande quantidade
de lesdes (AMORIM, 1995). Entdo, frutos que apamntompleta sanidade
guando colhidos podem ser portadores de infecc@entds ou quiescentes,
capazes de causar perdas significativas durantamazanamento (JARVIS,
1994).
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Em todos os paises produtores de frutos de goiabeirantracnose
destaca-se como a doenca mais comum em pré e posaofftelendo causar
consideraveis perdas pos-colheita (LIM; MANICONO3R

No Brasil, a antrachose, ou mancha-chocolate, etosfrde goiabeira,
causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Arx
(=Gloeosporium psidiDelacr.), cuja forma sexuada correspondel@merella
cingulata(Stonem) Spauld e Schrenk, apresenta-se como undodagas mais
graves em poés-colheita (GORGATTI NETTO, 1996). Oglunem estadio
mitosporico (reproducdo assexuada), pertence aooREimgi, a divisdo
Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Coelomyce ordem
Melanconiales e familia Melanconiaceae. Apresem¢ateorfo ou fase sexuada
no filo Ascomycota, subdivisdo Ascomycotina, classecomycetes, ordem
Phyllachorales e familia Glomerellaceae (KIRK et2001).

Na cultura da goiabeira, o patégeno pode afetanfoem qualquer fase
de desenvolvimento, ramos novos, flores e frutosamerestacdes chuvosas,
ocorre o0 crestamento dos ramos novos, que ficam dmacéb puarpura,
tornando-se pardo-escuros, secos e quebradicodolBas e frutos, ocorre o
aparecimento de areas circulares de coloracdo esguamdo a infeccdo se da
pelo botéo floral, observa-se o escurecimento arphrtpedunculo e parte ou
todo o fruto apresenta podriddo. Nos frutos conguetaprecoce, na sua fase
inicial, aparecem manchas circulares, secas, elewadagustulas em forma de
cancros. As lesbes sdo deprimidas, encharcadas, oib@agio marrom,
principalmente em locais danificados por insetosme,atagques mais severos,
podem coalescer, resultando em uma grande manchantitddrregular. A alta
umidade favorece o desenvolvimento de uma massa dessgfgocor alaranjada
sobre o centro da lesdo. A area atacada nao acomparrescimento do fruto e
se rompe. A infeccdo néo alcanca a polpa, mas rautls frutos para o mercado

de consumo ao natural. No caso de infeccdo severdyutos tornam-se
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mumificados e pretos. A penetracdo do fungo se da gmlidade floral, por
meio de ferimentos causados por insetos ou duram@noiseio. Pela superficie
intacta do fruto, ocorre a penetracdo direta pedaip formacao de apressorios.
A temperatura ideal para que ocorra a infeccao28@ a 25°C (JUNQUEIRA,
2000).

Durante a colonizacdo do hospedeiro, as espécies gé&ero
Colletotrichum exibem como estratégias de nutricio os modos hiirof
(nutrientes obtidos de células vivas do hospedairaecrotréfico (nutrientes
obtidos de células mortas pelo fungo no hospedeh®estratégias de infecgéo
caracterizam-se pela colonizacdo intracelular oloniacdo subcuticular
intramural/intraparede. Em ambos 0s casos, iniciakners conidios aderem e
germinam na superficie da planta, produzindo tubasigativos e, entéo,
apressorios para a penetracdo da cuticula. Apognatracao subcuticular
intramural, ocorre a formagdo de cadeia de hifaerimt intracelular que
colonizam rapidamente o tecido e provocam a sua N{BERFECT et al.,
1999).

2.3 Manejo de doencgas em pos-colheita

O periodo de pos-colheita € definido como um espagotethpo
indeterminado entre a colheita e 0 consumo, em @udap substanciais de
produtos podem ocorrer devido as podridées pat@d8didHINGRA, 1985).

Eckert e Ogawa (1985), em reviséo, ressaltam que, @& perdas pos-
colheita e da redugéo do valor nutrional de alimgntonsideradas principais
preocupacdes, atencdo deve ser dispensada a otgrsequéncias da
deterioracdo microbiana, muitas vezes negligenciadmsp a perda parcial ou
total de embalagens para o consumidor, devido a uma wérias unidades

doentes; a vida de armazenamento reduzida de culperasiveis devido ao
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amadurecimento acelerado ou a senescéncia desermapelad etileno em
alguns frutos doentes no ambiente; a contaminacdo afiosentos por
micotoxinas; metabdlitos toxicos produzidos por teside plantas doentes em
resposta ao ataque de fungos ou de exposicaolemoetd gosto inaceitavel do
produto ou produtos associados a plantas doengeslesintegracdo de frutas
processadas por enzimas pectinoliticas toleranteatmr de patdégenos pos-
colheita.

Estratégias empregadas no controle pés-colheitaodacds abrangem
reducéo do inoculo, prevencao e erradicacdo degdés no campo, inativacao
de infeccbes por ferimentos e supressdo do desémeniio e propagacdo da
doenca (ECKERT; OGAWA, 1985). O controle apés aheibh tem como
objetivos evitar que os patdgenos latentes nosidectausem podridées e
impedir novas infec¢des (BETTIOL; GHINI, 1995).

Em muitos casos, o controle quimico de doencas dé&aplaapresenta-se
como a UuUnica medida eficiente e economicamente viaeeh marantir
produtividade e qualidade visadas pela agricultncalerna (KIMATI, 1995).
Os fungicidas constituem a principal medida de cbatde doencas em pés-
colheita (ECKERT; OGAWA, 1985; TRIPATHI; DUBEY, 2@0 SHARMA,;
TRIPATHI, 2006).

Em péds-colheita, os frutos sdo imersos em caldas acobeetos por
invélucros contendo fungicidas antes do armazenanecondicionados em
caixas previamente desinfestadas. No estado de&do, Bma prética rotineira
consiste na desinfestacdo preventiva de veiculpgipamentos, material de
colheita e transport@acking-house&om produtos a base de cloro, formaldeido
e alcoois. A escolha de um fungicida para ser usatpds-colheita depende da
sensibilidade do patdgeno, da habilidade do compmqsimico em penetrar no
interior do tecido do hospedeiro, atingindo o sit@infec¢éo e da toleréncia da

cultura ao fungicida em relagdo a fitotoxicidade eualidade do produto
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(AZEVEDO, 2007).

O uso de produtos quimicos sintéticos para conteotigterioracao pos-
colheita tem sido restrito devido a sua carcinodgéaite, teratogenicidade e
toxicidade residual alta e aguda, ao longo periteltempo para degradacao, a
poluicdo ambiental e aos seus efeitos sobre os rdldimee outros efeitos
colaterais em seres humanos (LINGK, 1991; UNNIKRISNAATH, 2002). O
uso continuo de fungicidas pode ainda promover @c¢&el de fungos
patogénicos resistentes (GHINI; KIMATI, 2002). O sdavolvimento de
resisténcia por populagfes de patdgenos de posHzoHpresenta-se como um
problema significativo (REIMANN; DEISING, 2000).

A contaminacao de produtos horticolas por residecasgrotoxicos tem
sido alvo da midia, causando impactos negativos @agdodutiva das frutas e
hortalicas. Na raiz desse problema, encontra-sdi@agdo de agrotoxicos em
dosagem excessiva ou de produtos ndo recomendad@s<O(MBO6), tanto em
pré como em poés-colheita. A falta de registro deyitidas apresenta-se como
um dos entraves a comercializacdo de frutas e legpataso mercado europeu
(AMORIM; MARTINS, 2006).

A Unido Europeia vem retirando do mercado grandeepalas
ingredientes ativos dos produtos agroquimicos magigs para frutas, mediante
trabalho realizado desde a década de 1990 (BUAINANTALHA, 2007).
Nos Estados Unidos, Captan e Benomil, entre outmgididas, foram proibidos
pela U.S. Environmental Protection Agency ou retigdoluntariamente do
mercado, em funcdo de um relatério elaborado pelahdtAcademy Sciences,
em 1987, sobre os riscos a salde associados ao eisdungicidas
(WISNIEWSKI; WILSON, 1992).

Segundo informacdes do registro de agrotdxicosres,afionstantes no
Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios (AGROFIT)H acordo com as bulas

aprovadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuasa Abastecimento -



30

Coordenacdo-Geral de Agrotoxicos e Afins/DFIA/SD#&tpyalmente, ndo ha
produtos registrados para uso em pés-colheita patdt@a da goiabeira. Em
pré-colheita, encontram-se registrados, para or@entla antracnose causada
pelo patdgendolletotrichum gloeosporioide®ito produtos, sendo dois a base
de 6xido cuproso (inorganico), trés a base de avath de cobre (inorgénico) e
um a base de tebuconazol (triazol) + trifloxistr@bi (estrobilurina)
(AGROGIT/MAPA, 2010).

Ainda que a cultura da goiabeira seja submetideoatrale quimico, as
perdas significativas decorrentes de antracnossiaveam reducdo do periodo
de comercializagdo, desclassificacdo e descarteattitps, comprometendo o
aspecto econdmico, evidenciando a ineficiéncia degarhentos quimicos
realizados em pré-colheita.

Nesse contexto, em concordancia com Wisniewski eoWi($992), faz-
se necessario e urgente o desenvolvimento de métdidosativos e eficazes
mediante 0 uso de técnicas ndo quimicas e tratameatonsfungicidas ndo
seletivos para o controle de doencas pos-colheitasiderados seguros pelos
consumidores, ndo apresentando risco para a safgdshie meio ambiente.

Diante do exposto, a pratica da agricultura alteraatambém chamada
de agricultura sustentavel que busca medidas deotonde doencas que
minimizem o impacto ao ambiente e ao homem (ZADOKS, 199P)pu-se
imprescindivel, apresentando-se o controle altetmade doencas em plantas
como uma boa op¢dao, nos dias atuais.

Dentre os métodos alternativos de controle de @gaede plantas, no
sentido de alternativa aos fungicidas, utilizadasncsucesso no Brasil
encontram-se o controle fisico (solarizagdo do selccoletor solar para
desinfestagdo de substratos), o controle biolo@icehodermapara o controle
de patdégenos habitantes do solo; premunizacdo peoatmle do mosaico da

abobrinha e da tristeza-dos-citros) e os produlesnativos (leite cru para o
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controle do oidio da abobrinha, pepino, pimentdseiras e em viveiros de
Eucalyptus a casca de camardo para o controle de podriddaizies causada
por Fusarium spp.; os biofertilizantes produzidos pela digesitfaerdbia ou
aerébia de material organico possuem microrganismos pgroduzem
metabdlitos; os sais, como o bicarbonato de sédi@ p controle de oidio e os
extratos de plantas, como os taninos, obtidos dgaanégra para o controle de
fusariose do abacaxizeiro) (BETTIOL; GHINI, 2004).

Em péds-colheita de frutos de goiabeiras, encontgma literatura,
trabalhos demonstrando a eficiéncia da aplicacdo cloeeto de calcio
(WERNER et al., 2009; LINHARES et al., 2007; XIST& al., 2004), 1-
metilcloropropeno (CERQUEIRA et al., 2009; LINHARE& al., 2007;
BASSETTO; JACOMINO; PINHEIRO, 2005), coberturas catheeis com
gelatina, triacetina e acido laurico (FAKHOURI; GBS0, 2003) e a base de
fécula de mandioca (VILA et al.,, 2007; OLIVEIRA; CERA, 1999),
enfatizando, principalmente, a manutencdo da quididam relagcdo as
caracteristicas fisico-quimicas, ndo sendo obsesvadtudos direcionados ao
efeito desses produtos no controle de fitopatégenos

Importante ressaltar que, para a obtencédo de dfiai@vo controle de
doencas em poés-colheita dos frutos de goiabei@mssiderando o reduzido
periodo de conservacao de poucas semanas, estsatégem ser estabelecidas
com base no processo de maturacdo. Por se tratamadefruta climatérica
(BROWN; WILLS, 1983), a goiaba apresenta, duranpeocesso de maturacao,
um pico de atividade respiratoria, denominado depingsao climatérica
(TUCKER, 1993), ocorrendo os picos de gas carbof@e) e etileno cinco a
seis dias ap0s a colheita (ADSULE; KADAM, 1995).

Diante do exposto, para o controle de doencas entgldsita com
aumento da vida de prateleira e manutengdo das edstices fisico-quimicas

dos frutos de goiabeiras, uma possibilidade baserm®xploracéo da atividade
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biolégica de compostos naturais biologicamente ateos 6leos essenciais
presentes em plantas medicinais, condimentares, orteimean florestais e
outros produtos alternativos, como fécula de mangdfocamando peliculas.

Cabe ainda ressaltar que a inibicdo do crescimertmhi@no pode ser
obtida pelo efeito sinérgico da combinacao de vdatmes ou obstaculos, em
vez de ser alcancada pela aplicagdo drastica dénioo fator de conservacao
(LEISTNER, 1992). A utilizagdo de peliculas comesisfvcomo obstaculo ao
crescimento microbiano foi mencionda por Leistner gi€¢1995).

Assim, a tecnologia de métodos combinados (TMC)b&amconhecida
como tecnologia de obstaculofwu(dle technology que se baseia na
combinacdo de dois ou mais obstaculos ao crescimewtobigno, aplicados
em baixos niveis, para promover a estabilidade duoealio em temperatura
ambiente (ALZAMORA et al., 1993), apresenta-se commis uma
possibilidade promissora para o0 manejo de doencagsotheita.

2.4 Oleos essenciais no controle de fitopatégenos

No metabolismo vegetal, por meio de diversas rotasshitéticas
elaboradas, frequentemente desconhecidas, sédo pmaslups metabdlitos
secundarios, ou micromoléculas, geralmente de esiraamplexa, baixo peso
molecular, atividades biolégicas marcantes e quegralifemente dos
metabolitos primarios ou macromoléculas (lipideostigeos e glicideos)
essenciais a todos os seres vivos, com funcdes dédinidas, apresentam-se
em baixas concentracdes e em determinados grupos adéapl(POSER;
MENTZ, 2000).

Na natureza, os Oleos essenciais desempenham pap@tanie na
protecdo das plantas contra bactérias, virus, fngtsetos e ataque de

herbivoros. Também podem atrair alguns insetos paoaiefeer a dispersdo de
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pblen e sementes ou repelir outros indesejaveinoGuetabolitos secundarios,
0s Oleos essenciais podem ser sintetizados pomatptinta, ou seja, em brotos,
flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutdgesa madeira ou cascas e
armazenados em células secretoras, cavidades, ca#laiss da epiderme ou
tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008).

Uma vasta gama de compostos organicos naturais dermorggetal,
produtos do metabolismo primario e secundario, demasst biologicamente
ativa pelas agbes tranquilizante, analgésica, irffdimatoria, citotoxica,
anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fundecie inseticida, dentre outras
(PLETSCH, 1998).

Os oleos essenciais tém sido largamente utilizadosyas propriedades
j& observadas na natureza, ou seja, pelas atiwdad#acteriana, antifingica e
inseticida. Atualmente, cerca de 3.000 6leos essisrngfio conhecidos, dos
quais 300 sdo comercialmente importantes, especialngarte a industria
farmacéutica. Também sé&o utilizados em perfumes e p®odie maquiagem,
produtos sanitarios em odontologia, na agricultcoao conservantes, aditivos
alimentares e remédios naturais (BAKKALI et al., 2008

A principal caracteristica dos 6leos essenciaisv@latilidade que os
difere dos éleos fixos (mistura de substanciasitpf), obtidos geralmente de
sementes (SIMOES; SPITZER, 2000), por prensagemaNgmeaza, a difusdo de
tracos de compostos volateis pode induzir ou indirgerminacdo ou o
crescimento, ou desencadear alteracdes no deseneats em plantas e fungos
(FRENCH, 1992).

Os 6leos volateis sado definidos pela Internati®tahdard Organization
(ISO) como produtos obtidos de partes de plantasmmio de destilacdo por
arraste de vapor d’agua ou por espresséao (prensageroaso de pericarpos de
frutos citricos. Em funcdo das caracteristicas digigimicas, recebe as

Y

seguintes denominagfes: 6leo, devido a aparénciasalem temperatura
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ambiente; esséncias, pelo aroma agradavel e ineeséreoaetheroleunem
latim, pela solubilidade em solventes organicosaps| como éter, porém, em
agua apresentam solubilidade limitada. Outras cafstitas referem-se ao
sabor, geralmente acre (acido) e picante, a cordigente amarelada, sendo
incolores quando recentemente extraidos ou em nureduzido ou coloridos,
como o 6leo da camomila azulado, devido ao alto teocazlilenos e ndo séo
muito estéveis, na presenca de ar, luz, calor, umidadnetais (SIMOES;
SPITZER, 2000).

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas quenpoakeer cerca de
20 a 60 componentes em concentracdes muito difere&@@iescaracterizados por
dois ou trés componentes que se apresentam em cagdestrrelativamente
elevadas (20% a 70%), em comparacdo aos tracos eI outros. Com
baixos pesos moleculares, os compostos encontramtsbuddos em grupos de
terpenos e terpenoides (principal grupo), de ar@osi# constituintes alifaticos.
As moléculas de monoterpenos (C10) representam 90%ouwigosicao dos
Oleos essenciais, com grande variedade de estragtwasas funcdes, tais como:
carbonetos aciclicos (ocimeno, mirceno), monociclitegpinenos,p-cimeno,
felandrenos) e biciclicos (pinenos, -3-careno, reaim, canfeno); alcoois
aciclicos (geraniol, linalol, citronelol, lavandylaerol), monociclicos (mentol,
a-terpineol, carveol) e biciclicos (borneol, fenchakisantenol, 3-tujanol);
aldeidos aciclicos (geranial, neral, citronelalgtonas aciclicas (tegetone),
monociclicas (mentonas, carvona, epoxi, piperitonabiaclicas (canfora,
fenchona, tujona, ombelulona, pinocanfona, pinoag@y,0 ésteres aciclicos
(acetato ou propionato de linalil, acetato de oitib), monociclicos (mentil ou
a-terpinil acetato) e biciclicos (acetato de isoprnéteres (1,8-cineol,
mentofurano); peréxidos (ascaridol) e fenois (timatarvacrol). Os
sesquiterpenos (C15) sdo semelhantes aos monotergenestrutura e funcéo,

sendo encontrados na composicdo dos Oleos os cabol&zuleno,
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bisaboleno, cadinenosAcariofileno, logifolene, curcumenos, elemenos,
farnesenos, zingibereno), os alcoois (bisabol, aedf-nerolidol, farnesol
carotol, #santalol, patchoulol, viridiflorol), as cetona®@tkatone, germacreno,
cis-longipinan-2,7-dione,vetinone, turmeronas) e os epoxidos (6xido de
cariofileno, epdxido de humuleno). Os compostos aticog ocorrem com
menos frequéncia do que os terpenos e incluem aldeiltamaldeido), alcool
(alcool cinamico), fendis (chavicol, eugenol), dades metdxi (anetol,
elemicina, estragol, metileugendis) e compostos didxid metileno (apiok
miristicina) (BAKKALI et al., 2008).

Diante da complexidade dos 6leos essenciais, admitpie existem
varios mecanismos de acdo ndo conhecidos exatarpedndo a inibicdo de
patégenos ocorrer pela desnaturagédo de proteinaigio de enzimas e/ou a
desintegracdo de membranas (JANSSEN, 1989).

Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos ou @ssenciais obtidos
a partir de plantas medicinais da flora nativa ténlicado o potencial das
mesmas no controle de fitopatdgenos, tanto por s@ia amqgitoxica direta,
inibindo o crescimento micelial e a germinacdo deks quanto pela ativagédo
de mecanismos de defesa como a inducéo de fitoalexntisando a presenca
de composto(s) com caracteristica de elicitor(espAM8FARLIN, et al., 1999).

Kulakiotu, Thanassoulopoulos e Sfakiotakis (200d3saltam que a
utilizacdo de produtos naturais obtidos de plaptade ser considerada como
uma possibilidade para o controle de doencas em gidsim, representando
menor risco para a saude humana e o ambiente. Nesgextop os Oleos
essenciais e seus compostos poderiam ser utilizados medida de controle de
doencas na agricultura alternativa.

Nos trabalhos citados a seguir, exemplifica-se &b atireta de 06leos
essenciais e seus compostos sobre agentes pat@génico

Bhaskara Reddy et al. (1998) verificaram a inibiga@otrytis cinerea
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(26,5% a 63,5% e 36,9% a 90,5%Rleizopus stolonifef5,5% a 50,5% e 11,5%
a 65,8%), patbgenos comuns de armazenamento de mor@RgEmAria
ananassy pelos compostos volateis dos tipos clonais Lavaldlaval-2, nas
concentracdes de 50 a 200 ppm do 6leo essencidiydvus vulgarigtomilho),
respectivamentein vitro. Na presenca de compostos volateisTdevulgaris
obtidos dos clones Laval-1 e Laval-2, observou-sertrole deBotrytis cinerea
(73,6% e 75,8%) eRhizopus stolonifer(73,0% e 74,8%) em morangos,
relacionando a maior atividade antifingica de L&val-200 ppm (66,2%) ao
conteudo relativamente mais elevado dos compostosia@mbianosp-cimeno,
linalol, 4-terpinenol e timol que em Laval-1 a 20pnp (53,5%). Nenhum
sintoma visual de fitotoxicidade foi observado ditiezo periodo de avaliagédo.

Chu, Liu e Zhou (2001) observaram reducéo signifiaade Monilinia
fructicola (podriddo parda) de 21% para 12%, mas nenhumoefzbre
Penicillium expansum(mofo azul), apés 13 dias a 10°C, em cerejas
‘Hedelfingen’ Prunus aviumL.) inoculadas e fumigadas com 10 mi.te
timol antes do armazenamento a frid?. expansum foi reduzido
significativamente, de 16% para 2%, pela fumigacaddi@o acético, a 6 ou a
10 mg.L*, que n&o apresentou efeito na reducdo da podpatiia. Verificaram,
ainda, que a fumigacéo ndo teve efeitos sobre adansdlidos soluveis totais e
acidez titulavel das cerejas. Em comparacdo ao dentobservaram que a
fumigacdo a 2 ou a 6 mg-Lde timol ndo acelerou escurecimento dos
pedinculos, entretanto, a 10 nig.lcausou escurecimento quase total. O &cido
acético ndo apresentou nenhum impacto na descolotiga@edunculos. Os
autores concluiram que a fumigacdo com &cido acéticdeimol em baixas
concentracBes apresenta potencial para o conteotencas pos-colheita, sem
provocar efeitos adversos sobre a qualidade do. frut

Singh et al. (2002) avaliaram a atividade antiflagie vapores de

monoterpenos puros contra quatro fungos patogédiaasana pelo método da
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placa de Petri invertida. Entre os monoterpendades, observaram a inibicdo
total do crescimento micelial deurvularia pallescengia presenca de mentol a
2.000 ppm e linalol a 3.000 ppm e @elletotrichum falcatumpelo geraniol, a
3.000 ppm.

Ranasinghe, Jayawardena e Abeywickrama (2002) candfin que 6leos
essenciais d€innamomum zeylanicuifi..) (canela) extraido da casca e das
folhas eSyzygium aromaticur(L.) (cravo) apresentaram efeito fungistatico e
fungicida sobre crescimento micelial @elletotrichum musaeagente etioldgico
da antracnose e da podriddo-da-coroa em banana, nancbésada por
Lasiodiplodia theobromaes Fusarium proliferatumno intervalo de 0,03%-
0,11% (v/v), demonstrando maior eficiéncia que ogicida benomil (0,7%-
1,2% vlv), in vitro. Por meio de cromatografia gasosa, identificaranmaoco
principais constituintes, cinamaldeido (50,5%),t@oede cinamila (8,7%)%
cariofileno (7,5%), 1,8 cineole (5,2%) e eugengl7%), no 6leo de canela
extraido da casca; eugenol (76,99cariofileno (3,5%), benzil benzoato
(2,8%), cinamaldeido (2,7%) e linalol (2,2%), noddlde canela extraido de
folhas e eugenol (79,2%), eugenil acetato (10,4%tariofileno (7,5%).

Shahi et al. (2003) comprovaram o potencial do dle€ymbopogon
flexuosus contra patdgenos pos-colheita. A agdo fungicida deo de
Cymbopogon flexuostisi verificada nas concentragdes minimas deuOyaL™,
paraAlternaria alternata 0,4 ul.mL™ paraAspergillus flavusA. fumigatusA.
niger, A. parasiticus Cladosporium cladosporioide€olletotrichum capsigiC.
falcatum Curvularia lunata Fusarium cerealisF. culmorum F. oxysporumfF.
udum Gloeosporium fructigenumPenicillium expansumP. italicum P.
implicatum P. digitatum P. minio-luteum P. variable e 0,5 pl.mL™ para
Botrytis cinerea Helminthosporium oryzaeH. maydis Phoma violaceae
Rhizopus nigricansin vivo, nos frutos tratados com o 6éleo @gmbopogon

flexuosusa 20ul.mL™, antes da inoculacéo, observaram 100% de conteole d
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podriddo. Para os frutos tratados ap0s a inoculagd@ controle total, foi
necessaria a concentracdo deuBML™. Até a concentracdo de OmL™, ndo
observaram qualquer efeito fitotéxico sobre a cdscfiutas déalus pumilo

Plotto, Roberts e Roberts (2003) verificaram inibi¢étal deBotrytis
cinereae Alternaria arborescenga presenca dos vapores dos éleos de tomilho,
orégano e capim-lima&eotrichum candidurfoi inibido parcialmente por citral
em meio de cultura e contido nos vapores dos 6lederdigho e de orégano.
Apenas os vapores do 6leo de tomilho e oréganaamibiRhizopus stolonifer
Quando incorporados, os Oleos essenciais de tomdhégano e coentro
apresentaram atividade antifangica a 500 Mgabre todos os fungos. O efeito
de capim-limao foi verificado apenas a 1.000 rifgnZo promovendo a inibi¢ao
de Rhizopus stoloniferldentificaram carvacrol, timol, citral #ans2-decenal
como principais componentes dos 6leos essenciaisédarm, tomilho, capim-
lim&o e coentro, respectivamente@ans2-decenal apresentou-se fungicida para
Botrytis cinerea Alternaria arborescen® Geotrichum candiduncomo vapor,
mas perdeu a atividade quando incorporado ao meicregcimento. Nos
tomates inoculados, os vapores ndo demonstraramnefi@o controle das
doencas e alguns induziram a fitotoxicidade em lopgo®dos de exposicdo. A
reducdo do desenvolvimerio cinereae A. arborescensos tomates inoculados
foi verificada nos tratamentos de imersdo nas emulddge®leos de tomilho e
orégano, a 5.000 ppm e a 10.000 ppm.

Em um sistema fechado, Edris e Farrag (2003) obsenvayse o0s
vapores dos 6leos essenciais de hortela-pimenta jenndo e seus principais
componentes, mentol e mentona, e linalol e eugendpectivamente,
separadamente e misturados em diferentes proporgibsam de maneira
dose-dependente o crescimento dos furfgderotinia sclerotiorumRhizopus
stolonifer e Mucor sp., que causam deterioracdo e grandes perdasssiegpé

durante a comercializagdo, o transporte e o armamarta. Ao mentol foi
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atribuida a propriedade antifungica do Oleo essénde horteld-pimenta,

enquanto mentona sozinho ndo demonstrou nenhum efeitmdas as doses.
No caso do 6leo de manjericdo, linalol, individualteemlemonstrou moderada
atividade antifangica, enquanto eugenol ndo mostenhuma atividade sobre
0s patodgenos. A mistura dos dois componentes, epom@o semelhante a sua
concentragcdo no O6leo original, proporcionou melhararas propriedades

antifingicas do 6leo de manjericéo, indicando uriiefnérgico.

Tripathi et al. (2004) verificaram atividade funigiica dos 6leos
essenciais ddMentha arvensisOcimum canume Zingiber officinale contra
Penicillium italicum agente etiolégico do mofo-azul em laranjas e limdes,
vitro. Durante o armazenamento, observaram a aplicabilipediea dos 6leos
essenciais no controle da podriddo mofo azul dajas e limdes. As laranjas e
os limBes apresentaram vida de prateleira aumentadé e 8 dias, quando
tratados com o 6leo de menta, respectivamente; ernass am o Oleo de
Ocimum canune em 4 e 8 dias codingiber officinale respectivamente.

Viegas et al. (2005) verificaram que 6leos essendaicasca de canela
(Cinnamomum zeylanicureym.) e de bulbilho de alhdl{ium sativumL.)
promoveram maior inibicdo do desenvolvimento micel@Aspergillus flavus
responsavel pela sintese de aflatoxina em amendoeno dungicida sintético
benomil, durante 12 meses. O efeito inibitério varientre os 37 isolados
testados.

Ranasinghe, Jayawardena e Abeywickrama (2005) adrsenv o
controle de podriddo da coroa em bananas ‘Embul’ §M&8B) maduras
tratadas com emulsdes de 6leos essenciais da cdedalbas d&Cinnamomum
zeylanicum(canela). O dleo d&yzygium aromaticunfcravo) nao inibiu o
desenvolvimento do patégeno. Verificaram, ainda,agiemulsées dos 6leos de
canela, combinadas com embalagem de polietileno da loi@nsidade (0,075

mm, LDPE) constituindo uma atmosfera modificada, prai@mmga vida atil de
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armazenamento das bananas em até 21 dias em camard4dd°C e em 14
dias a 28+2°C, sem afetar as propriedades orgaiualgé fisico-quimicas.

Soylu, Soylu e Kurt (2006) constataram a atividauélngica das fases
volateis dos Oleos essenciais de orégdbilig@num syriacunmvar. Bevanii) e
tomilho (Thymbra spicatasubsp.spicatd, a partir de 0,31g.mL* de ar; de
funcho Foeniculum vulgare a 0,4 pg.mL"; de alecrim Rosmarinus
officinalis), a 1,2ug.mL"; de alfazemalavandula stoechasubspstoecha¥ a
1,6 pg.mL* e de louro l(aurus nobilid, a 2,0pg.mL™* de ar, mediante inibicdo
total do crescimento micelial dghytophthora infestangnibicéo total também
foi observada nas fases de contato dos Oleos émisede orégano, tomilho e
funcho, a partir de 6,4g.mL* e de alecrim, alfazema e louro, a 12,8, 25,6, 51,2
ug.mL*, respectivamente. A producdo de esporangios tambéimidida pelos
Oleos essenciais testados. Em cromatégrafo a gakdoap detector de massas
analisaram a composi¢cdo dos 6leos, identificando, qmingipais compostos,
carvacrol (79,8%)p-cimeno (8,2%) em orégano (24%), carvacrol (37,980),
cimeno (18,3%), linalol (15,9%)+terpineno (14,7%) em tomilho (16%jans
anetol (82,8%), 4-alil-anisol (6,5%), limoneno (5)88m funcho (17%), borneol
(20,4%), canfora (19,5%), 1,8-cineol (17,4%), loidb,1%) em alecrim (30%),
canfora (20,2%), 1,8-cineol (35,5%);tujona (15,9%), fenchona (13,5%) em
alfazema (21%) e 39 1,8-cineol (35,5%), sabinenqO@b}, a-terpinil acetato
(14,2%),a-pineno (7,5%) em louro.

Sharma e Tripathi (2006) constataram a fungitozidé total do 6leo
essencial extraido do epicarpo @drus sinensiscomo volatil e pela técnica
denominada comida envenenagaig¢ened food que consiste na incorporacao
do 6leo em meio de cultura BDA (batata-dextrosejagabre germinacdo e
crescimento micelial dos patdgenos pos-colhehapergillus niger e

Botryodiplodia theobromaeisolados de manga;Alternaria alternata
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Cladosporium fulvune Botrytis cinerea de tomate;Penicillium expansune
Alternaria Mali, de macda; Penicillium chrysogenume Cladosporium
cladosporioidesde uvas éMyrothecium roridumde meldo-de-sdo-caetano. Em
cromatografia gasosa e espectometria de massa (GCeMf)eno (0,9%) 3
pineno (0,6%), myrceno (4,1%), limoneno (84,2%),lbh&t,4%), citral (0,5%),
a-terpineol (0,8%), terpinoleno (1,3%), citroneld,9%) e geraniol (1,3%)
foram identificados no 6leo.

Neri, Mari e Brigati (2006) observaram atividadeiféingica expressiva
dos compostos volatetsans-2-hexenal, carvacroltranscinamaldeido e citral
sobre o crescimento micelial e germinacdo esporulag@oPenicillium
expansumagente etioldgico do mofo azul de pera. Os compdstaanal, (-)-
carvona, p-anisaldeido, eugenol e 2-nonanone apresentaramicéaib
progressivamente menor. Os melhores inibidores de gacdo e do
crescimento micelial forantrans-2-hexenal e carvacrol, respectivamente.
vivo, verificaram que drans-2-hexenal (12 HiL.L™) aplicado como fumigante
contra P. expansunmem peras cv. Conference foi o melhor controle, daan
aplicado durante um periodo 24 horas, 24 horas apoeculacdao. Carvacrol
(12,5-200uL.L™), etrans-cinamaldeido (50-400L.L™) foram ineficazes e citral
(200pL.L™) demonstrou efeito moderado.

Azizi et al. (2006) avaliaram a atividade antifUrsgios 6leos essenciais
de Thymus vulgarisMentha piperita Satureja hortensisCuminum cyminune
Trachyspermum copticumas concentragdes @80, 500 e 1.000 mg1, sobre
0 crescimento micelial e a germinacéo dos espordedeillium italicum P.
digitatum e Alternaria citri, importantes fungos pdés-colheita em citrus.
Observaram que o crescimento radiaPéaicillium italicumfoi completamente
inibido por Thymus vulgaris 500 mg.L}, Satureja hortensie Trachyspermum
copticuma 1.000 mg.I* e reduzido a 57,17% e a 36,8%, quando exposto aos

6leos essenciais d&. cuminume M. piperita, a 1.000 mg.L, respectivamente.
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O crescimento radial d®. digitatumfoi completamente inibido poFhymus
vulgaris Trachyspermum copticum 500 mg.[' e Satureja hortensig 1.000
mg.L"' e reduzido a 22,8% e a 12,15%, pelos 6leos esseE&. cuminume

M. piperita, respectivamente. A inibicdo total de citri foi verificada na
presenca d&@hymusvulgaris (250 mg.L%), Trachyspermum copticumSatureja
hortensis(500 mg.L"), C. Cuminum(1000 mg.LY). M. piperita (1000 mg.L%)

reduziu o crescimento radial de citri a 59,44%.

Tzortzakis (2007) verificou a redugcdo de deteri@cagm morango
(Fragaria ananass@uch.) e tomatel{ycopersicon esculentum) tratados com
vapores dos 6leos deucalyptus globulusL. (eucalipto) e Cinnamomum
zeylanicum Blume (canela). Durante e ap0s a exposicdo aoryvagofrutos
foram mantidos a 13°C. Observou, ainda, que a firrdegzgomates foi mantida
apenas durante o periodo de exposi¢do ao Oleordgacando persistindo no
armazenamento em ar ambiente. Nenhum efeito sobre adirfoeverificado
pela exposicdo de tomates e morangos ao vapor da@éleocalipto e morangos
ao vapor do Oleo de canela. Os vapores dos Oleosadela e eucalipto
estimularam os niveis de sélidos soluveis totaiodwtes e morangos durante a
exposicdo, persistindo o efeito apenas para tomegesja’ apds a exposicao.
Observou que a perda de peso, o teor de 4cidosicogda docura e o conteddo
de fendis totais, durante e apds a exposicdo dessfde tomates e morangos
aos Oleos, nao diferiram dos controles.

Tzortzakis e Economakis (2007) obervaram reducdaoifisigtiva no
desenvolvimento das coldnias @wlletotrichum coccodesBotrytis cinerea
Cladosporium herbarupRhizopus stolonifee Aspergillus Nigerentre 25 e 500
ppm; inibicgdo completa de esporulacéo a 500 ppedezida até 70% a 25 ppm
em comparacao ao controle; na presenca do vaporedoeékencial de capim-
limdo (Cympopogon citratuk.), in vitro. A reducdo da germinacdo dos esporos

e 0 comprimento dos tubos germinativos €m coccodesB. cinerea C.
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herbarum e R. stolonifer foi dose dependente. A 100 ppm, verificaram o
aumento de germinacédo Aeniger. Concluiran que o uso do 6leo essencial puro
de capim-limdo constitui uma ferramenta inovadorailecdmo alternativa ao
uso de fungicidas sintéticos ou de outras técnidas sanitizacdo no
armazenamento/embalagem.

Lee et al. (2007)valiando os efeitos inibitérios dos compostos eidat
de 39 dleos essenciais, na concentracdo|de dor placa, verificaram inibicao
do crescimento micelial dBotrytis cinereae Colletotrichum gloeosporioides
fungos patogénicos em pds-colheita d-dsarium oxysporupPythium ultimum
e Rhizoctonia solanifungos patogénicos de solo. O éleo essenci@rag@num
vulgare inibiu o crescimento micelial de todos os cinco fusigestados,
Cuminum cyminune Eucalyptus citriodora exceto deC. gloeosporioides
Thymus vulgarissuprimiu o crescimento micelial d€. gloeosporioides
Fusarium oxysporune Rhizoctonia solane Cymbopogon citratysapenas de
Fusarium oxysporumAs composi¢fes quimicas dos 0Oleos essenciais foram
determinadas por gascromatografia e espectrometriaadsa e os principais
componentes encontrados foragipineno (23%), y-terpineno (19%) e
cuminaldeido (18%) er. cuminum geranial (43%), neral (30%) e limoneno
(10%) emC. citratus citronelal (73%) e isopulegol (6,7%) e citriodorg
carvacrol (59%)p-cimeno (22%) e timol (6,5%), eM. vulgaree timol (38%),
p-cimeno (30%) ey-terpineno (6,7%) enil. vulgaris Em frutos de maca
inoculados, observaram que o 6leo essencial. adtriodora a 4 e a 8L|.L_1 de
ar (28 e 56 ul por container) suprimiu o desenvolvitnale lesdes dBotrytis
cinerea(mofo-cinzento) em 38% e 59%, respectivamente, dw& & das lesbes
em 19% e 37%, paZ. cuminuma 5 e a 1Qu.L " de ar (35 e 7Ql por contéiner),
respectivamente. O aumento das doses aplicadas @ edsenciais reduziu a
incidéncia da doenca.

Neri et al. (2007), avaliando nove compostos vaatei plantas na fase
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de vapor, verificaram a maior atividade fungicida tdens-2-cinamaldeido
hexenal, carvacrol e citral, enquartrans-hexanal, (-)-carvona, eugenol, 2-
nonanone, g-anisaldeido exibiram inibicdo progressivamente iofesobre a
germinacdo de conidios e crescimento micelial Mignilinia laxa agente
etioldgico da podriddo parda em frutos de carotwitro. O melhor inibidor da
germinagéo de conidios ftians-2-hexenal, apresentando &hgual a 7,53 e
EDgsigual a9,4 uL.L™" e concentracéo inibitoria minima (MIC) de 1p3L™,
enquanto carvacrol foi o melhor inibidor do crescitbemicelial com Elg,
igual a 2e ERyigual a 3,4uL.L™ e MIC de 6,1uL.L™. Como biofumigantes em
pos-colheita, drans-2-hexenal a 1QL.L™ demonstrou o melhor controle da
podriddo parda em damasco (68,5%) e auR0" em péssego, nectarina e
ameixa, com eficiéncia variando de 46,2% a 80,3%e¢midgEndo da cultivar.
Observaram, ainda, o controle com citral e carvea:r‘iﬂ)uL.L'l, em nectarinas,
porém, de maneira menos eficiente, resultando emet32,9% de controle. A
fumigacéo contrans-2-hexenal a 10 e 20L.L™ causou, em ameixa, a R0.L"

! em todas as cultivares de damasco, péssego eimeatan 10uL.L™ em
algumas cultivares de damasco, péssego e nectadoge<) aroma fermentado
ou sabores foram percebidos em todas as espéciestae de caroco testadas
nas doses aplicadas acima de.3_ ™.

Dentre os produtos volateis que caracterizam o amenenorango, o
transhex-2-enal, que se apresentou como o melhor inihidoicrescimento
micelial e da germinacdo d€olletotrichum acutatunmas doses inibitérias
minimas de 33,68L.L™" e 6,76uL.L™, respectivamentén vitro, também inibiu
o crescimento desse patdégeno nos frutos inoculadpsdindo o aparecimento
dos sintomas (ARROYO et al., 2007)

No controle da antracnose em pos-colheita de frdeosnanga (Nam
Dokmai), Duamkhanmanee (2008) observou a eficiéncialéo essencial de

capim-limdo Cymbopogon citratu$tapf.) na concentracdo de 4.000 ppm em
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agua quente, antes e apods a inoculagdo, com séspeales conidios de
Colletotrichum gloeosporioidescom notas médias minimas de 2,40 e 1,85,
respectivamente, enquanto as notas médias dos tratendm carbendazim a
100 ppm em &gua quente foram de 2,60 e 1,95, resp@etnte.

Tripathi, Dubey e Shukla (2008) verificaram a atidd antifingica dos
6leos essenciais deChenopodium ambrosioidesEucalyptus citriodora
Eupatorium cannabinum_awsonia inermisOcimum canumO. gratissimum
0. sanctumPrunus persicaZingiber cassumunae Z. officinale pela inibicdo
total do crescimento micelial d&otrytis cinereaagente etiolégico da podridao
cinzenta da uva. A aplicabilidade pratica dos ékssenciaisle O. sanctumP.
persicae Z. officinale no controle da podriddo cinzenta da uva, foi cavguaa
pelo aumento de vida de armazenamento em até 5, 4as.60¢ mesmos néo
apresentaram nenhum efeito fitotoxico sobre a cascdruta, podendo ser
recomendados como potenciais fungicidas botanicofogicamente corretos
(ecofriendly.

Barrera-Necha et al. (2008) verificaram a eficiéndias 6leos de
Cinnamomum zeylanicum Syzygium aromaticura 50, 100, 150, 200 e 250
ng.mL*, sobre a germinacéo de conidios @elletotrichum gloeosporioides
isolado de mamaéaoCarica papayal.), com inibicdo superior a 98%. O
crescimento micelial foi totalmente inibido pbnymus vulgaris partir de 200
pg.mL* e Cinnamomum zeylanicueSyzygium aromaticumpresentaram efeito
dose dependente. Os Oleos Almbrosioides TeloxydMentha piperitae Ruta
chalepensisapresentaram acdo moderada a 150, 200 eug5aL" sobre a
germinacdo de conidios e inibicdo do crescimento limicéllium sativum
Citrus aurantifolia e Eucalyptus globulusndo demonstraram atividade
antifingica nas diferentes concentracbes. ApOs maz@namento a 28°C,
durante 5 dias, observaram que os frutos de mamoeitadés comC.

zeylanicuma 250pg.mL* e S. aromaticuma 50 e 25Qug.mL™* apresentavam
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menor percentual de infeccdo, diferindo estatisticaenelo controle. A 14°C,
ap6s 8 diasC. zeylanicume S. aromaticuma 50 e 250ug.mL*' também
diferiram estatisticamente do controleCe zeylanicuma 250 ug.mL* e S.
aromaticuma 50ug.mL* apresentaram-se estatisticamente iguais ao fungicida
ApG6s 0 armazenamento em ambas as temperaturas, esw#dopeso, firmeza e
sélidos soluveis ndo diferiram estatisticamente. r@sultados indicaram a
possibilidade do uso dé. zeylanicume S. aromaticunpara o controle d€.
gloeosporioidegm mamao.

Amiri et al. (2008) verificaram que o crescimento malale Phlyctema
vagabunda Penicillium expansumBotrytis cinereae Monilinia fructigena
importantes patdgenos em poés-colheita de frutos déi,nfieiccompletamente
inibido na presenca do volatil eugenol a 1507, a 4°C ou a 20°C. A mistura
de eugenol a 2 mg.rile lecitina de soja a 50 mg.Misuprimiu os sintomas de
fitotoxidez produzidos por eugenol sobre as mag@&sleziram a incidéncia da
doenca dé°. expansumP. vagabundaB. cinereae M. fructigenapara valores
inferiores a 7%, 6%, 4% e 2%, respectivamente, apdanmeses de
armazenamento a 2°C.

Sukatta et al. (2008), pelo método da placa de Hetrértida,
verificaram a atividade antifingica dos 6leos deva@ra canela contra
Aspergillus niger Alternaria alternata Colletotrichum gloeosporioides
Lasiodiplodia theobromaePhomopsis viticola Rhizopus stolonifepatoégenos
pés-colheita que causam a deterioragdo das uvassempando concentracdes
inibitérias minimas de 200, 200, 400, 800, 200 e @@0mL" e 50, 100, 200,
200, 100 e 800 mg.mi, respectivamente. Em relacdo ao efeito sinérgie do
Oleos de cravo e canela, as proporcdes 3:7, 28 @einonstraram ser eficientes
na inibicéo de todos os patégenos, com MIC de 40éniny

Rozwalka et al. (2008) observaram inibicdo total cescimento

micelial deGlomerella cingulatae Colletotrichum gloeosporioideisolados de
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frutos de goiabeiras, na presenca dos vapores aip @dsencial de cravo-da-
india. O 6leo de capim-limdoCymbopogon citratys apresentou acao
fungitoxica sobreC. loeosporioideg, sobreG. ingulatg acaofungistatica até o
quinto dia. Verificaram a formacdo de halos de idibigguando ocorreu o
contato deG. ingulata com os 6leos essenciais de camonfildnamomila
recutita), gengibre Zingiber officinalg¢ e folhas de goiabeirdidium guajava

e de C. loeosporioidescom camomila, goiaba e tageteBagetes minuda
provavelmente devido a presenc¢a de compostos fixasagéo fungitoxica.

Tripathi e Shukla (2009) comprovaram a atividadefiamgica dos 6leos
essenciais de geranio, horteld, palmarosa, 6leasi¢hd, pela inibicdo total de
Botryodiplodia theobromaeagente etioldégico da podriddo peduncular de $ruto
de manga. Verificaram a maior eficiéncia dos Oleosgenio (200 ppm),
horteld (100 ppm), palmarosa (100 ppm) e tomilho (5®)pem relacdo aos
fungicidas mediante comparacgéo dos valores de ctyagéo inibitéria minima
(MIC). A aplicabilidade pratica dos 6leos essersci® geranio, horteld, tomilho
e palmarosa como fumigantes foi observada no cordeolgodriddo peduncular
de frutos de manga, pelo aumento da vida util de an@emzento em 5 dias, para
a variedade Dasheri e, em 10 dias, para a varidgadga.

Tzortzakis (2009) observou reducéo no desenvolvilméas colonias de
Colletotrichum coccode®Botrytis cinerea Cladosporium herbarumRhizopus
stolonifere Aspergillus nigerna presenca do vapor do 6leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylaniculm), entre 25 e 500 ppnm vitro. Em comparacao ao
controle, a esporulacao foi inibida até 63% a 2% gpcompletamente inibida a
500 ppm, exceto parfd. cinerea A germinacdo dos esporos e o comprimento
dos tubos germinativos Colletotrichum coccodes Botrytis cinerea
Cladosporium herbarune Rhizopus stolonifeapresentaram-se reduzidos, com
efeito dose dependente, exceto paraiger, em que o 6leo de canela a 100 ppm

desencadeou 0 aumento da germinagdo dos esporos.ntemtgs inoculadas
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por ferimentos, foi observado o desenvolvimento aadte deB. cinereae C.
coccodesno terceiro dia ap6s a exposicdo ao vapor ddaafigré-exposicao
de tomate ao vapor de canela a 500 ppm, duranteas3 ali em seguida,
inoculados, reduziu o desenvolvimento de lesod3. dinereae C. coccodes

Souza Juanior, Sales e Martins (2009), avaliandeiboefungitoxico de
6leos essenciais sobBmlletotrichum gloeosporioideésolado do maracujazeiro-
amarelo, verificaram que os O6leos essenciaisLiggpia sidoides, Ocimum
gratissimum Lippia citriodora, Cymbopogon citratug Psidium guayavavar.
pomifera incorporados em meio agar-agua e BDA (batata, aexte agar), a
partir da concentracdo de l.mL™, inibiram totalmente a germinagédo dos
conidios. Observaram a inibicdo total do crescimenitelial pelos 6leos de
Lippia sidoides, Ocimum gratissimum Lippia citriodora e Cymbopogon
citratus O Oleo daPsidium guayavaar. pomiferamostrou inibicdo crescente
sobre o0 micélio d&. gloeosporioidesom o aumento das concentracdes (1, 3, 5
e 10puL.mL™).

Anaruma et al. (2010) determinaram a atividade del@8sd&@ssenciais,
constatando atividade de 15 deles co@wéetotrichum gloeosporioide@enz.)
Sacc., agente da antrachose em maracuja-amataksiflora edulisSims f.
flavicarpa Deg). In vitro, os 6leos deCoriandrum sativum(0,25 mg.mL?),
Cymbopogon citratugd,25 mg.mL'), Cymbopogon flexuosy§,25 mg.mL') e
Lippia alba (0,3 mg.mL') apresentaram os menores valores de concentracées
inibitérias minimas (MIC). O indice de doenca das drmaedratadas com o 6leo
essencial d&€€ymbopogon citratusdo diferiu do indice das amostras tratadas
com fungicidas, demonstrando potencial para o canttolagente da antracnose
em maracuja-amarelo.

Corato et al. (2010), avaliando a atividade antjféa do 6leo déaurus
nobilis (louro), verificaram inibic&do total do crescimento efial de Monilinia

laxa a 200 mg.mL e deBotrytis cinereaa 1.000 mg.L* e ac&o fungistatica em
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ambos o0s casosPenicillium digitatum foi parcialmente inibido nas
concentracdes 200, 400, 600, 800 e 1.000 thgMerificaram a atividade de
proteccdo em kiwi e em péssego, que apresentarane6®P% de inibicdo de
lesBesB. cinereae M. laxa, respectivamente, quando o 6leo de louro a 3 mg.mL
! foi aplicado por pulverizacdo antes da inoculad@® patdgenos. Em péssego,
o efeito curativo foi verificado pela reducéo désr@e inibicdo de lesbes d&
laxa, quando o 6leo foi colocado apos a infecgdo. Ndgervaram qualquer
efeito fitotdxico ou alteracbes de sabor e aroma fmows tratados. Por
cromatografia gasosa, no 6leo de louro foram identifas, como principais
substancias ativas com teores0%, 1,8-cineol, linalol, acetato de terpineol,
eugenol methyl e com teores <10% linalyl acetatoeraly sabineng?-pineno

e a-terpineol.

A determinacgdo da atividade biol6gica dos metatskecundarios das
plantas medicinais com respeito a atividade antirhiar@ direta ou ativando
mecanismos de defesa das plantas tratadas, bem conagiandmento e a
identificacdo desses metabdlitos poderdo contriaria a aquisicdo de maiores
conhecimentos que reforcem sua possivel utilizagdmoc um método
alternativo de controle de doenca de plantas (STARIGN, et al., 1999).
Entretanto, ainda é reduzido o niumero de trabalbesdgmonstram a atividade
biolégica e 0 modo de acdo desses compostos seasidabire fitopatégenos
em poés-colheita, sendo de fundamental importancissendelvimento de mais

pesquisas para atender aos requisitos de susttadei

2.5 Peliculas biodegradaveis
As embalagens produzidas com polimeros sintéticos ecainais,
inertes ao ataque imediato de microrganismos, apGsanes demoram, em

média, 100 anos para a decomposicao total, ocasionsédos problemas
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ambientais (ROSA; FRANCO; CALIL, 2001).

Devido as questbes ambientais relacionadas com analifio de
embalagens sintéticas convencionais, demanda cresgdentma variedade de
alimentos frescos, necessidade de produtos alimentacen vida Util
prolongada, expansdo de canais de distribuicdo pamaoditties e novas
oportunidades para produtos alimentares com barradragstiveis, nas Ultimas
décadas, tem ocorrido um interesse crescente mmaEsimento e no uso de
embalagens biodegradaveis para prolongar a vide étélhorar a qualidade de
produtos frescos (DIAB et al., 2001).

Além das fungbes idénticas aos filmes sintéticos,filbses e os
revestimentos/coberturas comestiveis também devendeatea requisitos
adicionais relativos a sua utlizagdo em alimentass tcomo possuir
caracteristicas sensoriais aceitaveis, boa reesiatémecénica e aderéncia,
estabilidade microbiana, bioquimica e fisicoquimieaoéveis; apresentar-se
como uma barreira adequada para gases, agua eidleajd microrganismos
toxicos e compostos perigosos; ser eficiente nosp@me de antioxidantes,
aroma, cor, aditivos antimicrobianas ou nutricionaesem produzidos a partir
de matérias-primas de baixo custo mediante tecnologianples
(DEBEAUFORT; QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1998).

Para atender as necessidades de mercado, estdodsseduolvidas as
chamadas embalagens ativas que, frente as mudangasbiente ao redor do
produto, respondem com alteracbes em suas propriedade
(SARANTOPOULOS; FERNANDES, 1996). Embalagens atipasa frutas e
hortalicas in natura devem absorver etileno (fito-horménio associado ao
amadurecimento) e liberar substancias fungicidasuogidtaticas, reduzindo
tanto a atividade fisiol6gica quanto do desenvolvitnenicrobiolégico (VILAS
BOAS; CHITARRA; RESENDE, 2001). A utilizacdo de esturas de

superficie pode exercer efeito semelhante a estocagb atmosfera controlada
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(KADER, 1995). O uso de peliculas com esse propdsita revestimento de
frutas e hortalicas frescas, visando minimizar a pelel umidade e reduzir as
taxas de respiracdo, além de conferir aparéncibabiit e atraente, constitui
vantagem econOmica, evitando a necessidade de estocam atmosfera
controlada que implicaria em custos operacionaie eqliipamento (KESTER,;
FENNEMA, 1986).

Ceras (6leo mineral, parafina, carnauba, candetiaa de abelha,
polietileno, goma-laca) tém sido utilizadas amplamentao revestimentos nos
frutos, como laranjas, limdes, toranjas, macas,speexrejas, bananas, goiabas,
mangas, lichias, tdmara, coco, péssego, uvas, meldafgums vegetais
(OLIVEIRA; CEREDA, 1999).

Para a producgéo de biofilmes sao utilizados biopsbsyecomo amido,
pectina, celulose e seus derivados, colageno,imggelatproteinas miofibrilares.
Dependendo da matéria-prima utilizada, o filme podectassificado como
biodegradavel ou comestivel (CARVALHO; SOBRAL; MENEQLI, 1997).

Atualmente, existe um interesse consideravel nazagdio de filmes e
coberturas essencialmente compostos por amido. Néricedos recursos
renovaveis, o amido é encontrado em abundéncia naemat tem carater
renovavel e custo relativamente baixo, sendo, pmrtagrande fonte de
exploracdo econémica (ROZ et al., 2001).

O amido geleificado tem a propriedade de formar géés desidratados,
dao origem a peliculas rigidas e transparentesténoho de peliculas de amido
baseia-se no principio de geleificacdo da féculag@emperaturas, com excesso
de agua), com posterior retrodegradacdo. Na retradegdo, pontes de
hidrogénio sao estabelecidas e o material dispeesoreprganiza em
macromolécula, originando uma pelicula protetora etrado fruto. A fécula
geleificada, quando desidratada, devido as sugsripdades fisicoquimicas,

pode formar peliculas semelhantes as de celulosesistéreia e transparéncia,
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representando, na conservacdo de frutas e hostaligaa alternativa potencial.
N&o sendo toxica, pode ser ingerida juntamente catosfre hortalicas, sendo
facilmente removida quando necessario. Além dissoaréir pde mandioca,
apresenta-se como produto comercial de custo bai®80,20 a US$0,30 o kg
de fécula, quando comparado as ceras comerciaigjsam de US$7,00 o litro.
Biofilmes feitos de amido passaaram a ser mais imam&inte estudados
guando o amido de mandioca foi selecionado como umariasptéma mais
adequada (CEREDA; BERTOLINI; EVANGELISTA, 1992).

O uso de biofilmes de fécula de mandioca, na cong&ovpos-colheita
de morango, armazenados em condicdo ambiente (21%% &4R), propiciou
diminuicdo da perda de peso, aumento da texturang@tede coloragéo,
prolongando em até cinco vezes a vida pés-colh@iasendo detectados sabor
e aroma estranhos (HENRIQUE; CEREDA, 1999).

Oliveira e Cereda (1999) verificaram que a pelicd&a fécula de
mandioca (1 e 2%) acarretou uma diminuicdo de perdpede e da taxa
respiratoria dos frutos de goiabeira da variedaden&gai em relacdo ao
tratamento testemunha, porém, superiores ao trataroemt@ cera de carnauba
star-fresh. Apesar disso, consideraram que a mesmdutarn promissor na
substituicdo de ceras comerciais, por ser um prodatoral e visto que
proporcionou aumento na vida de prateleira dos drigm comparacdo ao
tratamento testemunha, sendo necessarios ajusttsdesede formulacdes das
peliculas, no intuito de reduzir ainda mais estdsres.

A aplicacdo das peliculas de fécula de mandioct; a 2 3%, em frutos
de tomate l(ycopersicon esculentuMill), ndo influenciou significativamente a
perda de massa e a textura, apés 22 dias de armarndnaBrretanto, os frutos
recobertos com pelicula a 3% apresentaram melhoéraparem relagdo aos
frutos da testemunha e recobertos com pelicula al2AMASCENO et al.,
2003).
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Na conservacao pds-colheita de acerola, Macidl €@04) observaram
gue o uso de biofilme de mandioca a 1% conservou ernt@dr de 4cido
ascorbico e a temperatura de 10°C estendeu a vidimsifrutos recobertos com
biofilme a 1% e a 2%, mantendo caracteristicas dédada, sélidos sollveis
totais, pH, acidez total titulavel aceitaveis por periodo de até 15 dias.

A aplicacdo de pelicula de fécula de mandioca a #dpqgocionou ao
pepino japonés(Cucumis sativusL.) um aspecto melhor de conservacao,
tornando-o mais atraente. Sob refrigeracdo a 5°Cpelcula reduziu
significativamente a perda de massa das amostrdS @Hal., 2006).

Os revestimentos comestiveis a base de fécula de osandil% e a
3%, em temperatura ambiente, retardaram o amadurecimdestdrutos de
mamao ‘Formosa Tainung 1’, apresentando alteracoesrdéa casca, firmeza
da polpa, sélidos soluveis totais e acidez totalavel significativamente mais
lentas que os frutos ndo tratados, prolongandda il pés-colheita por quatro
dias, sem afetar a qualidade dos mesmos (PEREIRA 20856).

O uso de filmes e coberturas biodegradaveis a basééclla de
mandioca tem sido, até o momento, pouco documentadotili2agéio de
peliculas comestiveis como obstaculo ao crescimeitimloiano foi mencionda
por Leistner e Gorris (1995). Porém, observa-se @énfase é dada para a
conservacao das caracteristicas fisico-quimicasutiesfe hortalicas durante o
processo de maturacdo, permanecendo a inibicdo doimento microbiano
incutida nos resultados, mas nao claramente eld&ida

Diante do exposto, pode-se inferir que filmes e dobas
biodegradaveis a base de fécula de mandioca amrstihuma nova estratégia

para o controle de doengas pés-colheita.

2.6 A microscopia eletrbnica na elucidacdo da intagcdo patdgeno-
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hospedeiro (histopatologia) e do modo de acédo degalutos em patdégenos

Para a elucidagdo da interacdo patdgeno-hospedagoocorre em
ambito celular, a microscopia eletronica de varredMBY) e a microscopia
eletrénica de transmissao (MET) apresentam-se comoriamtes ferramentas,
pois permitem a visualizacdo dos eventos de infequ@dpenetracdo: adesao,
germinacdo, em alguns casos, formacdo de apress@@setracdo e
estabelecimento das relagdes parasitarias), col@uza reproducédo, bem como
as reacOes das plantas aos patégenos.

As microscopias eletrénicas de varredura e transmigsdem fornecer
também informacbes relevantes sobre o0 modo de acadgodatgs sobre a
morfologia de patdgenos. Assim, enquanto estudosjubiicos e/ou
moleculares identificam as vias metabdlicas onde dytooage, MET e MEV
revelam as alterac¢des ultraestruturais estrutuespectivamente.

A ultraestrutura de fungos e a interacdo patégerspddeiro esta bem
documentada na literatura, ao contrario do modo g@® ae produtos sobre
patdgenos, que tem numero reduzido de trabalhosuldicados. Buckley,
Sjaholm e Sommer (1966), por meio de microscopia elea@ie transmissao,
comparam a ultraestrutura de conidios germinados gearatinados d8otrytis
cinereg verificando que a utilizacdo do material armazenaskultou em
intensa vacuolizagdo em conidios com germinac¢éo adanc

Maeda (1970) observou, durante processo de pedetmeVenturia
inaequalisem macd, aumento da eletrodensidade na cuticuaaastlocais de
penetracdo pela degradacdo da cuticula. Chau ee&lMd983) observaram
auséncia de danos mecéanicos e aparecimento de edgfidmensa, sugerindo a
dissolugdo da parede celular de mamao proxima aoeetdetcdo, via enzimas
produzidas po€olletotrichum gloeosporioides

Os processos de penetracéo e colonizacdootletotrichum musaem

bananas maduras e verdes foram observados por Chiang,Leu (1987) e
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Chang, Routree e Leu (2000), respectivamente, poo rdei microscopia
eletrbnica de varredura e de transmissdo. Ferreied. €2009), avaliando os
eventos do processo de infeccaoQidletotrichum gloeosporioideisolado de
folhas de cafeeiro e mangueira inoculados em folkaSodfea arabical., por
meio de microscopia eletrbnica de varredura, obsamvaronidios de todos os
isolados aderidos frequentemente nas depressdesétidas da epiderme e
células-guarda dos estdmatos com septos formados alategerminacao.
Verificaram, ainda, a germinagéo dos isolados deegaf em folhas entre 6 e 8
horas e a formacdo de apressorios 12 e acérvulos B86te 144, apéds a
inoculagdo. No isolado de mangueira, apdés a ino&alapbservaram a
germingdo entre 6 e 8 horas, com formacao de apresseérB a 12 horas e
producdo de novos conidios diretamente em hifas iogédicas, ndo sendo
observada a formacgéo acérvulos para este isolado.

Por meio da microscopia eletrbnica de varredura, bomelli et al.
(1996) observaram a degeneracdo de hifas e o aexfiamento celular de
Colletotrichum lindemuthianura Pythium ultimunpelo 6éleo de tomilho a 800
ppm, que promeveu a reducao do crescimento mideliaitro.

Apbs observarem a inibicdo parcial Basarium solani(Mart.) Sacc.,
Rhizoctonia solanKiihn e Colletotrichum lindemuthianur(Sacc. e Magnus) e
Briosi Cav e total dePythium ultimumTrow var. ultimum na concentracao
méaxima (100 mL.[) do extrato aquoso da&llium sativum(alho), Bianchi et al.
(1997) realizaram estudo ultraestrutural para etucil modo de acdo e os
efeitos deAllium sativumsobre fungos fitopatogénicos, vitro. Por meio de
microscopia eletrénica de varredura e transmissdificeeam colapso das hifas
de Rhizoctonia solanie Colletotrichum lindemuthianuem. As hifas de
Fusarium solaniembora menos danificadas, apresentavam-se maigjfieaas
hifas do controle. Um aumento geral da vacuolizagitbém foi observado,

com consequente reducdo no citoplasma das célulagcédntratadas. Em
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Rhizoctonia solanitambém foi observado um espessamento da paredarasiul
em Colletotrichum lindemuthianuprum acumulo de corpos osmofilicos sob a
membrana celular.

Rasooli, Rezaei e Allameh (2006), por meio de micnoisceletrdnica
de transmissdo (MET), observaram colapsamento sewetufas, ruptura de
membrana plasmatica e destruicdo das mitocodriaspergillus nigetratado
com os Oleos essenciais fieymus eriocalyxe Thymus x-porlockObservaram,
ainda, danos irreversiveis a paredes, membranas ametag celulares, pela
exposicdo dos esporos do patdogeno aos dlbgmus eriocaly>e Thymus x-
porlock nas concentragcdes inibitorias minimas de 125 e 25, pp
respectivamente.

Soylu, Soylu e Kurt (2006), por meio de microscopletrénica de
varredura e microscopia de luz, verificaram alteragierfol6gicas das hifas de
Phytophthora infestangxpostas as fases volateis e de contato do Oleo de
orégano Qriganum syriacumvar. bevani), como coagulagdo citoplasmética,
vacuoalizacdo, enrugamento das hifas e extravasamergmtoplasto. Sharma
e Tripathi (2006), por meio de microscopia eletrarde varredura, observaram,
além de distorcdo, afinamento da parede e reducadidteetro das hifas, a
auséncia de conidioforos eAspergillus nigempromovida pelo 6leo essencial
Citrus sinensis

Apbs comprovacédo da eficiéncia do composto votédihs-hex-2-enal
sobre crescimento micelial e germinacdoQidletotrichum acutatumum dos
agentes causadores de antracnose em morangago e in vitro, Arroyo et al.
(2007), por meio de microscopia eletrbnica de trarsimisverificaram que o
mesmo causou alteragbes nas estruturas da paredar celumembrana
plasmética, com consequente desorganizacdo e ¢éstruie organelas e,
eventualmente, a morte celular.

Observagdes em microscopia eletrbnica de transmissate duz
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revelaram alteragdes morfologicas consideraveis ifas ke esclerédios de
Sclerotinia sclerotiorumcausadas pelos 6leos essenciais de oré@aigatium
syriacum var. bevani) e funcho Foeniculum vulgarg que demonstraram
eficiéncia inibindo significativamente o crescimed®S. sclerotiorunmo solo
tratado, aumentando, assim, 0 nhimero de mudas dae@ubreviventes para
69,8% e 53,3%, respectivamente (SOYLU et al., 2007).

A aplicacdo das microscopias eletrbnicas de tran@missvarredura na
elucidacdo da interagdo patdgeno-hospedeiro e didonde acdo de Oleos
essenciais quimicamente complexos sobre os patogenosével celular podera
subsidiar/auxiliar sobremaneira na determinacd@steatégias de controle de

doencas em plantas.
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CAPITULO 2

Composicao quimica e atividade antifingica de éle@ssenciais sobre

Coalletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum musae
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com os objetivos de iave atividade
antifingica de compostos volateis sobre o crescimmntelial e de compostos
volateis e fixos de 25 OE sobre a germinagéo eraagéo de apressorios Ge
gloeosporioidese C. musagin vitro; identificar os componentes dos OE por
meio de cromatografia gasosa e espectrometria de mats®rminar a fracao
antifingica desses por meio de cromatografia em cardeltda. Para a
avaliacdo da atividade antifiingica dos compostdéteis, aliquotas de 6,61
dos OE foram pipetadas sobre papel de filtro em pgddos equidistantes e
discos dos patdégendsram repicados no centro de placas de Petri coatend
BDA. Canela, erva-baleeira, cravo-da-india, atramerorégano, erva-doce e
tomilho inibiram totalmente o crescimento micelial dosgos, este também
inibido por capim-limédo, palmarosa, louro, alfazemmenta e manjericdo. Na
fase de contato, aliquotas de80das solu¢des dos OE a 0,2, 1,0 e 5,0 mMleL
de conidios (3 x Toconidios.mL), preparadas em &gua destilada e esterilizada
com Tween a 1,0%, foram depositadas em poc¢os de placktisa. Apos 12
horas de incubacéo a 25+2°C, @egloeosporioidegluz) e C. musadgescuro),
paralisou-se a germinacao. Em microscoépio de luz fereaiados 50 conidios
em 12 pocos por tratamento, considerando-se como gar@anqualquer
emissdo de tubo germinativo. Manjericdo, erva-docataneamomila, erva-
baleeira, louro e orégano a 5,0 mt;Lpalmarosa, cravo-da-india, tomilho e
capim-limdo a 1,0 e a 5,0 mliLe canela a 0,2, 1,0 e 5,0 mL.inibiram
totalmente a germinacéo de conidios dos patégengsrriinacdo d€. musae
foi também inibida por atroveran, melaleuca, laralgee, alfazema e gengibre,
a 5,0 mL.L" erva-doce e menta, a 0,2 e a 1,0 ).k capim-limao, a 0,2
mL.L™". Observou-se apenas inibicdo total na formacéo dessfmios deC.
musaepor Chamaecyparis plumos&m cromatografo foram identificados 70
compostos. Pela eliminagcdo dos OE que ndo apresengdiradade antifungica,
inferiu-se que 39 compostos podem ter inibido osgeatds isoladamente ou em
sinergismo. Placas cromatogréficas,, apos aplicdg8cOE, foram eluidas em
tolueno:acetato de etila, secas em estufa, por urte, raxondicionadas em
placas de Petri e recobertas com BDA acrescido umessfes de conidios e
incubadas em BOD a 25°C sob fotoperiodo de 12 h@mdalos de inibicdo
nelas formados indicaram as fracdes antifingicas rdeo€la-india, capim-
limdo, orégano, louro, erva-doce, manjericdo, palsardomilho, canela e
camomila sobré&. gloeosporioideg C. musag4 e 5 dias apds o recobrimento,
respectivamente, e também de gengibre e atroveramGobrusae

Palavras-chaveControle alternativo.Fungos fitopatogénicos. Cromatografia
gasosa e espectrometria de massa. Bioautografia.
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ABSTRACT

The objectives of the study was to evaluate thé&umgal activity of
volatile compounds on micelial growth and volagied fixed compounds of 25
essential oils on germination and formation of apgwea of C.gloeosporioides
and C. musae, in vitroidentify the essential oil components through gas
chromatography and mass spectrometry and to deterthigie antifungal
fraction through thin layer chromatograpior the evaluation of the antifungal
activity of the volatile compounds, 6.6l aliquots of the oils were pour on
filter paper at 3 equidistant points and diskshaf pathogens were placed in the
center of Petri dishes containing PDA. Cinnamon plalikck sage, Indian clove,
atroveran, oregano, anis and thyme totally inhibitesl micelial growth ofC.
gloeosporioidesand C. musae,the latter also inhibited by lemongrass,
palmarosa, laurel, lavander, mint and ba&iid, in the contact phase, §0L
aliquots of the oil solutions at 0.2, 1.0 and 5.0.ImMLand conidia (3 x 10
conidia.mL?) prepared in distilled sterilized water with 1.0¥veen were
deposited in Elisa well plates. After 12 hours méubation at 25 + 2 °C, the
germination of C. gloeosporioides(light) and C. musae (darkness) was
paralyzed.In a light microscope 50 conidia in 12 wells pesatment were
appraised, considering as germination, any germimdtie emission. Basil,
anis, mint, chamomile, black sage, laurel and oregarf0 mL.L"; palmarosa,
clove, thyme and lemongrass at 1.0 and 5.0 mLdnd cinnamon bark at 0.2,
1.0 and 5.0 mL.L totally inhibited the germination of the pathogemidia. The
germination ofC. musaewas also inhibited by atroveran, tea tree, swesnge,
lavender and ginger at 5.0 m[:Lanis and mint (at 0.2 and 1.0 mL%), and
lemongrass at 0.2 mL™L Total inhibition of theC. musaeappressoria formation
was only observed foChamaecyparis plumosdn the chromatograph, 70
compounds were identified. By the elimination of #ssential oils that did not
present antifungal activity it was inferred that 8@mpounds might have
inhibited the pathogens separately or in synergismlayer chromatography
platesthat were eluted in toluene: ethyl acetate aft@lia@tion of the essential
oils, oven-dried overnight, conditioned in Petsit#s re-coated with PDA added
with the conidia suspensions and incubated in BOR5a°C under a 12 hour
photoperiod, the inhibition halos formed indicaté tantifungal fractions of
Indian clove, lemongrass, oregano, laurel, anis,il,b@&lmarosa, thyme,
cinnamon bark and chamomile @h gloeosporioidesand C. musae4 and 5
days after the coating, respectively, and also infj@r and atroveran of.
musae.

Keywords: Alternative control. Plant pathogenic dunGas chromatography
mass spectrometry. Bioautography technique.
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1 INTRODUCAO

A antracnose causada pQ@olletotrichum gloeosporioidegm frutos
tropicais como abacate, goiaba, mamao, manga e mamdgdletotrichum
musaeem banana constitui um problema importante em pdositliRERES et
al., 2002). Esses fungos do gén@ualletotrichumpodem provocar infeccbes
latentes, penetrando nos frutos ainda verdes e peoeado inativos até o
amadurecimento (AMORIM, 1995). Entdo, frutos portagdome infeccdes
latentes ou quiescentes, que aparentam completaadaniguando colhidos,
estardo sujeitos a perdas significativas durantgrmazenamento (JARVIS,
1994).

Os fungicidas constituem a principal medida de cbatle doencas em
pés-colheita (ECKERT; OGAWA, 1985; TRIPATHI; DUBEY,2004;
SHARMA; TRIPATHI, 2006). Entretanto, ainda que adturas tenham sido
submetidas ao controle quimico, perdas significatidesorrentes de podriddes
patolégicas que ocasionam reducdo do periodo de c@tEacao,
desclassificacdo e descarte de produtos, comproneetemgpecto econémico,
evidenciam a ineficiéncia dos tratamentos realizade® alguns casos, o
controle quimico apresenta-se como uma tecnologiessiga em funcdo da
utilizagdo exacerbada, indiscriminada e continu@oAtaminacéo de produtos
horticolas por residuos de agrotoxicos tem sido a&omidia, causando
impactos negativos a cadeia produtiva das frutasrializas, principalmente
pela aplicacdo de agrotdéxicos em dosagem excessivdeoprodutos néo
recomendados (MELO, 2006), tanto em pré como em pbsita O uso
continuo de fungicidas pode promover a selecdo dwof patogénicos
resistentes (GHINI; KIMATI, 2002).

Diante do exposto, em concordancia com WisniewskiiledwV (1992),

faz-se necessario e urgente o desenvolvimento deda®talternativos e
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eficazes para o controle de doencas pés-colheidiante o uso de técnicas nao
guimicas e tratamentos com fungicidas nao seletioosjderados seguros pelos
consumidores, ndo apresentando risco para a safwhie o meio ambiente.

Para o controle de doencas em poés-colheita, repagsEnmenor risco
para a saude humana e para o ambiente, uma possibiéda utilizacdo de
produtos naturais obtidos de plantas (KULAKIOTU;
THANASSOULOPOULOQOS; SFAKIOTAKIS, 2004), como os 6leessenciais
largamente utilizados especialmente na industriamdaeéutica pelas
propriedades antibacteriana, antifiingica e insktjcja observadas na natureza
(BAKKALI et al., 2008).

Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos ou @esenciais obtidos
a partir de plantas medicinais da flora nativa téwlicedo o potencial no
controle de fitopatégenos, tanto por sua acao faxiga direta, inibindo o
crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quael® ativacdo de
mecanismos de defesa como a inducéo de fitoaleximdisando a presenca de
composto(s) com caracteristica de elicitor(es) (STARGIN et al., 1999). Nos
altimos anos, o interesse em substancias naturaisnémume Varios estudos
sobre a atividade biocida de uma ampla gama de metabéécundarios tém
sido relatados. O uso potencial de fungicidas e@ddiara o controle de doencas
em pébs-colheita requer um exame detalhado das atdddadiblogicas e
dispersdo no tecido da fruta e o desenvolvimentdédaulas que inibim o
crescimento dos patdgenos sem produzir efeito filwbdros frutos (MARI;
BERTOLINI; PRATELLA, 2003).

Para a selecdo de produtos naturais com potencigdalao controle de
fitopatdgenos, ensaids vitro apresentam-se como ponto de partida. Alguns
autores relataram a eficiéncia da atividade antifiangos 6leos essencidis
vitro e in vivo no controle de patégenos (REDDY et al., 1998; CHUWY;
ZHOU, 2001; SINGH et al.,, 2002; RANASINGHE; JAYAWARNA,
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ABEYWICKRAMA, 2002; PLOTTO; ROBERTS; ROBERTS, 200BDRIS;
FARRAG, 2003; TRIPATHI et al., 2004; SALGADO et ,aR004; SOYLU;
SOYLU; KURT, 2006; SHARMA; TRIPATHI, 2006; AZIZI etal., 2008;
TZORTZAKIS; ECONOMAKIS, 2007; LEE et al., 2007; NERt al., 2007,
BARRERA-NECHA et al., 2008; AMIRI et al., 2008; SUKTA et al., 2008;
ROZWALKA et al., 2008; TRIPATHI; SHUKLA, 2009; TZORZAKIS, 2009;
SOUZA JUNIOR; SALES; MARTINS, 2009; CORATO et al2010).
Entretanto, par&olletotrichumsp., os estudos sdo em ndmero reduzido.

Considerando-se as mdltiplas atividades biologieasléos essenciais e
ou dos seus compostos puros, mais pesquisas dewsstverninvestigacdes
sobre formulagdes de produtos, mistura eficaz de ostop isolados e em
dosagens adequadas, para que ocorra a protecésafit@ria eficiente sem
efeitos colaterais fitotoxicos (RIEFLER; NOVAK; K@S®IER., 2009). A
determinacdo da atividade biolégica dos metabdkmsundarios das plantas
medicinais com respeito a atividade antimicrobianaetairou ativando
mecanismos de defesa das plantas tratadas, bem conagiandmento e a
identificacdo desses metabdlitos poderdo contriaria a aquisicdo de maiores
conhecimentos que reforcem sua possivel utilizaggdmoc um método
alternativo de controle de doenca de plantas (STARIGN et al., 1999) em
pés-colheita, atendendo aos preceitos da agriaudtternativa.

Nesse contexto, o presente trabalho foi realizamo os objetivos de
avaliar a atividade antifungica de compostos vaatéase de vapor) sobre
crescimento micelial e de compostos volateis e f{kase de contato) de 6leos
essenciais sobre germinacdo e formacdo de apressiEi@olletotrichum
gloeosporioidese Colletotrichum musaen vitro; identificar os componentes
dos Oleos essenciais por meio de cromatografia gasosspectrometria de
massa e determinar a fragcdo antifiingica dos Olees@ass sobre os patégenos

por meio de cromatografia em camada delgada.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Os experimentos foram realizados no Laboratério degmise e
Controle de Doencas de Plantas, no Laboratério aeoktopia Eletrdnica e
Andlise Ultraestrutural (LME), do Departamento de¢opatologia (DFP), na
Central de Andlise e Prospeccdo Quimica do Depantantkee Quimica (DQI),
na Universidade Federal de Lavras (UFLA), em LaWw&s,e no Laboratério de
Fitoquimica do Departamento de Farméacia na Univaisidgederal do Parana
(UFPR), em Curitiba, PR, no periodo de junho deB298ezembro de 2009.

2.2 Obtencdo dos isolados deCoalletotrichum gloeosporioides e

Colletotrichum musae e verificacdo de patogenicidade

Os isolados d€. gloeosporioideg C. musadoram obtidos a partir de
lesBes em frutos maduros de goiabeira (cv. Pedrg 8diananeira (cv. Prata),
adquiridos no comércio e de produtor local, respeatente. Por meiae
isolamento direto, estruturas fangicas foram traidsde para meio agar-agua em
placas de Petri. No isolamento indireto, pequemaggos de tecidos lesionados
foram desinfestados em alcool a 70%, hipocloritoddiosa 2% (NaClO 2%) e
lavados com agua esterilizada (3 vezes). Os isoladtificados foram mantidos
em meio BDA (batata-dextrose-agar) em camaras de mresi, a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas. Para a verificacdo degpaioidade, goiabas e banana,
previamente lavados em agua corrente e desinfestadoipoclorito de sédio
a 2% (NaClO 2%), forarmoculados com os isolados @e gloeosporioides C.
musae respectivamente, em areas demarcadas contendo rfevgfeitos com

estilete e sem ferimentos e mantidos em camara Umidapaitatura ambiente.
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2.3 Obtencdao dos Oleos essenciais

Os Oleos essenciais foram selecionados em funcéspanibilidade no
comércio e ou disponibilidade de material vegetead patracdo (Tabela 1).

Tabela 1 Oleos essenciais extraidos de plantas imadic aromaticas e
ornamentais selecionados para a avaliacdo de adwidntifiingica
sobreColletotrichum gloeosporioidesColletotrichum musae

Nome cientifico Nome comum
Baccharis dracunculifolia Alecrim-do-campo
Chamaecyparis plumosa Tuia-aurea

Chamaecyparis psifera Tuia-europa

Cinnamomunsp. Canela

Citrus limon Lim&o-siciliano
Citrus sinensis Laranja-doce

Cordia verbenacea
Cymbopogon citratus

Erva-baleeira
Capim-liméo

Cymbopogon martinii Palmarosa
Eucalyptus citriodora Eucalipto
Eucalyptus globulus Eucalipto
Eugenia caryophyllata Cravo-da-india
Lavandula officinalis Alfazema
Laurus nobilis Louro
Lippia citriodora Cidréao
Matricaria recutita Camomila
Melaleuca alternifolia Melaleuca
Mentha arvensis Menta
Ocimum basilicum Manjericao
Ocimum selloi Atroveran
Origanum vulgare Orégano
Pimpinella anisum Erva-doce
Rosmarinus officinalis Alecrim
Thymus vulgaris Tomilho
Zingiber officinale Gengibre

Os 6leos essenciais davandula officinaligalfazema) Ocimum selloi
(atroveran),Origanum vulgare(orégano) eCinnamomumsp. (canela) foram

extraidos por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clgee sob aquecimento
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continuo, durante trés horas, ap0s o surgimentpridzeira gota resultante da
condensacdo do vapor d’agua arrastado. Alfazemajeatm e orégano foram
obtidos no Horto de Plantas Medicinais do Departaméea Agricultura (DAG)

da UFLA e canela (casca) no comércio local. Os detiais essenciais foram
fornecidos pela Chamel Industria e Comércio de Posdiaturais, Parana,
Brasil (2008). Todos os 6leos foram mantidos sohigefacdo em freezer e

protegidos da luz em frascos ambar.

2.4 Atividade de compostos volateis e fixos de deassenciais sobre
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum

musae, in vitro

Aliguotas de 6,6 L dos 6leos essenciais Baccharis dracunculifolia
Chamaecyparis plumosaChamaecyparis psiferaCinnamomumsp., Citrus
limon, Citrus sinensisCordia verbenaceaCymbopogon citratysCymbopogon
martinii, Eucalyptus citriodora Eucalyptus globulysEugenia caryophyllata
Lavandula officinalis Laurus nobilis Lippia citriodora, Matricaria recutita,
Melaleuca alternifolia Mentha arvensisOcimum basilicumOcimum sellqi
Origanum vulgarePimpinella anisumRosmarinus officinalisThymus vulgaris
e Zingiber officinale foram pipetadas sobre papel de filtro em trés pontos
equidistantes em placas de Petri (9 cm) contendo Biei (batata-dextrose-
agar), totalizando 20L por placa ou 2QiL em 47,71 crou 0,42uL.cm’.

Discos de 5 mm dos isolados dos patdgeBogloeosporioide® C.
musae foram repicados, separadamente, para o centro ldaaspde Petri,
vedadas com filme e incubadas em BOD, a 24+2°C, swmipeidodo de 12
horas.

O crescimento micelial foi avaliado por meio de medigéalois eixos

do didametro das colbnias, diariamente, até os pabégatingirem as bordas das
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placas no controle em BDA ou em qualquer tratamento.
O indice de velocidade de crescimento micelial (IV@Malculado

pela formula de Maguire (1962), adaptada por O&€i©91), em que

IVCM=S (D-Da) / N

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial= diametro médio
atual, Da = diametro médio do dia anterior e N = namide dias apds a
inoculagéo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiratrenasualisado
(DIC), esquema fatorial (6leos x controle x concagiies) x 4 repeticdes, com
cada placa constituindo uma unidade experimental.ndlise estatistica foi
realizada pelo programa R Development Core Team (2@bd) analise de
variancia e comparacdo de médias obtidas pelo testekshott, a 5% (g0,05)

de probabilidade de erro.

2.5 Atividade de O6leos essenciais sobre a germinac& formacdo de
apressorios deColletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum musae, in

vitro

Para a avaliacdo da atividade antifungica sobreemmigacdo e a
formacéo de apressorios Ge gloeosporioideg C. musagaliquotas de 4QL
dos tratamentos contendo 6leos essenciais nas ¢@gd@s de 0,02% (200
uL.L™), 0,1% (1000uL.L™ e 0,5% (500QuL.L™) e 40puL da suspenséo de
conidios (3 x 19 conidios.m[*) foram depositadas nos orificios das placas de
Elisa. Para o controle, 40L da suspenséo de conidios foram misturados a 40
uL de agua destilada e esterilizada.

Mediante tal procedimento, foi necessério o prepgasconcentracdes a
0,04%, 0,2% e 1,0%, considerando a diluicAo das neesmaasuspensdo de

conidios.



81

Para cada tratamento, foram preparados 5 mL, utilizaed dgua
destilada e esterilizada com Tween a 1%.

Para a obtencdo das concentracdes a 0,04%, 0,28 dos 5 mL
foram retirados PiL, 10 uL e 50uL de agua e adicionadosu2, 10 L e 50puL
dos 6leos essenciais, respectivamente.

A paralisacdo da germinacdo @e gloeosporioidegluz) e C. musae
(escuro) foi feita ap6s 12 horas de incubacao, népeeatura de 282 °C,
utilizando-se 2QL do corante azul de algoddo com lactoglicerol.

Em microscopio de luz, foram avaliados 50 esporos em 1
orificios/repetices, totalizando 600 esporos patamento. Os esporos que
apresentaram qualquer emissédo de tubo germinatiamnfaonsiderados como
germinados.

O delineamento experimental utilizado foi o inteirateecasualisado
(DIC), esquema fatorial (6leos x controle x concagfies) x 12 repeticbes, com
cada orificio da placa de Elisa, constituindo umadaote experimental. A
analise estatistica foi realizada pelo programa RebDpment Core Team
(2010), com analise de variancia e comparagdo deamdtitidas pelo teste
Scott-Knott, a 5% ($0,05) de probabilidade de erro.

2.6 Identificagdo da composi¢cdo quimica de Oleos sesaciais - Perfil

cromatogréfico de dleos essenciais
Para a identificacdo dos componentes, as amostra@latis essenciais
foram preparadas em 0,5 mL de diclorometano,(@Hle 1L imediatamente

injetado no cromatdgrafo a gas acoplado a deteetanaksas (GCMS-QP2010

Plus, Shimadzu), na ordem apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 Amostras de 6leos essenciais (mg) preparadas em 0,5demL
diclorometano (CECl,) para a determinagdo de composigdo quimica
em cromatégrafo a gas acoplado a detector de massMS-GC
QP2010 Plus, Shimadzu).

Oleos essenciais

Quantidade (mg) em

Nome cintifico

Nome comum

0,5 mL de CHCI,

Laurus nobilis louro 0,125
Thymus vulgaris tomilho 0,147
Lippia citriodora cidréo 0,155

Origanum vulgare orégano 0,103
Cordia verbenacea erva-baleeira 0,179
Cymbopogon citratus capim-limao 0,160
Eugenia caryophyllata cravo-da-india 0,200
Citrus sinensis laranja-doce 0,172
Pimpinella anisum erva-doce 0,121
Citrus limon lim&o-siciliano 0,136
Rosmarinus officinalis alecrim 0,189
Chamaecyparis plumosa tuia-aurea 0,179
Matricaria recutita camomila 0,127
Zingiber officinale gengibre 0,108
Cymbopogon martinii palmarosa 0,144
Eucalyptus citriodora eucalipto 0,175
Ocimum basilicum manjericao 0,158
Melaleuca alternifolia melaleuca 0,125
Eucalyptus globulus eucalipto 0,135
Mentha arvensis menta 0,175
Chamaecyparis psifera tuia-europa 0,141
Baccharis dracunculifolia alecrim-do-campo 0,105
Lavandula officinalis alfazema 0,121
Ocimum selloi atroveran 0,121
Cinnamomunsp. canela 0,118

" diclorometano

As anadlises cromatograficas foram feitas em cromatdgeafgéas
acoplado a espectrometro (detector) de massas (GQREBL0 Plus,
Shimadzu). O cromatdgrafo gasoso utilizou o hélisapliro como gas de
arraste com fluxo de 1,8 mL.mintemperatura do injetor em 220°C, modo de
injecdo Split de 1:15, injecdo manual, tempo deidarestabelecido em 77

minutos, em coluna Equily-5 (30 m x 0,22 mm x 0j2%), com forno da
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coluna, a 60°C, por 2 minutos, aquecimento a 3°C.mié 240°C,
permanecendo em 240°C por 15 minutos. O espectronetmassas uitlizou a
interface GC-MS, a 250°C, com fonte de ions a 2@0Ado de ionizacéo por
impacto de elétrons a 70eV.

Os componentes dos 6leos essenciais foram identcadediante
comparacédo dos indices de similaridade de espeztmadsa (areas relativas em
porcentagem) apresentados com os dados disponiveiblitaeca Wiley 8 do
préprio cromatégrafo GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu).

2.7 Determinacdo da fracdo antifingica dos Oleos sesiciais sobre
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum musae por meio de

cromatografia em camada delgada - bioautografia

2.7.1 Determinacgédo da fase mével (solvente de ek

Para a determinacdo da fase mével ou solvente téi@lnais eficiente
no fracionamento dos Gleos essenciais foram utilzgieca de cromatografia
ou cromatofolha de silica gel 60 TLC (Thin Layer @hatography), em
aluminio sem indicador de fluorescéncia, 20 x 20 capessura 0,2 mm,
MERCK, produto n°. 1.05553.0001.

As placas de cromatografia ou cromatofolhas de giita
redimensionadas para 10 x 20 cm, em duplicata, aplicagip dos o6leos
essenciais a 0,5 cm da base com o auxilio de tulmlsres de vidro, foram
eluidas com diclorometano, hexano, diclorometano:feratolueno:acetato de
etila, na propor¢cdo 93:7, em cuba cromatograficap aélvente atingir a linha
determinada como limite de eluicdo. Foram, entdo ssecaestufa, a 60°C e as
fragBes observadas sob luz de ultravioleta (UV) comprimento de onda de
254 nme por meio de revelacdo com vanilina sulfdrica (10 dd acido

sulfarico (HSO) concentrado, 45 mL de etanol puro, 10 mL de dgstlada, 1
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g de vanilina), tendo os melhores resultados sidpstrados com céamera

fotografica digital.

2.7.2 Determinacdo da fracdo antifingica dos 6&leogssenciais sobre
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum musae por meio de

cromatografia em camada delgada - bioautografia

As fracdes antifungicas dos 6leos essenciais S0bgtoeosporioides
C. musaeforam determinadas com base na técnica de bioafitogean
cromatografia de camada delgada.

Foram utilizadas placas cromatograficas de sili¢g2)@ x 10,0 cm),
com ponto de aplicacdo do 6leo essencial e limite m@xie corrida ou elui¢do
pré-determinados a 0,7 e 0,5 cm das extremidadesiobas Ifeitas com lapis,
respectivamente, sendo a distancia de corrida dstéde em 8,8 cm. Para a
uniformidade da eluicdo ou corrida, as pontas dasapl proximas ao ponto de
aplicacdo dos 6leos foram cortadas em bisel.

ApOs aplicacdo das aliquotas deu2dos Oleos essenciais nos pontos
pré-determinados nas placas (em duplicata), em culraatografica foram
feitas as eluigBes até o solvente de eluicdo totaertato de etila (93:7) atingir
o limite maximo de corrida. As placas cromatograficaarh secas em estufa, a
60°C, por uma noite, acondicionadas em placas de(P&® cm de diametro) e
recobertas com meio batata-dextrose-agar (BDA) adestas suspensdes de
conidios (1 x 19conidios.mL") de C. gloeosporioideg C. musaee incubadas
em estufa BOD, a 25°C, sob fotoperiodo de 12 hat#sp aparecimento de
halos de inibi¢éo, que indicaram as fracdes antib@sglos 6leos essenciais.

O fator de retencédo (Rf) foi determinado pela redagd quociente das
disténcias percorridas pelos 6leos desde a origemtqpde aplicacdo) até o

centro do halo de inibicio e a distancia maxima pedzo pelo eluente
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(distancia pré-determinada como limite de eluicdo).m@@&m foram

determinados os comprimentos das bandas das fratiifésgicas.

2.7.3 Identificacdo dos compostos das fracBes adtifgicas dos Oleos
essenciais sobreColletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum musae em
fase fixa ou estacionaria por meio de cromatografigasosa

Para a identificagdo dos compostos das fracOefiRgitas da fase fixa
ou estacionaria, foram utilizadas placas eluidasndmpada montagem do
experimento, como descrito anteriormente. Ap0s a maoccadas bandas,
procedeu-se a raspagem das fragcbes antifungicas wosturadas ao
diclorometano, foram agitadas e filtradas a vacuouwarih de vidro sinterizado e
injetadas em cromatégrafo a gas acoplado a detextmadsas (GCMS-QP2010
Plus, Shimadzu).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antifungica de compostos volateis eéxbs de 0Oleos essenciais
sobre crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides e

Colletotrichum musae, in vitro

A acdo fungitoxica dos compostos volateis dos Olessenciais de
canela, erva-baleeira, cravo-da-india, atrovera@égamo, erva-doce e tomilho
foi comprovada pela inibicdo total do crescimento fti@tede C.
gloeosporioides

A inibicdo total do crescimento micelial @& musaefoi verificada na
presenca dos 6leos essenciais de canela, ervarbatapim-limao, palmarosa,
cravo-da-india, louro, alfazema, menta, manjerig@mveran, orégano, erva-
doce e tomilho.

A acao fungistatica dos 0Oleos essenciais s@hrgloeosporioidedoi
evidenciada pelo crescimento micelial observado traiamentos com capim-
limdo e menta, a partir do 5° e do 7° dias, reseuwnte, em 50% das placas.

Nos tratamentos contendo os Oleos essenciais de clEnmagengibre,
cidréo ealecrim-do-campo, foram observados halos de inibégddenciando a
presenca de compostos fixos com acdo fungitoxidaesG. musaee C.
gloeosporioidesios 6 e aos 7 dias, respectivamente.

Observou-se reducdo superior a 50% do indice decidelde de
crescimento micelial (IVCM) d€. gloeosporioidegom a utilizacdo dos 6leos
essenciais de menta (97,97%), capim-limédo (77,95%}jeredo (60,99%),
alfazema (55,77%) e louro (55,39%). Reducgéo supexi®0% do indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) d& musaefoi observada na
presenca dos 0leos essenciaisntnjericdo (99,66%), louro (99,41%), erva-
baleeira (97,39%), gengibre (85,16%), eucaliptBuc@lyptus citriodora
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(80,42%), melaleuca (70,00%), alecrim-do-campo (6%)7/&lecrim (62,04%),
cidrdo (61,20%), laranja-doce (59,42%) e tuia-a{sda22%).

O indice de velocidade de crescimento Qe gloeosporioidese C.
musae com as respectivas taxas de crescimento em dian@tdigp(cm.did),

pode ser observado nas Figuras 1 e 2.
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® Colletotrichum gloeosporioides ® Colletotrichum musae ® Colletotrichum gloeosporioides ® Colletotrichum musae
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Figura 1 Indice de velocidade de crescimento natele Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum musaen
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——  Colletotrichum gloeosporioides
——  Colletotrichum musae
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Taxa de crescimento do fungo (cm dia_l)

Figura 2 Taxa de crescimento micelial (cmijliade Colletotrichum
gloeosporioidese Colletotrichum musaein vitro, expostos aos
compostos volateis de 6leos essenciais na dose fde ROr placa
de Petri, com intervalo de confianca de 95%.

3.2 Atividade antifungica de O6leos essenciais sobre germinacdo e a
formacéo de apressorios d€olletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum

musae, in vitro

Os 6leos essenciais de manjericdo, erva-doce, nmeartamila, erva-
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baleeira, louro, orégano a 0,5% (50Q0.L™"), palmarosa, cravo-da-india,
tomilho e capim-limdo a 0,5% (50QQ..L™) e a 0,1% (100QL.L™) e canela a
0,5% (5000puL.L™), 0,1% (1000pL.L™) e 0,02% (200uL.L™) inibiram
totalmente a germinacao de conidioseloeosporioideg C. musadFiguras
3ed).
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Cinnamomumsp. C. citratus C. citratus [ 0,00
I T I I T
0 50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150

Germinacio total de conidios (%)

Figura 3 Germinacdo (%) de conidios @elletotrichum gloeosporioidesm diferentes concentracdes (0,2 mt,.1
mL.L™ e 5 mL.L") de 6leos essenciais, vitro. Médias seguidas da mesma letra n&o diferem sinpelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Colletotrichum musae

Tween (T) Tween (T) % Tween (T)

C. sinensis C. psifera 1 100,00 L. citriodora

C. psifera C. limon 100,00 E. globulus

L. citriodora C. plumosa 99,50 a C. psifera

E. caryophyllata 0. selloi 99.33a Agua (T) [

T. vulgaris E. globulus 99.00 a R. officinalis

M. recutita M. alternifolia 97,17a C. plumosa

L. nobilis C. sinensis 97,00 a C. limon

& 0. basilicum "] 90,67 a E. citriodora """ 96,50 a E. citriodora ¥
= Z. officinale 1 90,50 a L. citriodors |eee—) 96,00 & Z. officinale 1 0,00
s R. officinalis 90,17 a R. officinalis ] 89,17 b T. vulgaris [3 0,00
S 0. selloi 90,17 a O. basilicum [T 88,50 b P. anisum [J 0,00
2 O. vulgare 89,33 a O. vulgare 82,17 ¢ O. vulgare 3 0,00
5} C. plumosa 88,00 a L. nobilis 75,83 ¢ 0. selloi 30 0,00
@ E. citriodora 87,17 a Agua (T) 74,17 ¢ O. basilicum 3 0,00
51 E. globulus 79.17b L. officinalis 45,50d M. recutita 3 0,00
\'6 Agua (T) 74,17 b M. recutita 44,67 d M. arvensis [1 0,00
M. alternifolia 55,17¢ C. verbenacea 6,50 e M. alternifolia (3 0,00
C. verbenacea 5383 ¢c Z. officinale 4,17e L. officinalis 3 0,00
L. officinalis 53,67 ¢ T. vulgaris 0,00 L. nobilis [1 0,00
C. limon 52,33 ¢ P. anisum 0,00 E. caryophyllata [ 0,00
C. martinii 6,00 d M. arvensis 0,00 C. verbenacea [1 0,00
P. anisum 0,00 E. caryophyllata 0,00 C. sinensis [1 0,00
M. arvensis 0,00 C. martinit 0.00 C. martinii 1 0,00
Cinnamomumsp. 0,00 Cinnamomumsp. 0,00 Cinnamomumsp. [J 0,00
C. citratus 0,00 C. citratus 0,00 C. citratus [J 0,00
T T I T I I I T T T T T
0 50 100 150 0 50 100 150 0 50 100 150
Germinacdo total de conidios (%)

Figura 4 Germinag&o (%) de conidios @elletotrichum musaem diferentes concentragbes (0,2 mi,. mL.L* e 5
mL.L™) de 6leos essenciai vitro. Médias seguidas da mesma letra néo diferem entpelo teste Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.
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A inibicdo total de conidios d&. musadoi também observada para o0s
Oleos essenciais de atroveramelaleucalaranja-docealfazema egengibre a
0,5% (5000uL.L™) e erva-doce, menta e capim-liméo a 0,02% (200 ™%). Os
6leos essenciais de erva-baleeira e gengibre a @,a90pL.L™) e palmarosa a
0,02% (200 puL.L™") apresentaram inibicido de 93,5%, 95,83% e 94,00%,
respectivamente.

Na concentracdo 0,5% (50Q0..L™), os 6leos essenciais de alecrim
(64,50%), tuia-aurea (66,67%), limao-siciliano (894 e eucaliptoEucalyptus
citriodora) (91,33%) promoveram inibicdo parcial, superior &5&obre a
germinacdo de&. gloeosporioidese gengibre (48,83%), eucalipteycalyptus
globulug(54,67%) e alfazema (64,83%) sokremusae

Na avaliagdo da atividade antifungica, o emulsifieafween 20
(monolaurato de polioxietileno 20 sorbitano), uéitip visando a solubilizacéo
dos Oleos essenciais, estimulou a germinacdo deigosrid gloeosporioides
(99,83%) ede C. musae(100%), visto que, no controle em agua destilada e
esterilizada, as porcentagens de germinacdo apaemense reduzidas para
68,83% e 74,17%, respectivamente. EIn gloeosporioidese C. Musae
observou-se a formagéo de apressoérios em 67,17% el81®%ial de conidios
germinados no controle Tween 20, respectivamente.

Considerando-se que os conidios nos acérvulos gaoose envolvidos
por uma matriz mucilaginosa constituida de polissdeas e proteinas soluveis
em agua (PERFECT et al, 1990; SELA-BUURLAGE; EPSTEI
RODRIGUEZ, 1991), que os protegem da dessecacdo tamdena eficiéncia
de germinacao e penetracdo no tecido do hosped®RHKECT et al., 1990), o
estimulo de germinacdo em presenca de Tween 20 podex@éecado pela
capacidade deste de solubilizar proteinas da memb(ROCHE, 2010).
Também Inoue et al. (1996) observaram que a germinde&lletotrichum

fragariae ocorreu apés a lavagem repetida dos conidios, déviliminacéo de
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substancias inibidoras da germinacéo produzidaspréfwio patdégeno em altas
populagcBes. Assim, pode-se inferir que o Tween Mpveu a dispersdo dos
conidios, impedindo a producao das substanciaddrds.

Os Oleos essenciais demonstraram eficiéncia, inibamdormacao de
apressorios deC. gloeosporioidese C. musae Considerando-se o total de
conidios germinados nos tratamentos com os 6leosoésisea 0,2 mL.[%, 1,0
mL.L™ e 5,0 mL.L, in vitro, observou-se que apenas o 6leo essencial de tuia-
aurea a 0,5% (5.000L.L™) inibiu totalmente a formac&o de apressorio<de
musae A maioria dos 6leos essenciais demonstrou efaitidor superior a
50% sobre a formacdo de apressoriosCdegloeosporioidese C. musae A
formacdo de apressoérios e@ gloeosporioidesapresentou-se reduzida em
90,99% com eucaliptoEicalyptus globulysa 0,5% (500QuL.L™) e 90,64%
com camomila a 0,1% (100QL.L™). O éleo essencial de cidrdo inibiu a
formacdo de apressoério @ musaeem 98,79%. Nos tratamentos com o 6leo
essencial de alecrim, laranja-doce e lim&o-sicilianiaibicdo da formacédo de
apressorios ndo se apresentou relacionada ao audasntoncentracd¢$abela
3).

A atividade fungitoxica dos Oleos essenciais soBmletotrichum
gloeosporioides e Colletotrichum musaesobre crescimento micelial e
germinagéo nas fases de vapor ou contato, obsenesta trabalho, corrobora
os resultados obtidos por alguns autores em ouatosgistemas, apresentados a
seguir.

Ranasinghe, Jayawardena e Abeywickrama (2002) candiin que 6leos
essenciais d€innamomum zeylanicu(h.) e Syzygium aromaticuig.) (cravo)
apresentaram efeito fungicida sobre crescimentolialice C. musag agente
etiolégico da antrachose e da podriddo-da-coroa anara elLasiodiplodia
theobromaee Fusarium proliferatumagentes etiolégicos da podriddo-da-coroa,

no intervalo de 0,03% a 0,11% (v/v), demonstrandoomaficiéncia que o
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fungicida benomil (0,7-1,2% v/vin vitro.

Tabela 3 Inibichio na formacdo de apressorios (%) emidios de
Colletotrichum gloeosporioideg Colletotrichum musadratados
com 6leos essenciais a 0,2 mt, 1 mL.Lt e 5 mL.L, in vitro.

Colletotrichum musae Colletotrichum gloeosporioides
Tratamentos 1 1 a 1 1 1
02mLL? 1mLL? SmLL* 02mLL* 1mLL* 5mLL
B. dracunculifolia * * * 42,03 58,28 75,52
O. basilicum 44,85 66,85 X 61,71 59,51 X
P. anisum X X X 63,92 33,10 X
C. martinii 69,44 X X 76,53 X X
. arvensis X X X 50,61 50,43 X
R. officinalis 74,12 28,79 88,26 72,51 52,71 50,76
E. citriodora 43,59 8,98 41,78 49,06 54,90
E. globulus 42,53 4,04 16,52 25,14 20,75 90,99
M. alternifolia 63,44 27,10 X 39,04 33,45 48,02
M. recutita 53,66 X X 55,60 90,64 X
C. sinensis 71,83 23,20 X 64,67 24,91 48,92
L. citriodora 45,28 35,24 98,79 42,58 34,96 41,77
E. caryophyllata 78,10 X 64,03 X X
Z. officinale 59,30 X 34,35 37,57 57,00
C. limon 75,80 22,50 82,61 48,87 26,68 48,77
T. vulgaris 49,29 X X 47,68 X X
C. verbenacea 70,28 97,44 X 56,99 41,82 X
C. citratus X X X 28,16 X X
L. nobilis 59,01 99,12 X 33,80 40,47 X
O. vulgare 54,66 X X 44,83 58,28 X
Cinnamomunsp. X X X X X X
O. selloi 31,61 18,79 X 38,62 22,92 47,53
L. officinalis 43,79 63,37 X 41,87 43,71 72,38
C. psifera 25,33 12,50 58,75 38,25 27,83 47,89
C. plumosa 40,53 39,20 100,00 44,74 26,67 36,17
Testemunha
(agua) - - 64,49 - - 36,56
Testemunha
(Tween80) - - 19,00 - - 32,89

*- Tratamento n&o realizado; x - Inibi¢cdo totalgggminacdo



96

Plotto, Roberts e Roberts (2003) verificaram inibi¢étal deBotrytis
cinereae Alternaria arborescerpelos vapores dos 6leos de tomilho, orégano e
capim-limao e, ainda, dehizopus stolonifeipelos vapores dos 6leos de tomilho
e orégano.

Edris e Farrag (2003) observaram que os vaporegléos essenciais de
hortela-pimenta Nlentha piperitd e manjericdo @cimum basilicum e seus
principais componentes, mentol e mentona, e linagnlgenol, respectivamente,
separadamente e misturados em diferentes proporgibsam de maneira
dose-dependente o crescimento dos furfgderotinia sclerotiorumRhizopus
stolonifer e Mucor sp., que causam deterioracdo e grandes perdasssiegpé
em poés-colheita.

Tripathi et al. (2004) verificaram atividade funigiica dos Oleos
essenciais déMentha arvensisOcimum canume Zingiber officinale contra
Penicillium italicum agente etiol6gico do mofo-azul em laranjas e em knide
vitro. Soylu, Soylu e Kurt (2006) constataram a atividadgfungica das fases
volateis dos 6leos essenciais de orégddag@num syriacunvar. Bevanii) e
tomilho (Thymbra spicatasubsp. spicatg; funcho Eoeniculum vulgarg
alecrim Rosmarinus officinalls alfazemal(avandula stoechasubspstoechakp
e louro (aurus nobili3, mediante inibicdo total do crescimento micelial de
Phytophthora infestandnibicdo total também observada nas fases de contat
dos dleos essenciais de orégano, tomilho e funchie elecrim, alfazema e
louro. O potencial fungitéxico do 6leo essencialGlgus sinensisque inibiu
totalmenteC. musae foi demonstrado também por Sharma e Tripathi (2006)
sobre germinagéo e crescimento micelial dos patogeisolheitaAspergillus
niger e Botryodiplodia theobromaédsolados de mangdilternaria alternata
Cladosporium fulvune Botrytis cinérea de tomate;Penicillium expansune
Alternaria mali de maca; Penicillium chrysogenume Cladosporium

cladosporioidesde uvas dyrothecium roridumde melédo-de-sédo-caetano.
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Azizi et al. (2008), avaliando a atividade antifitag dos Oleos
essenciais na fase de vapor Heymus vulgaris Mentha piperita Satureja
hortensis Cuminum cyminune Trachyspermum copticuraobre Penicillium
italicum, P. digitatum e Alternaria citri, importantes fungos pés-colheita em
citrus, verificaram inibicdo total do crescimento efi@l, em diferentes
concentragfes. Na fase de contato, o crescimental rdel P. digitatum foi
completamente inibido pof. vulgaris, T. copticume S. hortensise apenas
reduzido pelos 6leos essenciaistieeuminumme M. piperita A inibig&o total de
A. citri foi verificada na presenca devulgaris T. copticum S. hortensise C.
Cuminum

Tzortzakis e Economakis (2007) obervaram reducaoifisigtiva no
desenvolvimento das colonias @olletotrichum coccodesBotrytis cinerea
Cladosporium herbarunRhizopus stolonifee Aspergillus nigerentre 25 e 500
ppm; inibicdo completa de esporulacao a 500 pprdezida até 70% a 25 ppm,
em comparacao ao controle, na presenca do vaporedcestencial de capim-
limédo (Cympopogon citratuk.), in vitro.

Lee et al. (2007yerificaram, em presenca do vapor do 6leo essedeial
Origanum vulgare a inibicdo do crescimento micelial d&otrytis cinereae
Colletotrichum gloeosporioidesfungos patogénicos em pos-colheita e de
Fusarium oxysporum Pythium ultimum e Rhizoctonia solani fungos
patogénicos de solo. Observaram, ainda, os vagerBisymus vulgarisnibindo
o crescimento micelial d€olletotrichum gloeosporioidegusarium oxysporum
e Rhizoctonia solane Cymbopogon citratugapenas dé-usarium oxysporum
Eucalyptus citriodoraapenas nado inibiu o crescimento @wlletotrichum
gloeosporioidesconfirmando a inatividade verificada neste trabalh

Barrera-Necha et al. (2008) verificaram a eficiéndias Oleos de
Cinnamomum zeylanicum Syzygium aromaticuira 50, 100, 150, 200 e 250

Hg.mL* sobre a germinacdo de conidios @elletotrichum gloeosporioides
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isolado de mamaoCarica papayal.), com inibicdo superior a 98%. O
crescimento micelial foi totalmente inibido pbnymus vulgaris partir de 200
pg.mL* e Cinnamomum zeylanicueSyzygium aromaticumpresentaram efeito
dose dependent&ucalyptus globulusdo demonstrou atividade antifingica nas
diferentes concentrac¢des, concordando com os rdssltbtidos neste trabalho.

Amiri et al. (2008) verificaram que o crescimento malede Phlyctema
vagabunda Penicillium expansumBotrytis cinereae Monilinia fructigena
importantes patégenos em pos-colheita de frutos deéi,nfieiccompletamente
inibido na presenca do volatil eugenol a 160" em 4 °C ou 20°C. Sukatta et
al. (2008), pelo método da placa de Petri invertizjficaram a atividade
antifingica dos Oleos de cravo e canela coAspergillus niger Alternaria
alternata C. gloeosporioidesLasiodiplodia theobromadPhomopsis viticola
Rhizopus stolonifepatdégenos pés-colheita que causam a deterioragiavas.

Rozwalka et al. (2008) observaram inibicdo total cescimento
micelial deGlomerella cingulatae Colletotrichum gloeosporioideisolados de
goiabas, na presenca dos vapores do 6leo essdaaedvo-da-india. O 6leo de
capim-limdo Cymbopogon citratys apresentou acdo fungitoxica sob@e
gloeosporioideg, sobres. cingulata acaofungistatica até o quinto dia.

Tripathi e Shukla (2009) comprovaram a atividadef@amgica dos 6leos
essenciais de geranio, horteld, palmarosa e tomjleta inibicdo total de
Botryodiplodia theobromaeagente etioldgico da podriddo peduncular de $ruto
de manga.

Tzortzakis (2009) observou reducao no desenvolvilnéas colonias de
Colletotrichum coccodedBotrytis cinerea Cladosporium herbarumRhizopus
stolonifere Aspergillus nigerna presenca do vapor do 6leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylaniculm), in vitro.

Souza Junior et al. (2009), avaliando o efeito fidxgco de 6leos

essenciais sobreC. gloeosporioides isolado do maracujazeiro-amarelo,
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verificaram que os 0leos essenciaisldlgpia sidoide, Ocimum gratissimum
Lippia citriodora, Cymbopogon citratuge Psidium guayavavar. pomifera
incorporados em meio agar-agua e BDA (batata, dexteodgar), a partir da
concentracdo de fL.mL™, inibiram totalmente a germinagédo dos conidios.
Observaram também a inibicdo total do crescimenteliaicpelos 6leos de
Lippia sidoides Ocimum gratissimum Lippia citriodora e Cymbopogon
citratus

Corato et al. (2010), avaliando a atividade antjféa do 6leo déaurus
nobilis (louro), verificaram inibic&do total do crescimento etial de Monilinia
laxa a 200 mg.mL e deBotrytis cinereaa 1.000 mg.L* e ac&o fungistatica em

ambos 0S casos.

3.3 lIdentificacdo da composi¢cdo quimica de Oleos sesciais - Perfil
cromatogréfico de 6leos essenciais

Mediante comparacédo dos indices de similaridade pects de massa
observados, referentes as areas relativas em pageemt com os dados
disponiveis na biblioteca Wiley 8 do préprio crongggdo GCMS-QP2010 Plus
(Shimadzu), foram identificados 70 compostos em 2&s&ssenciais.

Os Oleos essenciais e seus compostos foram agrupaddsncao da
potencial antifiangico observado no item 3.2. Assiras Tabelas 4, 5 e 6,
encontram-se 0s 0Oleos que ndo apresentaram ativifladgtoxica sobre
Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum musaeos 6leos que inibiram
ambos e os que inibiram apei@dletotrichum musgaespectivamente.

Os resultados obtidos de area (%) por meio da crgraia em fase
gasosa e espectrometria de massas foram aplicadusieat de agrupamento
hierarquico, que agrupou os 0Oleos essenciais del@omm a similaridade de

compostos, produzindo um dendrografagura 5).
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Tabela 4 Composicdo de Oleos essenciais que ndo apresentdirddacke
fungitdxica sobreColletotrichum gloeosporioide® Colletotrichum
musaeidentificada em cromatégrafo a gas acoplado a detels
massas (GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu), mediante cordpadas
indices de similaridade de espectro de massa, referérs areas
relativas (%), com os dados disponiveis na biblitédiley 8 do

préprio cromatégrafo.

S @
) S © " 8
Oleos = Q = g " ©
essenciais 2 a £ = = S
3 g ¢ £ o § £
= S @® ] o) 'S
s £ § £ ¢ % g ¢
= ‘O = o =% =
N f 2§ E E § § s
s & g g g S S E
4] 4 @) o @) w w (@)
aromadendreno* - 19,42 - - - - - -
biciclogermacreno 13,80 - - - - - - -
bornil acetato* - - - - 39,93 - - -
o-cadineno* 4,95 - - - - - - -
Canfora - - - 41,28 - - - -
o-3-careno - - - - 15,80 - - -
S-cariofileno* 8,98 - - - - - - -
p-cimeno* - - - - - 229 3,33 -
Eucalyptol - - - 10,63 - 84,49 58,04 -
germacreno D 8,26 - - - - - - -
a-humuleno* 2,01 - - - - - - -
limoneno* 9,42 - - 11,55 586 7,26 6,48 83,38
linalol* - - - - - - - -
a-muuroleno 0,99 - - - - - - -
Mirceno - - 6,71 5,66 13,93 - - -
nerolidol* 14,77 - - - - - - -
a-felandreno - - - - - 0,50 4,31 -
a-pineno* 1,94 - 23,65 11,87 20,33 4,78 27,84 -
Fpineno* 6,68 - - - - - - 7,68
Sabineno - 0,95 - - - - - -
Espatulenol 14,98 - - - - - - -
yterpineno* - - - - - 0,68 - 8,94
a-terpineol* - - - - 2,05 - - -
nao identificados 13,22 79,63 69,64 19,01 2,10 - - -

*Compostos encontrados em cascas de frutos madergeiabeirasRsidium guajava

L.) de diferentes variedades.
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Tabela 5Composicéo de 6leos essenciais que apresentaradadd fungitdxica sobr€olletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum musaglentificada em cromatédgrafo a gas acoplado actietde massas (GCMS-QP2010 Plus,
Shimadzu), mediante comparacgéo dos indices deasidgitie de espectro de massa, referentes as élatass
(%), com os dados disponiveis na biblioteca Wilep&®roprio cromatdgrafo.

Oleos
essenciais

Compostos

Pimpinella anisum

+ |Eugenia caryophyllata
1 Matricaria recutita

1 |Cordia verbenacea

' |Cymbopogon citratus
1 |ICymbopogon martinii

1 |Origanum vulgare
' |Ocimum basilicum

'+ IMentha arvensis
' [Thymus vulgaris$
' [Laurus nobilis

1 |Cinnamomunsp.

para-alil-anisol®
para-alil-anisol” B
benzaldeido* - - - - - - - - - - - 0,28
a-transbergamoteno - - - -

Oxido dea-bisabolol A - - 17,77 - - - - - - - - -
oxido dea-bisabolol B - - 10,43 - - - - - - - - -
bornil acetato* - - - - - - - - - - - 0,93
a-bulneseno - - - - - - - - - - 3,17 -
butilato de hidroxitolueno - - - - - - - 3,56 - - - -
canfeno* - - - - - - 1,62 - - -
canfora - - - - - -
carvacrol - - - - - 12,21 - - - - - -
camazuleno - - 9,29 - - - - - - - - -
trans-cinamaldeido - - - - - - - - - - - 92,36
acetato de cinamila - - - - - - - - - - - 1,48
a-copaeno* - - - - - - - - - - - 0,29

1
o
a1
=
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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g [7)] =
Oleos = © = £
essenciais & E £ 0 8 < @ £ @ € .
g g 3 g g 2 s %) d E 2 g
Py @ [} [} <) =} k=) = g g % £
8 = S 2 > =] 2 > > <
© = oo @ [ £ > [ s} s} o E
g ¢ § == g 2 9 s & & E E
Compostos S = L < % S 2 = 2 a g g
> £ 85 & 5 € =2z 3 & & s E
L o = = O (@) = | (8] (6] @] (®)]
Belemeno - - - - - - - - - - 0,95 -
eucaliptol - - - - - - - - 14,08 1,05
metileugenol - - - - - - - 4,49 - - -
eugenol 91,94 - - - - - - - - 4,17 -
trans., Sfarneseno - - 31,17 - - - - - - - - -
trans,transa-farneseno - - 2,18 - - - - - - - - -
fenchona - 150 - - - - - - - - 1,58 -
geranial - - - - - - - - 58,89 13,72 - -
geraniol - - - - - - - - 2,61 75,92 - -
germacreno D - - - - - - - - - - 9,16 -
a-humuleno* 151 - - - - - - - - - 0,98 -
hidrocinamaldeido - - - - - - - - - - - 0,66
isoborneol - - - - - - 3,45 - - - - -
isopulegol - - - 1,73 - - - - - - - -
limoneno * - - - - - - - - - - - 0,29
linalol - - - - - - - - - - 33,84 -
mentol - - - 18,29 - - - - - - - -
mentona - - - 17,20 14,17 - - - - - - -

mentil acetato

2,53
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“Tabela 5, conclusao”

o —
ol 5 o g E
esse(ar1()c?ais E § £ 0 8 g ) g IS % .
s ¢ 3 ¢ & 5 % L, S E & g
> a o 5] @ S > 2 S S = g
8 = 2 2 =z =] 2 > > s
© - oo @ o £ > [S) o) o Q g
o @ = o > 5 0 c S 2 £ £
Compostos S = S £ S = 2 9 3 8 =} 5
S &€ § 5 T 2 & 5 & & £ &
w a = = o @) [ - O O ) O
a-,epi-muurolol - - - - - - - - - - 4,55 -
neomentol - - 52,56 - - - - - - - -
neral - - - - - - - - 38,50 5,71 - -
neril acetato - - - - - - - - - 4,65 - -
trans, -ocimeno - - - - - 5,80 - - - - - -
a-pineno * - - - - - - - - - - - 0,54
Spineno* - - - - - - - - - - - 0,10
pulegona - - - 1,72 68,96 - - - - - - -
trans-hidrato de sabineno - - - - - 12,96 - - - - - -
sabineno - - - - - 228 09 6,69 - - - -
4-terpinenol* - - - - - - - - - - - 0,28
a-terpineno* - - - - - 1,15 - - - - - -
a-terpineol * - - - - - - - - - - 2,15 1,04
a-terpinil acetato - - - - - - - 17,34 - - - -
timol - - - 1,32 - 11,46 33,72 - - - - -
ndo identificados 6,55 - 29,16 4,65 16,87 54,14 60,26 67,92 - - 8,03 0,70

*Compostos encontrados em cascas de frutos madargsiabeirasisidium guajava..) de diferentes variedades.
& para-alil-anisol (1-metoxi, 4-(1-propenil)-benzeno)
P para-alil-anisol (1-metéxi, 4-(2-propenil)-benzeno)
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Tabela 6 Composicdo de 06leos essenciais que apresentarardadéyv
fungitoxica apenas sobre @olletotrichum musaédentificada em
cromatografo a gas acoplado a detector de massadde&gP2010
Plus, Shimadzu), mediante comparacdo dos indicesnilargiade
de espectro de massa, referentes as areas re(&tiyaom os dados
disponiveis na biblioteca Wiley 8 do préprio crongasdo.

Oleos " o
essenciais © E %

s £ € & 3

2 = o © c

7] 5} o s Q

£ o 3 = @

Compostos = 2 S @ @

'S < & o) =]

@) N — = @)
para-alil-anisol® 96,75 - - - -
biciclogermacreno 1,24 - - - -
canfora - - 2,12 - -
a-curcumeno - 3,77 - - -
p-cimeno* - - - 2,24 -
eucaliptol - 7,00 62,11 38,19 -
trans, Sfarneseno - 10,33 - - -
trans,transa-farneseno - 10,22 - - -
fenchona - - 1,17 - -
geranial - 6,80 - - -
germacreno B - 10,04 - - -
limoneno* - - - 4,63 10,00
linalol* - - 3,23 - -
mirtenol - - 5,27 - -
neral - 3,31 - - -
a-pineno* - - 3,22 1,59 -
[Fpineno* - - 10,79 - -
trans-pinocarveol - - 4,71 - -
pinocarvona - - 1,43 - -
sesquifelandreno - 7,15 - - -
4-terpinenol* - - 0,64 31,74 -
Jyterpineno* - - - 10,25 -
a-terpineol* - - 1,91 6,36 -
terpinolene - - - 1,41 -
a-zingibereno - 21,86 - - -
nao identificados 201 1952 3,40 3,59 -

& para-alil-anisol (1-metoxi, 4-(1-propenil)-benzeno)
*Compostos encontrados em cascas de frutos madergeiabeirasRsidium guajava
L.) de diferentes variedades.
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B Composto presente [J Composto ausente

|
|
|

Lavandula officinalis
Cinnamomum sp.
Baccharis dracuncul/ifo ia
Ocimum basilicum
Eugenia caryophyllata
Citrus limon

Citrus sinensis
Zingiber officinale
Matricaria recutita
Pimpinella anisum
Ocimum selloi

Mentha arvensis
Cordia verbenacea
Lippia citriodora

urus nobilis

Thymus vulgaris
Origanum vulgare
Cymbopogon citratus
Cymbopogon martinii
Chamaecyparis psifera
Rosmarinus oﬂiic]'ina[i:
Chamaecyparis plumosa
Eucalyptus globulus
Eucalyptus ciiriodora
Melaleuca alternifolia

Oleos essenciais
(ordenados pela similaridade)
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Figura 5Dendrograma de similaridade de éleos essenciaiglootla andlise de agrupamento hierarquico, cora has
auséncia e na presenca dos compostos (binarig.0 e 1
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Os dendrogramas sao especialmente Oteis na visd@izale
semelhancas de variaveis escolhidas entre amostrabjetos agrupados entre
si, representados por pontos em espaco com dimensdoduoajue trés, em que
a representacdo de graficos convencionais nao 6éivpbs A andlise de
componentes principais e a de agrupamento hierarqsi&o técnicas
complementares de estatistica multivariada que téndgraceitacdo na analise
de dados quimicos (MOITA NETO; MOITA, 1998).

Diante da complexidade dos 6leos essenciais, aigtih de potencial
fungitdxico a um ou mais compostos constitui uma sganmedito complicada.

Importante ressaltar que o potencial fungitoxico dtens essenciais
pode ser expresso pelo sinergismo entre seus compsnéTRIPATHI;
DUBEY, 2004) ou por um composto isoladamente, bem como Soas
concentracgoes.

Dessa forma, inicialmente, apenas algumas inferénolar® o potencial
fungitéxico dos 6leos essenciais e seus compostamfelaboradas, com base
nos resultados obtidos pelos agrupamentos, em fulacdtividade antifingica e
similiaridade de compostos apresentados.

Os compostos similares que permitiram 0 agrupamens® dGleos
produzindo o dendrograma foram o biciclogermacreno &wvexran e em
alecrim-do-campo;a-humuleno em alecrim-do-campo e em cravo-da-india;
para-alil-anisol (1-metdxi, 4-(1-propenil)-benzeno) em atravee emerva-
doce; trans-Sfarneseno drans,transa-farneseno, em camomila gengibre;
mentona e pulegona em menta eexna-baleeirasabineno e timol em orégano
e tomilho; sabineno em louecidréo;geranial, geraniol e neral em capim-liméo
e palmarosa;eucaliptol, fenchona, linalol er-terpineol em manjericdo e
alfazema; eucaliptol, limonena;pineno, 4-terpinenol e-terpineol em canela e
melaleuca; mirceno e-pineno em tuia-europalecrim etuia-aureajimoneno

em alecrim etuia-aurea;po-cimeno, eucaliptol, limonenog-felandreno ea-
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pineno em eucaliptodEucalyptus globulug Eucalyptus citriodorae limoneno
em limdo-siciliano éaranja-doce.

Pelo agrupamento dos Oleos essenciais, em funcaatidalade
antifingica, observou-se que 0s compostos aromadendseiclogermacreno,
bornil acetato, d-cadineno, céanfora,d-3-careno, S-cariofileno, p-cimeno,
eucaliptol, germacreno Dga-humuleno, limoneno,a-muuroleno, mirceno,
nerolidol, a-felandreno,a-pineno, fpineno, sabineno, espatulengtierpineno
e a-terpineol ndo apresentaram efeito fungitoxico s@hrgloeosporioideg C.
musae

Importante observar que alguns compostos verificados 6leos
essenciais encontram-se na composicdo da casca iagagianaduras que,
normalmente, nessa fase, apresentam lesd&s. dgoeosporioidesinfere-se,
entdo, que esses nao possuem propriedade fungit®é@dre os compostos
verificados na composicdo da casca de frutos madieaggiabeirasRsidium
guajaval.) por Chen, Sheu e Wu (2006), na cultivar ChuhgtBYueh-Pa,
foram encontradog-pineno, f-pineno, benzaldeido, canfenaterpineno,p-
cimeno, limonenoy-terpineno, linalol, 4-terpinenok-terpineol, bornil acetato,
a-copaeno S-cariofileno, aromadendrena;humuleno,s-cadineno e nerolidol.
Soares et al. (2007), na cultiv@ortibel (goiaba branca@ncontraranimoneno
e a-humuleno

Os compostos presentes nos 6leos essenciais quapnésentaram
fungitoxicidade foram eliminados do grupo que promowetnibicdo total,
restando como possiveis inibidores@egloeosporioideg C. musaepara-alil-
anisol (1-metoxi, 4-(1-propenil)-benzenopara-alil-anisol (1-metoxi, 4-(2-
propenil)-benzeno) e fenchona (erva-doce), oxida-thésabolol A, 6xido der-
bisabolol B, camazuleno, trans,Bfarneseno e trans,trans,a-farneseno
(camomila), isopulegol, mentol, mentona, mentil acetaomentol, pulegona e

timol (menta), mentona e pulegona (erva-baleeirayacaol, trans,focimene,
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trans-hidrato de sabinenay-terpineno e timol (orégano), canfeno, isoborneol e
timol (tomilho), butilato de hidroxitolueno, metileug® e a-terpinil acetato
(louro), geranial, geraniol, neral (capim-liméo)rayeal, geraniol, neral e neril
acetato (palmarosay-transbergamotenoa-bulneseno,#elemeno, eugenol;
fenchona, a-,epirmuurolol e linalol (manjericdo), benzaldeiddrans
cinamaldeido, acetato de cinamitacopaeno, hidrocinamaldeido, 4-terpinenol
e a-terpineol(canela) (Figura 6); e, de. musaea -curcumeno, germacreno B,
mirtenol, transpinocarveol, pinocarvong-sesquifelandreno, terpinolenecge
zingibereno (Figura 7).

Trabalhos referentes a eficiéncia de compostosibgadio e/ou controle
de C. gloeosporioide® C. musagin vitro ou in vivo, praticamente inexistem.
Porém, em alguns estudos tem sido relatada a ufibzdesses no controle de

patégenos em outros patossistemas, corroborandsutad®s obtidos.
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Figura 6 Estruturas dos compostos de Oleos esgengise apresentaram
fungitoxicidade promovendo a inibicdo total da gewagdop de
Colletotrichum gloeosporioidesColletotrichum musae
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“Figura 6, conclusdo”
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germacreno B terpinolene
H

ow OH

mirtenol pinocarvona trans-pinocarveol

H
H
H H

[-sesquifelandreno o-curcumeno o-zingibereno

Figura 7 Estruturas dos compostos de Oleos essengie apresentaram
fungitoxicidade promovendo a inibicdo total da geamdo de
Colletotrichum musae

Chu, Liu e Zhou (2001) observaram reducéo signifiaate Monilinia
fructicola (podriddo parda) de 21% para 12%, em cerejas ifiegen’ (Prunus

avium L.) inoculadas e fumigadas com timol antes do arn@mento a frio
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(20°C), mas nenhum efeito soltenicillium expansurfmofo-azul).

A inibicdo total deColletotrichum gloeosporioideg Colletotrichum
musaefoi observada na presenca dos Oleos essenciaidlemitha arvensis
(menta),Ocimum basilicunfmanjericao) Cymbopogon citratugapim-limao) e
Cymbopogon martinii(palmarosa) que, em suas composicdes, apresentaram
mentol, linalol e geraniol, respectivamente, corrabhdo os resultados obtidos
por Singh et al. (2002). Estes autores observarauibigdo total do crescimento
micelial dos fungos patogénicos da c&avularia pallescensia presenca de
mentol e linalol e d€olletotrichum falcatunpelo geraniol.

Salgado et al. (2004) atribuiram maior atividade fidxica ao 6leo
essencial d&ucalyptus urophyll#500 mg/kg) sobre o crescimento micelial dos
fitopatdgenog-usarium oxysporupBotrytis cinereae Bipolaris sorokinianana
presenca do composto denominado globulol, ausenteé. eramaldulensie E.
citriodora. Possivelmente,Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulys
utiizados neste trabalho, nao apresentaram efeitagitbxico sobre
Colletotrichum gloeosporioideg Colletotrichum musaetambém devido a
auséncia de globulol.

O efeito inibitério demonstrado pelo 6leo essendmllouro sobreC.
musae na fase volatil e sobr€. gloeosporioidese C. musaetambém foi
encontrado por Soylu, Soylu e Kurt (2006) na irdbigotal do crescimento
micelial e na producdo de esporangiosPdgtophthora infestand€0s autores
verificaram, ainda, a atividade antifingica do Okssencial déRosmarinus
officinalis (alecrim) sobrd?hytophthora infestansesultado esse ndo observado
sobreColletotrichum gloeosporioidesColletotrichum musaeDiferengas foram
verificadas na composicdo dos Oleos essenciaigadtils por Soylu, Soylu e
Kurt (2006) e nos do presente trabalho, tendo sidcontrados, no 6leo de
Laurus nobilis os compostos 1,8-cineol (35,5%), sabineno (15,@%¢rpinil

acetato (14,2%) e-pineno (7,5%) e butilato de hidroxitolueno, metjenol e
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o-terpinil acetato; no 6leo deRosmarinus officinalis (alecrim), foram
encontrados borneol (20,4%), canfora (19,5%), h8et (17,4%), linalol
(6,1%) e canfora (41,28%) eucaliptol, limoneno, mim® e a-pineno,
respectivamente. Dan et al. (2010) verificaram gqé¢eo essencial dAsarum
heterotropoidewar. mandshuricune o metileugenol (59,42%), seu componente
mais abundante, inibiram totalmente o crescimento micele Alternaria
humicolg Colletotrichum gloeosporioidesRhizoctonia solanie Phytophthora
cactorum exceto dd-usarium solani

Lee et al. (2007yerificaram que o 6leo essencial @eganum vulgare
inibiu o crescimento micelial ddsingos patogénicos em poés-colhetatrytis
cinerea e Colletotrichum gloeosporioide® de soloFusarium oxysporum
Pythium ultimume Rhizoctonia solani Os 6leos deCuminum cyminunme
Eucalyptus citriodoraapenas n&o inibiranColletotrichum gloeosporioides
Thymus vulgaris suprimiu o crescimento micelial deColletotrichum
gloeosporioides Fusarium oxysporurme Rhizoctonia solanie Cymbopogon
citratus apenas dd-usarium oxysporumResultado semelhante foi observado
sobre Colletotrichum gloeosporioides Colletotrichum musaénibidos pelos
6leos deOriganum vulgaree Thymus vulgarisenquantdeucalyptus citriodora
nao apresentou efeito inibitério. Embora tenham o060l apresentado
composi¢Bes quimicas diferentes, foram observados cogpcomuns, como o
geranial e o neral eMd. citratus carvacrol e timol en®. vulgaree timol emT.
vulgaris

Na presenca dos 6leos essenciais de orégano cormgmnecrol, capim-
limdo e palmarosa contendo citral, observou-se aic#ub total sobre os
patégenos. Esse resultado corrobora o relatado#ado por Neri et al. (2007)
que verificaram, na fase de vapor, a maior atividhdwegicida detrans2-
hexenal, carvacrol e citral sobre a germinacédmdé&®s e crescimento micelial

de Monilinia laxa, agente etiolégico da podriddo parda em frutosaileco,in
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vitro.

O citral constitui-se da mistura isomérica de gefat{@E)-3,7-
dimetilocta-2,6-dienal, citral A ou isbmero E) e nd€(dz)-3,7-dimetilocta-2,6-
dienal, citral B ou isdmero Z) (GUIMARAES et al.,0R).

Na composicdo dos 6leos essenciais de atroveragjbgeralfazema,
melaleuca e laranja-doce, que apresentaram efaliionio apenas sobr€.
musae foram observados os compostpara-alil-anisol (1-metoxi, 4-(1-
propenil)-benzeno)a-curcumeno trans, f-farneseno trans,transa-farneseno,
fenchona, geranial, germacreno B, mirtenol, ner&lnspinocarveol,
pinocarvona, F-sesquifelandreno, 4-terpinenol, terpinoleneaeingibereno.
Observou-se, entdo, que o0s compospma-alil-anisol (1-metoxi, 4-(1-
propenil)-benzeno), trans Bfarneseno, trans,transa-farneseno, fenchona,
geranial, neral e 4-terpinenol foram citados antarémte como provaveis
inibidores de ambos os patdgenos, incitando a disimlae o potencial
fungitoxico desses sobf gloeosporioides

Uma hipotese para explicar a inibicdo apenaS.dausadéaseou-se nas
guantidades expressas pelas areas de massa (%jlasdilizs compostdsgans
SBfarneseno, fenchona, geranial e neral, em compacagi@s quantidades dos
Oleos que apresentaram inibicdo sabrejloeosporioideg C. musaeBhaskara
Reddy et al. (1998), apés verificarem o controleBdérytis cinerea(73,6% e
75,8%) eRhizopus stolonife(73,0%e 74,8%) em morangos, ha presenca de
compostos volateis dehymus vulgarioobtidos dos clones Laval-1 e Laval-2,
respectivamente, relacionaram a maior atividadetagfita de Laval-2 (66,2%)
ao conteludo relativamente mais elevado dos compostiisicobianos p-
cimeno, linalol, 4-terpinenol e timol que em Laval-153,6%),
corroborando/comprovando a hip6tese formulada.

O potencial fungitoxico do 6leo essencial Cigrus sinensigue inibiu

totalmente Colletotrichum musaefoi demonstrado também por Sharma e
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Tripathi (2006) sobre a germinacado e o crescimenteliaidos patégenos pos-
colheita Aspergillus nigere Botryodiplodia theobromaésolados de manga;
Alternaria alternata Cladosporium fulvume Botrytis cinérea de tomate;
Penicillium expansune Alternaria Mali, de mac&Penicillium chrysogenure
Cladosporium cladosporioidesle uvas éMyrothecium roridumde meldo-de-
sdo-caetano. Entretanto, Sharma e Tripathi (2086jicaram a presenca de
pineno, SFpineno, myrceno, limoneno (84,2%), linalol, citrat-terpineol,
terpinoleno, citronelal e geraniol na composicdodiEn essencial d€itrus
sinensisenquanto o utilizado no presente trabalho aptesese exclusivamente
composto por limoneno (100%).

Com base na composicdo do Oleo essencial Citeus sinensis
apresentada, pode-se infirir que, a partir de deterxda concentragdo, o
limoneno depende de outros compostos para apreget¢acial fungitoxico. O
6leo de limao-siciliano, embora tenha apresentada ée massa 83,38%
préxima da encontrada por Sharma e Tripathi (20@684J2%, ndo apresentou
efeito inibitorio sobreC. gloeosporioideg C. musagprovavelmente devido aos
demais compostos que fazem parte da sua composigiineno ey-terpineno
ndo apresentarem agao fungitoxica.

No caso dos compostdasans,transa-farneseno e 4-terpinenol, que
apresentaram areas de massa (%) maiores, podetgegués embora presentes
nos o6leos, eles ndo apresentam propriedade furgatGxsobre C.
gloeosporioides Entretanto, tal argumento ndo se aplica para essoObe
atroveran, que inibiram apen@slletotrichum musae erva-doceresponsavel
pela inibicdo de ambos, pois as areas de massa (%prdealil-anisol (1-
metoxi, 4-(1-propenil)-benzeno) apresentaram-se xapemlas em 96,75% e
97,99%, respectivamente. Na composicdo de erva-digna,dopara-alil-anisol
(1-metoxi, 4-(1-propenil)-benzeno) e fenchona, cortggsomuns a outros

6leos, observou-se a presenca piga-alil-anisol (1-metoxi, 4-(2-propenil)-
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benzeno), que permitiu a formulagdo da hipdtese emfiera combinacdo de
compostos e ou o sinergismo ser responsavel peitm efébitério. Edris e
Farrag (2003) verificaram que a mistura de linalolewgenol, principais
componentes do 6leo de manjericdo, que individuaknespresentaram
atividade antifungica moderada e nenhuma atividadbres&clerotinia
sclerotiorum Rhizopus stolonifere Mucor sp., respectivamente, gquando
misturados em propor¢cdo semelhante as suas concestraQddleo original,
proporcionaram melhoria nas propriedades antifusgigadicando um efeito
sinérgico. Na avaliagdo do 6leo essencial de Bopighenta contra os mesmos
patdbgenos, observaram que o mentol apresentou avidantifingica
aumentada na presenca de mentona que, sozinha, n@mnmgie®u nenhum
efeito.

A existéncia dos compostos ndo identificados néo e pagkr
negligenciada, pois os mesmos podem ter contribuida painibicdo dos
patégenos.

Indubitavelmente, o potencial fungitoxico esta celaado com a
composicdo do 6leo, bem como com a sensibilidade dggad a um ou mais
compostos em diferentes quantidades.

Assim, um dos desafios para a pesquisa agronémicaulivo de
plantas medicinais consiste na obtencdo de metabo#tn quantidade e
gualidade, isolados ou como fitocomplexos (MING, )9%4concentracdo de
principios ativos ndo se apresenta uniforme durantilo de vida da planta,
podendo variar com o habitat, a colheita e a prefar@TESKE; TRENTINI,
1997). Portanto, necessariamente, os fatores iathss ambientais e técnicos
gue influenciam nos mecanismos de sintese pelasaplarjue podem garantir a
gualidade do material até o processamento devenosgireendidos. Os fatores
intrinsecos, também chamados de genéticos, atribuenaaspécie o potencial

para elaborar determinados produtos em funcdo da gpmgética especifica.
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Dentre os fatores ambientais abiéticos, a dispadéule de agua, nutrientes e a
intensidade luminosa interfem na producdo de metabdtiecundarios e ou
principios ativos. Os fatores ambientais bidticosesgntam relevancia na
medida em que ocorrem intera¢cdes planta-microrganisplasta-planta e
planta-herbivoros, levando a planta medicinal aalt®eus mecanismos internos
de sintese de metabdlitos. Dentre os fatores téchiee inteferem na sintese de
compostos estdo a época de plantio, a adubacdodeieemina diferentes
composi¢les e teores de principios ativos, tratthgrais, como amontoa, poda,
irrigagdo e sombreamento, controle de pragas e degnesiduos), colheita,
secagem e armazenagem (MING, 1994).
A atribuicdo/confirmacdo de tal potencial a um ou n@spostos

depende da avaliacdo em cromatografia em fase gaaeseddes antifungicas

determinadas em cromatografia de camada delgadawtdgpafia.

3.4 Determinacao da fracdo antifingica dos Oleos ssciais sobre
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum musae por meio de

cromatografia em camada delgada

Os halos de inibicdo do crescimento micelial @elletotrichum
gloeosporioidese Colletotrichum musaeobservados nas bioautografias em
cromatografia de camada delagada foram atribuidosaé8efs ativas com acéo
antifingica dos O6leos essenciais. Os valores dstindias percorridas, 0s
comprimentos das bandas (halos de inibicdo) e osefatde retencdo (Rf)
podem ser observados nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8 Halos de inibicdo (bandas), representasdfsacdes ativas dos 6leos essenciais obtidog@matografia de
camada delgada-bioautografia, 4 dias apés a apbcdp meio de cultura BDA contendiolletotrichum
gloeosporioidesa 1 x 16 esporos.mt, com as respectivas distancias percorridas e pao@nto das bandas.
Fatores de retencao (Rf): A.Controle - Rf 1,00;avo-da-india - Rf 0,60; C. Capim-limao - Rf 0,T3;
Orégano - Rf 0,63; E. Louro - Rf 0,51e 0,68; F.&doce - Rf 0,74; G. Manjericdo - Rf 0,61 e 0,91; H
Palmarosa - Rf 0,53; |. Tomilho - Rf 0,67; J. CaneRf 0,47; K. Camomila - Rf 0,41 e 0,67.
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Figura 9 Halos de inibicdo (bandas), representasdfvacfes ativas dos 6leos essenciais obtidosr@matografia de
camada delgada-bioautografia, 5 dias apos aplicdgaweio de cultura BDA contendiplletotrichum musaa
1 x 16 esporos.ml:, com respectivas distancias percorridas e comptineas bandas. Fatores de retencéo
(Rf): A. Controle - Rf 1,00; B. Cravo-da-india - Rf 0,87, Capim-limao - Rf 0,55; D. Orégano - Rf 0,66; E.
Louro - Rf; F. Erva-doce - Rf 0,77; G. Manjerica®t 0,61 e 0,95; H. Palmarosa - Rf 0,49; I. Tomithef
0,68; J. Canela - Rf 0,57; K. Camomila - Rf 0,63@3engibre - Rf 0,83; M. Atroveran - Rf 0,78.
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4 CONCLUSOES

A inibicdo do crescimento micelial e as taxas deocidhde de
crescimento reduzidas observadas na fase de vagwor,cbmo a inibicdo de
germinagdo e a reducdo na formacdo de apressoério€otietotrichum
gloeosporioides Colletotrichum musaena fase de contato, evidenciam que a
utilizagdo de Oleos essenciais, bem como de seusostosp constitui uma
ferramenta promissora que podera substituir os fidagcsintéticos como
medida de controle de doengcas em pds-colheita, extdndaos preceitos da
agricultura alternativa.

A identificacdo dos metabolitos secundarios comddike antifingica,
em 6leos essenciais, também é uma ferramenta (til,ppoigite a sintese de

novos produtos pela industria quimica.
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CAPITULO 3

Pelicula a base de fécula de mandioca e 6leos es&ds no controle de

antracnose em frutos de goiabeiradPsidium guajava L.)
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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivaadaliar o potencial
da pelicula a base de fécula de mandioca e dos éésesciais, em associacao
ou nao, na conservacao pos-colheita de goiabas, &tdase no controle da
antracnoseausada po€. gloeosporioidesOs 6leos essenciais Ggmbopogon
martinii, Eugenia caryophyllataThymus vulgarise Cymbopogon citratusa
0,1%, selecionados mediante potencial de inibicad dgloeosporioidesem
testesin vitro em experimento anterior, foram incorporados aos géis
recobrimento obtidos a partir das suspenstes déafdeumandioca a 0,2% e a
2,0% (peso/volume), aquecidas até 90°C, sob agitagistante. Para a
formacdo da pelicula, apés desinfestacdo e secaggrgpiabas verdes sem
sintomas de doencas e danos mecanicos foram submati@lasersdes de 1
minuto, com intervalos de 15 minutos, para escorrimeloteexcesso e pré-
secagem. Os frutos do controle ndo revestidos coftufele sem incorporagéo
de O6leos essenciais, revestidos com pelicula a &2&02,0% e os frutos
revestidos com pelicula de fécula a 0,2% e a 2,0 a incorporacdo dos
Oleos essenciais, foram acondicionados em supon@stidos em temperatura
ambiente (262°C) e, ap06s 24 horas, inoculados em 4 pontos stprdés com
discos de BDA contendo suspensdo de conidios déggad (1 x 10
conidios.ml'). Apés 72 horas em camara Umida %) e temperatura
ambiente (262°C), os frutos foram colocados sobre bancadas baratorio,
para simular condicdo de comercializacdo. A sevéeidda antracnose nas
goiabas foi determinada pela quantificacdo de &@siarada pelo patégeno, em
porcentagem, pelo programa Image tool (UTHSCSA Imagel)T Para a
realizacdo da microscopia eletronica de varredwaamostras coletadas nos
frutos recobertos com a pelicula a 2,0% foram prejarale acordo com o
protocolo padrdao do Laboratério de Microscopia 1Bleta e Analise
Ultraestrutural e a observacdo e o registro de inmderam realizados em
microscopio eletrénico de varredura LEO Evo 40 XWPpelicula a base de
fécula de mandioca a 2,0%, com ou sem incorporacaalets essenciais de
Cinnamomunsp., Eugenia caryophyllataCymbopogon martiniiCymbopogon
citratus e Thymus vulgaris se apresentou como uma barreira ao
desenvolvimento do patégeno latente ou inoculadop m&orrendo o
desenvolvimento de lesdes tipicas de antracnosgomsas, aumentando a vida
atil de prateleira.

Palavras-chaveGoiaba. Biofilme. Patologia pds-colheita de frut@antrole
alternativo de doencas.
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ABSTRACT

The present study had as an objective to evalhatpdtential of cassava
starch based film (coating or pellicle) and the e8akoils, in association or not,
on the postharvest conservation of guavas, withhasip on the control of
anthracnose caused I6; gloeosporioidesThe essential oils o€ymbopogon
martinii, Eugenia caryophyllata, Thymus vulgarisda@ymbopogon citratuat
0.1% selected for potential &f. gloeosporioidesnhibition in in vitro testsin a
previous experiment were incorporated to the coatjels obtained from the
suspensions of cassava starch at 0.2% and 2.0%ht&lume) and heated to
90 °C, under constant agitatidror pellicle formation, after disinfestation and
drying, the green guavas without symptoms of diseasemechanical damage
were submitted to 3 immersions for 1 minute with 15 utenintervals for
draining of the excess and pre-drying. The non-fitated and without essential
oil incorporation control fruits; those covered hpellicle at 0.2% and 2.0%;
and the fruits covered with starch pellicle at 0.286 2.0% with the essential oll
incorporation the were conditioned on supports, taaied at room temperature
(26£2 °C)) and after 24 hours, inoculated with PDA disbntaining pathogen
conidia suspensions (1 xdnidia.mL") at 4 equidistant points. After 72 hours
in moisture chamber (96 2%) and room temperature ¢6°C), the fruits were
put on benches in the laboratory to simulate comrakzation conditions. The
severity of the anthracnose in the guavas wasmdeted by the quantification of
the percentage of the area damaged by the pathmgtre Image tool program
(UTHSCSA Image Tool). For the scanning electronicroscopy, the samples
collected in the fruits coated with the film at 2.0%ere prepared according to
the standard protocol of the Electron Microscoppdratory and Ultrastrutural
Analysis and the observation and the registratfomages were conducted in a
LEO Evo 40 XVP scanning electron microscopke cassava starch based film
at 2.0%, with or without incorporation of essentidlls of Cinnamomunsp.,
Eugenics caryophyllata, Cymbopogon martinii, Cynmdgmm citratus and
Thymus vulgariswere shown as a barrier to the development ofldtent or
inoculated pathogen, the development of typical ractipse lesions not
occurring in the guavas, increasing the shelf life.

Keywords: Guava. Biofilm. Postharvest pathology roiité. Alternative control
of diseases.
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1 INTRODUCAO

No ranking de producdo mundial de frutas, o Brasilpa o terceiro
lugar, atras da China (175 milhGes de toneladasy éndia (57 milhdes de
toneladas), com 43 milhBes de toneladas produzidas émtas tropicais,
subtropicais e temperadas ao longo de todo o amémRPa exportacdo brasileira
de frutas ndo alcanca 2% do mercado mundial (ALMEIR@)2; BUAINAIN;
BATALHA, 2007).

A reduzida inser¢do dos produtos tropicais no merckedfrutas frescas
apresenta-se como consequéncia do uso inadequadagrde&xicos e da
tecnologia de pos-colheita deficiente, que determima baixo padrao de
qgualidade das frutas sob o enfoque de exigéndiesacionais de um mercado
importador concentrado e exigente, protegido porebas fitossanitarias
(ALMEIDA, 2002). A contaminacdo de produtos hortalpor residuos de
agrotéxicos tem sido alvo da midia, causando impacegmtivos a cadeia
produtiva das frutas e hortalicas, devido a apfioagm dosagem excessiva ou
de produtos ndo recomendados (MELO, 2006), tanto ©mc@mo em poés-
colheita.

A goiabeira Psidium guajaval.), devido a adaptacdo a diferentes
condi¢cbes edafoclimaticas e a facilidade da progamapr meio de sementes
(GONZAGA NETO, 1990), encontra-se amplamente digtdh nos trépicos e
subtrépicos, tornando-se nativa em muitas areas, oseath algumas,
considerada planta daninha (LIM; MANICON, 2003)odzida de norte a sul
no Brasil, a cultura da goiabeira tem importancanémica e social, em virtude
das mudltiplas formas de aproveitamento de seussfritbAIA; GARCIA;
LEITE, 1988), como produto de exportacdo para paisedemisfério norte
(ALMEIDA, 2002) e pela necessidade de méo-de-olmajgamente durante o
ano todo (GONZAGA NETO et al., 1982). O estado denBmbuco destaca-se
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como o maior produtor nacional, com producdo de 96t@B8ladas, seguido
pelos estados de Sao Paulo, com 89.772 toneladsas.ecBm 18.672 toneladas.
Em 2008, o estado de Minas Gerais ocupou a 52 agdlogzo ranking brasileiro
de producdo de goiabas (INSTITUTO BRASILEIRO DE GHEHRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 20009).

No Brasil, a antracnose, ou mancha-chocolate, caugatb fungo
Colletotrichum gloeosporioidefPenzig) Arx (€loeosporium psidiDelacr.),
cuja forma sexuada correspondeGibmerella cingulata(Stonem) Spauld e
Schrenk, apresenta-se como uma das doencas mais gravpos-colheita de
frutos de goiabeira (GORGATTI NETTO, 1996). A antrase ocasiona perdas
significativas, decorrentes da reducdo do period® abmercializagéo,
desclassificagdo e descarte de produtos, comproneeteagpecto econdmico,
ainda que a cultura da goiabeira seja submetideoatiote quimico em pré-
colheita. Em todos os paises produtores de frutogogbeiras, a antracnose
destaca-se como a doenga mais comum em pré e em pésecoffodendo
causar consideraveis perdas pés-colheita (LIM; MAOIN, 2003).

Segundo informac6es do registro de agrotoxicos re afonstantes no
Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) aoordo com as bulas
aprovadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaga Abastecimento -
Coordenacao-Geral de Agrotoxicos e Afins/DFIA/SD#tyalmente, ndo ha
produtos registrados para uso em poés-colheita pacaltara da goiabeira
(AGROFIT, 2010).

E importante ressaltar que, para a obtencéo dé@mdiei do controle de
doengcas em pods-colheita dos frutos de goiabei@ssiderando o reduzido
periodo de conservacdo de poucas semanas, estsaiégem ser estabelecidas,
com base no processo de maturagéo.

Para a manutencdo da qualidade poés-colheita em oelagi

caracteristicas fisicoquimicas, nos ultimos anos;seermbservado um interesse
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consideravel na utilizacdo de filmes e coberturasresalmente compostos por
amido, que é encontrado em abundancia na natureascater renovavel e
custo relativamente baixo, sendo, portanto, uma grdadte de exploracdo
econdmica (ROZ et al., 2001). Alguns autores redataa eficiéncia dos filmes e
coberturas biodegradaveis a base de fécula de ntangiéma a conservacéao pés-
colheita de morango (HENRIQUE; CEREDA, 1999), goal@LIVEIRA;
CEREDA, 1999), tomatd_ycopersicon esculentuMill) (DAMASCENO et al.,
2003), acerola, (MACIEL et al., 2004), pepino-jagsiiCucumis sativud..)
(REIS et al., 2006) e maméo (PEREIRA et al., 2006yéf, a contribuicdo
desta técnica para o controle de ftopatégenos ercgldsita ndo é claramente
tratada nos trabalhos.

Outra possibilidade baseia-se na utilizacdo deytosdnaturais obtidos
de plantas para o controle de doencas em poOs-@lhejiresentando menor
risco para a saude humana e para o ambiente (KULAKIOT
THANASSOULOPOULOQOS; SFAKIOTAKIS, 2004), como, por emplo, 0S
Oleos essenciais largamente utilizados especialnmentedistria farmacéutica,
por suas propriedades antibacteriana, antifangiceeticida, ja observadas na
natureza (BAKKALI et al.,, 2008). A atividade antiiica de compostos
naturais biologicamente ativos em 0leos essenciagseptes em plantas
medicinais, condimentares, ornamentais e florestaisjtro e in vivo, sobre
fitopatdgenos, foi relatada por alguns autoresrdimito, 0s estudos sdo em
namero reduzido para o controle @e gloeosporioideqLEE et al., 2007;
DUAMKHANMANEE, 2008; BARRERA-NECHA et al., 2008; SXATTA et
al., 2008; ROZWALKA et al., 2008; ANARUMA et al.020) eColletotrichum
sp. (SINGH et al, 2002; RANASINGHE; JAYAWARDENA;
ABEYWICKRAMA, 2002; SHAHI et al, 2003; TZORTZAKIS;
ECONOMAKIS, 2007; ARROYO et al., 2007; TZORTZAKIZ009).

A inibicho do crescimento microbiano pode ser obfmdo efeito
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sinérgico da combinacdo de varios fatores ou obltsc em vez de ser
alcancada pela aplicacdo drastica de um Unico fa®r conservacao
(LEISTNER, 1992). A tecnologia de métodos combina{beIC), também
conhecida como tecnologia de obstaculbardle technology, preconiza a
combinacdo de dois ou mais obstaculos ao crescimewtobizno, aplicados
em baixos niveis, para promover a estabilidade doealio em temperatura
ambiente (ALZAMORA et al., 1993). Assim, para o coférde doencas em
pés-colheita, 0 aumento da vida de prateleira erauteacdo das caracteristicas
fisicoguimicas dos frutos de goiabeiras, a combinalgidleos essenciais e
fécula de mandioca sob a forma de pelicula apresenetemo mais uma
estratégia promissora.

Diante do exposto, o presente trabalho foi reatizezain o objetivo de
avaliar o potencial de pelicula a base de féculmdedioca e 6leos essenciais
em associacdo ou nao na conservacao pos-colheitatde de goiabeira, com

énfase no controle d&. gloeosporioidesagente etioldgico da antracnose.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério derddcopia
Eletronica e Andlise Ultraestrutural (LME), do Ddapmento de Fitopatologia
(DFP) e Laboratério de Pés-Colheita do Departametdo Ciéncia dos
Alimentos (DCA), da Universidade Federal de LavtdBL(A) em Lavras, MG.

2.2 Obtencéo e selecao dos 6leos essenciais
Os 6leos essenciais foram selecionados medianteqgltele inibicdo

ao patdgeno, observado em testedtro, em experimento anterior (Capitulo 2).
Os Oleos essenciais dgymbopogon martinii(palmarosa),Eugenia
caryophyllata (cravo-da-india), Thymus vulgaris tomilho (comum) e
Cymbopogon citratugcapim-limao) foram fornecidos pela Chamel (Industria
Comércio de Produtos Naturais, Parana, Brasil). € dle Cinnamomunsp.
(canela) foi obtido por hidrodestilacéo, utilizandparelho tipo Clevenger, a
partir de 100 g de casca em 1.000 mL de &gua solciewgréo continuo,

durante 3 horas.

2.3. Obtencéao e preparo dos frutos de goiabeir@gidium guajava, L.)

Frutos verdes e ensacados de goiabeira da cuRiedro Sato foram
colhidos no pomar comercial da Fazenda Pasto Feck#adada a 877 m de
altitude, 21°13'30,77" de latitude Sul e 44°59'06 @ngitude Oeste, na cidade
de Lavras, estado de Minas Gerais, Brasil e imed&tée transportados para o
Departamento de Fitopatologia da Universidade Fédibgalavras, que se

encontra a, aproximadamente, 1.000 m da fazenda.
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Os frutos verdes sem sintomas de doencgas e qualgoerrdecanico
foram selecionados e submetidos a lavagem em &aguanteotiz minutos),
desinfestacdo em hipoclorito de sédio a 1% (NaCHdyante 3 minutos e

lavagem em agua destilada.

2.4 Obtencéo da fécula de mandioca

A fécula de mandioca (T09/141) foi fornecida pelamaeom

(Comércio e Servicos Ltda., Minas Gerais, Brasil).

2.5 Peliculas biodegradaveis a base de fécula dermdimca e 6leos essenciais

no controle deColletotrichum gloeosporioides em frutos de goiabeira

2.5.1 Preparo dos géis para recobrimento dos frutate goiabeira

As suspensfes de fécula de mandioca a 0,2% e a(R&¥/volume)
foram aquecidas até 90°C, sob agitacdo constamte apabtencdo de géis para
recobrimento dos frutos de goiabeira e formacéao Heybe

Os 6leos essenciais de palmarosa, cravo-da-indidhtoe capim-liméo
e canela a 0,1% foram incorporados aos géis apésftiiamento dos mesmos a

temperatura ambiente, para o revestimento de frutgsidbéeira.

2.5.2 Cobertura dos frutos de goiabeira

ApGs o processo de desinfestagdo como descriteeno dt3, os frutos
de goiabeira acondicionados sobre papel de fikronpneceram em temperatura
ambiente (252°C), durante 12 horas, aproximadamente, para secagem.

Os tratamentos e frutos foram numerados e distrib@d@Easo.

Para o recobrimento dos frutos de goiabeira, fdizatla a técnica de
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imersdo, tendo sido estabelecidas como procedimeritoeessdo durante 1
minuto, a retirada do excesso (escorrimento) e ageetgor 15 minutos,
repetidas 3 vezes, nos seguintes tratamentos:

- frutos ndo revestidos com pelicula de fécula de dinan, sem
incorporacao de 6leos essenciais (controle);

- frutos revestidos com pelicula de fécula de marad{@%);

- frutos revestidos com pelicula de fécula de marad(6,2%);

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mamrdi@%%), com a
incorporacéo de palmarosa a 0,1%;

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mard{@2%), com a
incorporacéo de palmarosa a 0,1%;

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mamrdi@®), com a
incorporacao de cravo-da-india a 0,1%;

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mard{@2%), com a
incorporagao de cravo-da-india a 0,1%;

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mamrdi@®), com a
incorporagéo de tomilho a 0,1%;

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mard{@2%), com a
incorporagéo de tomilho a 0,1%;

- frutos revestidos com pelicula de fécula de marmdi@%), com a
incorporacado de capim-liméo a 0,1%;

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mard{@2%), com a
incorporacado de capim-liméo a 0,1%;

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mamrdi@%%), com a
incorporacao de canelaa 0,1% e

- frutos revestidos com pelicula de fécula de mard{@2%), com a
incorporacéo de canela a 0,1%.

Os frutos foram acondicionados em suportes (recgsede plastico
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para ovo de Pascoa) e mantidos em temperatura am{2énge°C), durante 24

horas.

2.5.3 Inoculagéo
ApOGs 24 horas, os frutos foram inoculados em 4 poetpsdistantes

com discos de BDA (batata-dextrose-agar) contendpesisdo de conidios de
C. gloeosporioides(1x10° conidios.mL'), 24 horas ap6s o tratamento e
mantidos em camara Umida {28%) e temperatura ambiente £26°C), durante
72 horas. Apés esse periodo, os frutos foram resradh camara Umida,
permanecendo sobre bancadas no laboratério pardasinmma condicdo de

comercializacéo.

2.6 Severidade da antracnose em frutos de goiabeira

Frutos de goiabeira ndo revestidos com peliculz&dald de mandioca,
sem incorporacao de 6leos essenciais (controlenfoeaobertos com pelicula a
base de fécula de mandioca (0,2% e 2,0%), com eirsmrporacao de 6leos
essenciais; revestidos com pelicula de fécula de im@m@%); revestidos com
pelicula de fécula de mandioca (2%) com incorporaigfiextrato de casca de
goiaba verde; imersos em extrato de casca de gome;vimersos em agua
(controle) e expostos a volatiizacdo de PO dos 6leos essenciais. A
porcentagem de area lesionada pelo patégeno foitifjoada pelo programa
Image tool (UTHSCSA Image Tool), mediante imagens abtitb decorrer do

experimento.
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2.7 Preparo das amostras de frutos de goiabeira cetios com pelicula a
base de fécula de mandioca (2%) para microscopiaettbnica de varredura
(MEV)

Para a realizagdo da microscopia eletronica de dwaae as amostras
foram coletadas nos frutos cobertos com a pelichisa de fécula de mandioca
a 2,0%, como descrito no item 2.5.1, deste trabalho.

Apos fixacdo em Karnovsky modificado, as amostrasricsabmetidas
a pos-fixagdo em tetroxido de ésmio (Qs@ 2%, a desidratacdo em série
crescente de acetona nas concentragfes de 25%,75289,90% e 100% e ao
processo de secagem em aparelho de ponto critico THRAL-CPD 030. Os
espécimes obtidos foram fixados com fita dupla-faceateono em suportes
metélicos (stubs de aluminio) revestidos com papehiaio, submetidos ao
processo de metalizacaep(ttering em ouro (banho de ouro), em aparelho
BAL-TEC SCD 050 e armazenados em dessecador contsitida-gel. A
observacdo das amostras e 0 registro de imagens fogalizados em

microscopio eletrénico de varredura LEO Evo 40 XVP
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Peliculas biodegradaveis a base de fécula dendimca e 6leos essenciais

no controle deColletotrichum gloeosporioides em frutos de goiabeira

3.1.1 Cobertura dos frutos de goiabeira

Em experimento preliminar, dados nao apresentadasumniormidade
na coloracdo da casca dos frutos tratados, repagserpelas manchas de
coloracho amarela caracterizando maturacdo  desunijfornmitou
guestionamento sobre a aplicagéo do gel, que censstmersdo por 3 minutos
e secagem para a formacao de pelicula & base da ffecolandioca a 2,0%.

Considerando-se que amilopectama amilose presentes na composicéo
do amido, ao se combinarem com o iodo, originam umaeronelho-violetee
azul, respectivamente (BLAZEVIC; EDERER, 1975), coaphcacdo de Lugol
(5 g deiodoje 10 g de iodeto de potassio KI em 100 mL com agstlatia,
diluido 10 vezes) sobre os frutos tratados, compr®ena descontinuidade da
pelicula (Figura 1).

Evidenciou-se, assim, a necessidade de modificacéoetadologia de
aplicacdo do gel. O experimento foi repetido com aodwbgia modificada
para 3 imersdes de 1 minuto cada, com intervalos deidos para a retirada
do excesso e secagem. Observou-se, entdo, mediaplecacado de Lugol, a
formacédo da pelicula mais continua. Entretanto, artata ndo atingiu 100% da
area dos frutos, destacando-se a presenca de maleltatoracdo amarelada,

porém, em area significativamente reduzida (Figura 2)
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Figura 1 Descontinuidade da pelicula (A), caracterizagela coloracéo
vermelho-violeta ezul, mediante a aplicacdo de Lugol (solucéo de
iodo |, e iodeto de potassio Kl), indicando a presencardielo (B)
em frutos de goiabeira (cv. Pedro Sato).

Figura 2Uniformidade da pelicula no recobrimento de frutogdbeira (cv.
Pedro Sato), mediante técnica de imersdo modificataPtempos de
1 minuto, com intervalos de 15 minutos, revelada pel&cacédo de
Lugol (solugéo de iodg k iodeto de potassio KiI).
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A descontinuidade e também o rompimento da pelicidemqpdavorecer

a maturacado desuniforme e o desenvolvimento do paidgégura 3).

Figura 3Maturacao desuniforme representada pelas manchaeladsas e o
desenvolvimento do patdégencColletotrichum gloeosporioides
favorecidos pela descontinuidade e o rompimento Haupe & base
de fécula de mandioca a 2,0%, em frutos de goiabeira.

Pode-se atribuir descontinuidade, como também o romgmda
pelicula, a problemas durante o seu preparo, pdhmgnte na fase de
gelatinazacdo, quando atencdo deve ser dada ao gerformacdo do gel ou
solucdo viscosa pela perda birrefrigéncia, ou spiando os gréos de amido
perdem a estrutura de cristais. A formacdo do gelofiservada quando a
solucdo atingiu aproximadamente 90°C, ocorrendo dapele viscosidade

guando o aguecimento prolongou-se até fervura. Tewxnaddorma de aplicagcédo



142

e 0 acondicionamento dos frutos durante a secageemdssr observados.

Por meio de eletrofotomicrografias de varredura, @eret al. (2000)
observaram, em filmes de amido, a formacdo de uma fiperbntinua com
porosidade controlada. Atribuiram a presenca deqrexguporos a microbolhas
de ar formadas durante o aquecimento e o revestimento.

No presente trabalho, nas amostras analisadas pordaanicroscopia

eletrdnica de varredura, foi possivel observaresgnca de microbolhas de ar na

pelicula a base de fécula de mandioca a 2,0% aplicas frutos de goiabeiras
(Figura 3).

Figura 3 Eletromicrografia de varredura de pelicidadase de fécula de
mandioca a 2,0%, aplicadas em frutos de goiabeingsaptando
microbolhas de ar rompidas ou nao.
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3.1.2 Severidade da antracnose em frutos de goiatzei

A eficiéncia dos tratamentos foi avaliada medianguantificagéo de
area lesionada (%) pelo patoger®. gloeosporioides revelando maior
severidade da doenca nos frutos de goiabeira néstidos com pelicula de
fécula de mandioca e sem incorporacgéo de Oleosaaseftontrole) do que nos
recobertos com pelicula a base de fécula de man(licea 2,0%) com e sem

incorporacao de 6leos essenciais (Figuras 5A-Hteel 1).
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Cinnamomum sp. + Fécula 2,0%
b ) o .

Cymbopogon citratus + Fécula 2,0%
~ it 7 3 s o

Cymbopogon martinii + Fécula 2,0%
-" e {id

Eugenia caryophyllata + Fécula 2,0%
v ‘e & R o

Thymus vulgaris + Fécula 2,0%
L 7

Fécula 2,0%

e T

Fécula 0,2%
G B
42,1 5,38 19,6 0,0 10,5
Controle
- Y
69,3 30,6 27,9 3.8 56,2 183 82 0,0
Cinnamomum sp. + Fécula 0,2%
. £ 8% m D i

10,5 23,7 39,5 31,6 26,5 84,3 49,5

Cymbopogon citratus + Fécula 0,2%

D 42 B-D S O

19,8 29,4 48,5 15,7 559 16,6 21,8
Cymbopogon martinii + Fécula 0,2%

646 31 53 3,1 122 6,0 33,7 25
Eugenia caryophyllata + Fécula 0,2%
b EH 7 s 4 &
84 702 16,9 31,7 3,6 239 4,1
Thymus vulgaris + Fécula 0,2%
51,9 34,6 60,1 42,7 457 81 980 54 322 271 350 125 44 30
Figura 5Severidade dantracnose em goiabas cobertas com pelicula deafécul
de mandioca a 2,0% e a 0,2%, sem e com incorporagddleds
essenciais a 0,1%, no 10° dia ap6s a colheita.
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Tabela 1Area lesionada (%) paColletotrichum gloeosporioidesm frutos de
goiabeira no 10° dia ap6s a colheita e porcentadgefisitos com leséo
e frutos com leséo inferiores a 10%.

s 5 S & ©
Tratamentos 5 S 2 9% €5 32 g S
Ed S8 S€E 86§ §5 £ 2R
8 ZE5E 88 35035 & 5 o
, E E° EeEmgkFs o ¢
Area lesionada (%) O @) @) 8
1,0 - 25 00 3,0 0,0 0,0
2,5 - 31 00 44 08 0,0
8,8 - 31 03 54 38 00
<10% - - 43 06 81 8.2 0,5
- - 53 25 - - 22
- - 56 36 - - 41
- - 60 41 - - 54
- - 84 - - 61
10,5 16,6 12,2 10,4125 10,2 10,5
19,3 19,8 19,2 16,9 12,1 12,6
10%.20% 19,8 - - - - 124 137
- - - - - 141 196
- - - - - 148 -
- - - - - 183 -
23,7 21,8 - 23,9 20,7 24,6 22,5
20%-30% 24,8 29,4 - - 27,1 28,026,9
265 - - - -
31,6 320 30,0 31,7322 30,6 -
30%-40% 33,1 334 33,7 32,534,6 - -
343 356 370350 - -
395 - -
495 443 457 42,7 - 421
- 457 64,6 457 - -
40%-50% - 468 - - - - -
- 485 - - - - -
- 485 - - - - -
493 - - - -
84,3 52,7 755 70,2519 56,2 -
>50% - 55,9 81,6 60,1 69,3 -
- - - - 980 - -
% de frutos com leséo 100,0 100,0 100,0 86,7 100,0 93,3 80,0

% de frutos com lesagl 0% 20,0 0,00 46,7 53,3 26,7 26,7 53,3
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Nos frutos cobertos com a pelicula sem e com a incaggo dos 6leos
essenciais, a severidade @e gloeosporioidespresentou valores inferiores a
1%.

Os tratamentos a base de fécula de mandioca a 0,&8%smocom
incorporacdo do Oleo essencial de cravo-da-ind@almarosa demonstraram
eficiéncia relativa na inibicdo da antracnose, cawvgda pelas porcentagens em
torno de 53%, 53% e 47%, respectivamente, de fatwsarea lesionada abaixo
de 10% superiores ao controle (26%). Os tratameatdmse de fécula de
mandioca a 0,2% com incorporagéo do 6leo essenctahatho (26%) e canela
(20%) igualaram-se ao controle (26%). O Oleo esakrde capim-liméo,
associado a pelicula a 0,2%, ndo proporcionou acéed de severidade do
patégeno, observando-se que 100% dos frutos apaesen area lesionada
superior a 10%.

De acordo com o Programa Brasileiro para a Moderazada
Horticultura (2000), operacionalizado pelo CenteoQualidade em Horticultura
da CEAGESP, as podriddes definidas como danos gato que impliguem
em qualquer grau de decomposicdo, desintegracaamerfeacdo dos tecidos,
incluindo as manchas de antracnose em qualquer numermtensidade,
apresentam-se como defeitos graves. Destaca-see e#tr normas de
classificacdo adotadas pelo programa para a corimaci@o de goiabas, a
desclassificacdo de todo o lote que apresentaiddmdacima de 10% e residuos
de substancias nocivas a saude acima dos limitedetéaricia. Nesse contexto,
apenas os tratamentos a base de fécula de mandigd®oademonstraram
eficiéncia no controle d€. gloeosporioidesatendendo as necessidades do
mercado, reduzindo as perdas e garantindo a seguadimentar pela auséncia
de produtos téxicos nocivos ao homem e ao ambiente.

Duamkhanmanee (2008) observou a eficiéncia do éksencial de

capim-limao Cymbopogon citratysno controle da antracnose em pds-colheita
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de frutos de manga (Nam Dokmai), na concentracioQf® 4pm (4 mL.[%)
em agua quente, antes e ap6s a inoculacdo, comnséspde esporos de.
gloeosporioidescom notas médias minimas de 2,40 e 1,85, respectivanié
as notas médias dos tratamentos de carbendazim pph@®m agua quente
foram 2,60 e 1,95, respectivamente.

Barrera-Necha et al. (2008) verificaram a reduc&ogmeual de infeccéo
(33,2%) de Colletotrichum gloeosporioidesestatisticamente diferentes do
controle, em mamoes tratados com o0s O6leos essena@ai€imhamomum
zeylanicuma 250 ug.mL* (17,33%) eSyzygium aromaticuna 50 e a 250
pg.mL* (13,2% e 13,2%) apds o armazenamento a 28°C, diFakids. A 14°C,
apo6s 8 diasC. zeylanicume S. aromaticuma 50 e a 25Qug.mL* (13,2% e
13,2%) também diferiram estatisticamente do cont@3e306) €S. aromaticum
a 50pug.mL ' apresentou-se estatisticamente igual ao fungicida.

Os 6leos essenciais obtidos a partir da casca?a @/®) (2,0 mL.LY) e
de folhas a 0,22% (v/v) (2,2 mLY) de Cinnamomum zeylanicurftanela),
aplicados em bananas ‘Embul’ (Musa AAB) maduras demamash eficiéncia,
reduzindo significativamente a severidade da podriiicoroa causada por
Fusariumsp.,Lasiodiplodia theobromae Colletotrichum musaeem relacéo ao
controle a 28°C, por 14 dias e a 14°C, por 21 dasatmosfera modificada por
embalagens de polietileno de baixa densidade (h@M$. Porém, o dleo de
Syzygium aromaticuricravo-da-india) a 0,16% (v/v) (1,6 mL:Ln&o inibiu o
desenvolvimento dos patdgenos. No controle de amisac estes 6leos ndo
demonstraram eficiéncia (RANASINGHE; JAYAWARDENA;
ABEYWICKRAMA, 2005).

Diante do exposto, pode-se inferir que a inefidg@dos 0leos essenciais
de canela, cravo-da-india, palmarosgpim-lim&o e tomilho a 0,1% (1 mL)
no controle do patégeno, no presente trabalhojaedietamente relacionada a

concentracdo utilizada. Também, ndo se pode neglayeque, nos trabalhos
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citados anteriormente, ocorreu a asssociacdo dos é@eutros obstaculos ao
crescimento microbiano como temperatura e embalagens.

Aos 7 dias apds a inoculagcdo, observou-se incidéneiluzida do
patégeno inoculado nos tratamentos a base de féeulmandioca a 0,2%
(41,67%) e a base de fécula de mandioca a 0,2 % woonpbracdo do 6leo
essencial de tomilho (33,33%). Nos tratamentos a éeg$écula de mandioca a
0,2%, com incorporagdo dos Oleos essenciais de pamacravo-da-india,
capim-limao e canela a 0,1% foram observadas asmagans de incidéncia de
62,00%, 50,00%, 60,42%, 64,58% e 56,25%, respectnte, superiores ao
controle (54,17%). Nos tratamentos a base de fé@rilmandioca a 2,0%, com
ou sem incorporacgdo dos Oleos essenciais, ndo fdresenadas lesdes.

Essa eficiéncia pode estar diretamente associadaeéderéncia da
pelicula sobre o processo de maturagdo dos frAtesanutencédo da coloracao
verde, mesmo apoés a lavagem de frutos, quinze dias@apétamento, indica
que a pelicula blogueou de forma irreversivel agdesmenzimaticas e quimicas
responsaveis pela degradacdo da clorofila, bem cosiot@se de pigmentos.
Supostamente, compostos inibidores na casca doss fruamdes foram
degradados de forma mais lenta, impedindo ou atrasadésenvolvimento do
patégeno. Entretanto, foi possivel observar, pdorde microscopia eletrénica
de varredura, que, apesar de ter ocorrido a caoaidos tecidos dos frutos de
goiabeira, a pelicula apresentou-se como uma bamficente, limitando o
desenvolvimento do patégeno, a formacdo de acérvelosmpedindo,

consequentemente, a formacéo das lesdes tipicasrdenase (Figura 4).



149

Figura 4 Eletromicrografias de varredura de pelicaldbase de fécula de
mandioca a 2,0% como barreira limitando o desenvolvineio
patégeno e impedindo, consequentemente, a formacades@ss
tipicas de antracnose.

No momento da aplicacdo dos géis para a formacapealasilas, nos
tratamentos contendo os 6leos essenciaGydebopogon citratuécapim-liméao)
e Cymbopogon martinii(palmarosa) a 0,1% (1 miY), foram observadas
pequenas manchas escurecidas nos frutos, confirnpaddsriormente como
fitotoxidez. Porém, ndo se observou desenvolvimdntpatoégeno sobre essas.
Anaruma et al. (2010) observaram o escurecimentoadaacdos frutos de
maracuja-amareloP@ssiflora edulisSims f. flavicarpa Deg), em cerca de
33,3%, 76,6% e 100%, nas concentracdes de 0,12 @,25 g.I e 0,50 g.L[,
respectivamente, prejudicando a aparéncia e a qdali@ tornando-os mais
suscetiveis &. gloeosporioidesagente da antracnose. O maior indice de doenca

foi observado na maior concentracdo. Entretantojcate deve ser dada ao
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periodo de laténcia ou quiescéncia apresentada petbhgeno C.
gloeosporioides

Verhoeff (1974) definiu a relacdo parasitaria legendormente ou
guiescente como uma condi¢do na qual os patégensanpdengos periodos
durante a vida do hospedeiro em uma fase quiescexée,que, sob
circunstancias especificas, tornam-se ativos. Bpamegistas referem-se ao
periodo de deposicdo de esporos até a producéspdeos novos nos tecidos
parasitados como um periodo de laténcia (VANDERPLAMNSG3). Para evitar
confusdo, Swinburne (1983) propb6s o0 termo "periodo répouso”, para
diferenciar a relacdo parasitaria quiescente déogerlatente. A quiescéncia
pode ocorrer durante os varios processos de atdguiingos e a laténcia
durante todo o processo que conduz da germinacdpc&ima colonizacéo.
Diante dessas definicdes, Prusky (1996) relatouaggeiescéncia pode ocorrer
em diferentes fases de ataque dos patdégenos em lpégasocomo durante a
germinacdo de esporos e o desenvovimento inicialifda durante e apds a
formacdo de apressorios, em apressorios germinadgsdéeénfeccdo) e em
hifas subcuticularesDaquioag e Quimio (1978) e Binyamini e Schiffmann-
Nadel (1972) relataram que a quiescénciaCdgloeosporioidegm manga e
abacate, respectivamente, ocorreu na forma de apossg@rminados com a
formacédo de peg de penetracdo. Daykin e Milholld984) demonstraram que,
em uva Vitis rotundifolid, o mesmo patdégeno produziu apressorios que
germinaram e penetraram a cuticula, permanecendo guoies@té a maturacao.

Adam et al. (1949) e Brown (1975) demonstraram quehiées
subcuticulares apresentaram-se como estrutras descucia de C.
gloeosporioidesem frutas citricas. Assim, pode-se inferir, aindage dal
ineficiéncia tenha ocorrido em funcdo da estrutura duiescéncia,
principalmente em apressoérios germinados (peg de céd¢ce em hifas

subcuticulares, considerando-se que os 0leos n&arteconseguido penetrar a
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epiderme dos frutos e inibir o desenvolvimento dogeato.

Trabalhos que tratam de peliculas ou coberturassa ta fécula de
mandioca associadas a 0leos essenciais, enfocantmtmle de doencas,
praticamente inexistem. Plooy; Regnier; Combrinck 00 relataram a
eficiéncia de coberturas associadas a 6leos eagereccompostos no controle
de Penicillium digitatumem citrus,porém, feitas a partir de ceras comerciais.
No presente trabalho apresenta-se como vantageimmdwsto da cobertura. O
preco da fécula de mandioca no mercado esta em ter®$d.,80 por kg, com
perspectiva de reducédo na safra para R$1,20 (GEMAQD10).

Com base nos resultados obtidos, para a consolidigé@plicacido de
peliculas associadas ou ndo a 6leos essenciais wo@aestratégia no controle
alternativo de doencas em pdés-colheita, faz-se sé@dasa realizacdo de novos
estudos voltados para a determinacdo de concerdral@®edleos essenciais
superiores as utilizadas e de fécula entre 0,2%%.2
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4 CONCLUSOES

A pelicula a base de fécula de mandioca a 2,0%, oomsem
incorporacdo de 6leos essenciais de canela, ciodih, palmarosaapim-
limdo e tomilho se apresentou como uma barreira aondeseento do
patdgeno latente ou inoculado, ndo ocorrendo ondesdmento de lesbes
tipicas deC. gloeosporioidesios frutos de goiabeiras, aumentando a vida pés-
colheita.
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CAPITULO 4

Estudos ultraestruturais das acdes de pelicula dédula de mandioca e de
Oleos essenciais em frutos de goiabeira solfgelletotrichum gloeosporioides

e de Oleos essenciais sobre conidios do patdégeno
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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com os objetdmgstudar o processo
de infeccéo e reproducdo @e gloeosporioidesem goiabas; verificar o efeito de
pelicula a base de fécula de mandioca e de 6lees@ais nas fases de contato
e vapor sobre os eventos de pré-penetracdo e tg@mddo patdégeno em
goiabas, por meio de microscopia eletrdnica de saree (MEV), além de
avaliar o efeito dos Oleos essenciais @gmbopogon martinjii Eugenia
caryophyllata Cinnamomunsp., Thymus vulgari® Cymbopogon citratusobre
conidios de C. gloeosporioides por meio de microscopia eletrénica de
transmissdo (MET). Em areas demarcadas na epidermeiatzas cortadas em
pedacos, de goiabas inteiras recobertas e ndo eboulp a base de fécula de
mandioca, foi feita a inoculagcéo de suspensao deliosrdeC. gloeosporioides
Um grupo de goiabas inoculadas foi exposto aos eapos 6leos essenciais de
canela, erva-baleeira, capim-liméo, cravo-da-indianta, atroveran, orégano,
erva-doce e tomilho, depositados nas tampas das agabalglasticas. As
amostras foram coletadas em 6, 12, 24, 48, 72, 96 bdras apo6s a inoculacéo,
fixadas em Karnovsky modificado e, apds 24 horasnstidas ao protocolo de
preparo de amostras para MEV. A observacéo e otneglas imagens foram
realizados no microscéopio Leo Evo 40. Conidios, eapeansédo preparada em
agua destilada e esterilizada com Tween 20% a If@%m tratados com os
Oleos essenciais a 0,5%, permanecendo sob agit&ZF&Capor 24 horas. Apos
centrifugacé@o e descarte do sobrenadante, as niessasidios obtidas foram
fixadas em Karnovsky modificado por 24 horas. As enspes foram
novamente centrifugadas e, apds o descarte donsmlznete, os conidios fixados
foram emblocados em gel de agarose e submetidos axgmte preparo de
amostras para MET. Por meio de MEV, foi possivel olagsea importancia dos
apressorios como estruturas de pré-penetracdo paestabelecimento da
infeccdo deC. gloeosporioidesem goiabas. A pelicula & base de fécula de
mandioca estimulou a formagéo de apressorios, comgibypara o sucesso do
processo de infec¢do do patégeno. Entretanto, lingitoolonizacdo dos tecidos
dos frutos de goiabeira e a reproducdo do patégenoleo essencial deé.
vulgaris promoveu mudanga estrutural nas hifas, podendo gerautilizado
como um biofumigante natural no controle de antraceoseds-colheita. Nas
imagens obtidas no microscopio eletrbnico de trarssinisZeiss EM 109,
observou-se queC. martinii E. caryophyllata T. vulgaris C. citratus e
Cinnamomunsp. apresentaram acao fungitoxica direta sobreooilios deC.
gloeosporioides causando severos danos aos mesmos e promovendo a
desorganizacao e a degradacéo celular, que pod@hilizar a germinagéo.

Palavras-chave: Histopatologia. Modo de acaoAtividade antifingica.
Microscopia eletrénica de varredura. Microscopéiréhica de transmissao.
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ABSTRACT

The present study had as objectives, to study tifection and
reproduction process df. gloeosporioidesin guavas; to verify the cassava
starch pellicle (coating) and essential oil effiecthe steam and contact phases
on the pre-penetration events and reproductionhef gpathogen in guavas
through scanning electron microscopy (SEM) and @mluate the effect of the
essential oils ofCymbopogon martinii, Eugenia caryophyllata, Cinmanum
sp, Thymus vulgarisndCymbopogon citratuen conidia ofC. gloeosporioides
through transmission electron microscopy (TEM). Thwculation of C.
gloeosporioidegonidia suspension of was conducted in areas datedrin the
epidermis of cut guava pieces and whole guavas @¢aatd not coated with
cassava starch biofilmA group of inoculated guavas was exposed to thenste
of the essential oils of cinnamon, baleeira henmole grass; Indian clove; mint;
atroveran; oregano; anise and thyme, deposited enctivers of plastic
packagings. The samples were collected at 6, 1248472, 96 and 120 hours
after the inoculation, fixed in modified Karnovsknd after 24 hours submitted
to the SEM sample preparation protocol. The obsievatnd the registration of
the images were accomplished in a Leo Evo 40 micr@sc@wnidia, in
suspension prepared in distilled, sterilized watdéth 1.0%Tween 20, were
treated with the essential oils at 0.5% stayingeuraitation at 25 °C, for 24
hours. After centrifugation and discard of the snp&nt, the mass of conidia
obtained were fixed in modified Karnovsky for 24 raulhe suspensions were
centrifuged again and after the discard of the gesatant, the fixed conidia
were embedded in agarose gel and submitted TEM sargparation protocol.
Through SEM it was possible to observe the impaeaof the appressoria as
pre-penetration structures for the establishmer€.afloeosporioidesnfection
of in guava fruits The cassava starch based biofilm stimulated theeappria
formation, contributing to the success of the pagmognfection process
however, it limited the colonization of the guavauifs tissues and the
reproduction of the pathogefhe essential oil of. vulgarispromoted structural
change in the hyphae @. gloeosporioidedeing able to be used as a natural
biofumigant in the postharvest anthracnose conidhe images obtained in the
Zeiss Transmission Electron Microscope EM 109, itswvabserved thaC.
martinii, E. caryophyllata, T. vulgaris, C. citraguand Cinnamomum sp.
presented direct fungitoxic action on the conidigCogloeosporioidesausing
their severe damage, promoting the disorganizatidncatiular degradation that
can make germination unfeasible

Keywords: Histopathology. Action mechanisms. Antifahg activity.
Transmission electron microscopy. Scanning electranascopy.



162
1 INTRODUCAO

A antracnose, causada p@olletotrichum gloeosporioidesm frutos
tropicais, como abacate, goiaba, mamao, manga e n@ragujstitui um
problema importante em pds-colheita (PERES et al2)2@m todos os paises
produtores de frutos de goiabeiras, a antrachosaa®ese como a doenca mais
comum em pré e em pds-colheita, podendo causar cansitlieperdas em pos-
colheita (LIM; MANICON, 2003).

No Brasil, a antracnose, ou mancha-chocolate, caupatb fungo
Colletotrichum gloeosporioidefPenzig) Arx (€loeosporium psidiDelacr.),
cuja forma sexuada correspondeGoomerella cingulata(Stonem) Spauld e
Schrenk, apresenta-se como uma das doencas mais gravpos-colheita de
frutos de goiabeira (GORGATTI NETTO et al., 1996).

Dentre as possibilidades para o controle alteroatey doencas em poés-
colheita, representando menor risco para a saudwral e para 0o ambiente,
atendendo aos preceitos para a pratica da agrizudtiternativa (ZADOKS,
1992), destaca-se a utilizacdo de produtos natuoditddos de plantas
(KULAKIOTU; THANASSOULOPOULOS; SFAKIOTAKIS, 2004),como,
por exemplo, a exploracdo da atividade antifungiea dlleos essenciais
(BAKKALI et al., 2008).

Embora, na literatura, existam varios relatos sobeficééncia de 6leos
essenciais no controle de doengas, poucos abordando de acdo desses sobre
os fitopatdgenos (CHANG; LIN; LEU, 1987; ZAMBONELLét al., 1996;
CHANG; ROUTREE; LEU, 2000; SOYLU; SOYLU; KURT, 200RASOOLI;
REZAEI; ALLAMEH, 2006; SHARMA; TRIPATHI, 2006; ARR®O et al.,
2007; FERREIRA et al, 2009) e a maioria € realizaglm meios
microbiologicos i vitro), o que impossibilita a elucidacdo da interacéo

patégeno-hospedeiro. Diante da complexidade dass @ssenciais, admite-se
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gue existem varios mecanismos de acdo, porém, aidda conhecidos
exatamente, podendo, entdo, a inibicdo de patogmuser pela desnaturacdo
de proteinas, a inibicdo de enzimas e/ou a desagdg de membranas
(JANSSEN, 1989).

Os filmes e as coberturas essencialmente compost@pdo (ROZ et
al., 2001), que tém suscitado interesse considendas a manutencdo da
qualidade pods-colheita em relagcdo as caracteristif@&coquimicas,
principalmente, a base de fécula de mandioca (HENEIQCEREDA, 1999;
OLIVEIRA; CEREDA, 1999; DAMASCENO et al.,, 2003; MAEL et al.,
2004; REIS et al., 2006; PEREIRA et al., 2006),eapntam-se como outra
possibilidade pois o controle de fitopatégenoséRrpra inibicdo do crescimento
microbiano pelas peliculas, mencionada por LeisteGorris (1995), esta
incutida nos resultados e n&o claramente elucidada.

Para a elucidacao da interacdo patdgeno-hospegl€ioomodo de acdo
dos 6leos essenciais sobre a morfologia de patégenmicroscopia eletrénica
de varredura (MEV) e a microscopia eletrénica densimdssdo (MET)
apresentam-se como importantes ferramentas, poistpermi observacédo das
alteracbes estruturais e ultraestruturais, resfeuotnte, sobre membrana
plasmética, citoplasma (coagulacdo, vacuoalizagdmwasamento), nucleos e
outras organelas, e sobre conidios, estruturasfeecéo e hifas (colapsamento,
enrugamento) e a visualizacdo dos eventos de ifdpgé-penetracdo: adesao,
germinacdo, e em alguns casos, formacdo de apressfeéogtracdo e
estabelecimento das relacdes parasitarias), colidiza reproducdo, bem como
as reacgOes das plantas aos patdgenos (ALVES 20@8).

A ultraestrutura de fungos (BUCKLEY; SJAHOLM; SOMNRE 1966;
BECKETT; HEATH; MCLAUGHLIN, 1974; LITTLEFIELD e HEATH,
1979) e a interagdo patdgeno-hospedeiro (MAEDAQL1ZHAU; ALVAREZ,
1983; CHANG; LIN; LEU, 1987; CHANG:ROUTREE; LEU, R0;
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FERREIRA et al., 2009) estdo bem documentadas matlita, ao contrario da
ultraestrutura do modo de acdo de produtos soliEygraos, que apresenta
namero reduzido de trabalhos j4 publicados (ZAMBONEEt al., 2004,
RASOOLI; REZAEI; ALLAMEH, 2006; SVIRCEV et al., 200 ARROYO et
al., 2007; SOYLU et al., 2007).

Diante do exposto, o presente trabalho foi reatizamin os objetivos de
estudar o processo de infeccdo (pré-penetrac@preducdo d€olletotrichum
gloeosporioideem frutos de goiabeird§idium guajaval..); verificar o efeito
de pelicula & base de fécula de mandioca e de éksEsciais nas fases de
contato de vapor sobre os eventos de pré-penetracdeproducdo de
Colletotrichum gloeosporioidesm frutos de goiabeira por meio de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e avaliar o efeitodeos essenciais sobre a
ultraestrutura de conidios d€olletotrichum gloeosporioidepor meio de
microscopia eletrénica de transmisséo (MET).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Os experimentos, o preparo das amostras, as obsesvaco registro
das imagens em microscépio eletrdnico de varreduraV{ME microscopio
eletrbnico de transmissdo (MET) foram realizados nabokatério de
Microscopia e Andlise Ultraestrutural (LME) no Depmento de Fitopatologia
(DFP) da Universidade Federal de Lavras, MG, ndogder de outubro a
dezembro de 2009.

2.2 Efeito de compostos fixos e volateis de dleasenciais e pelicula a base
de fécula de mandioca sobre infec¢do deolletotrichum gloeosporioides em

frutos de goiabeira por meio de microscopia eletrGoa de varredura (MEV)

2.2.1 Obtencéo e preparo dos frutos de goiabeir®gdium guajava, L.)

Para avaliagdo do efeito de Oleos essenciais solfieecdo deC.
gloeosporioides frutos verdes de goiabeir@didium guajaval., cv. Pedro
Sato) foram colhidos no pomar comercial da Fazendm Faghado, situada a
877 m de altitude, 21°13'30,77" latitude Sul e £106,01" longitude Oeste, na
cidade de Lavras, MG.

Os frutos foram submetidos a lavagem em agua corrgnteinutos),
desinfestagcdo em hipoclorito de sodio a 1% (NaCHbyante 3 minutos e
lavagem em agua destilada.

2.2.2 Estudo dos eventos de pré-penetracéo e repugdo deColletotrichum

gloeosporioides em frutos de goiabeira tratados ou ndo com pelicula base
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de fécula de mandioca (2%)

O experimento realizado em duas etapas, inicialmewisgu o
conhecimento do processo pré-penetracao e reprodig;8o gloeosporioides
em frutos de goiabeira. Posteriormente, objetivoavadiar o efeito da pelicula
a base de fécula de mandioca (2%) sobre esse prodessnfeccdo, em

comparagéo aos frutos ndo tratados.

2.2.2.1 Estudo dos eventos de pré-penetracdo e regucdo de
Colletotrichum gloeosporioides em frutos de goiabeira por meio de

microscopia eletrénica de varredura

ApoOs a desinfestac@o descrita no item 2.3.1, osdrigram secos com
papel toalha, cortados ao meio para extracdo da @otp pericarpo cortado em
pedacos de 2,0 x 2,0 x 0,2 cm. Areas circulares,Ble® de diametro foram
demarcadas na epiderme para inoculacdo dd.2a suspensao de conidios de
C. gloeosporioidesa concentracéo de 7,0 x°1@nidios.mL*, proveniente de
culturas com 30 dias. As amostras foram incubadas &mara umida, a
temperatura ambiente média dé@3

Nas areas previamente demarcadas, as amostras dewiglamen
identificadas foram coletadas com um cortador de dgidec0,5 cm de diametro
as 6, 12, 24, 48 e 96 horas ap0s a inoculacdo panaeas para microscopia

eletrdnica de varredura, conforme metodologia desod item 2.3.5.

2.2.2.2 Efeito da pelicula a base de fécula de maoch (2%) sobre os

eventos de pré-penetracdo e reproducdo deolletotrichum gloeosporioides

em frutos de goiabeira, por meio de microscopia dlénica de varredura
ApoOs a desinfestac@o descrita no item 2.3.1, osdridram secos com

papel toalha e inoculados, com 20 da suspensdo deonidios deC.
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gloeosporioides na concentracdo de 1 x “1€onidios.mL!, proveniente de
cultura monospérica, em areas circulares de 0,5 cmideetro previamente
demarcadas na epiderme. As amostras foram incubada@nesmacumida (73 a
88%), a temperatura ambiente média d&126, sob fotoperiodo de 12 horas.
Nas areas previamente demarcadas, as amostras deuiglamen

identificadas foram coletadas com cortador de diseo8,5 cm de diametro as

6, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a inoculadmreparadas para
microscopia eletronica de varredura, conforme metgildescrita no item
2.3.5.

2.2.2.3 Efeito de Oleos essenciais sobre os everdespré-penetracdo de
Colletotrichum gloeosporioides em frutos de goiabeira por meio de

microscopia eletrénica de varredura

Aliguotas de 200uL dos tratamentos contendo O6leos essenciais de
Lavandula officinalis(alfazema)Ocimum selloi(atroveran) Origanum vulgare
(orégano),Cinnamomunsp. (canela)Laurus nobilis(louro), Thymus vulgaris
(tomilho), Lippia citriodora (cidrao), Cordia verbenacea(erva-baleeira),
Cymbopogon citratugcapim-limao), Eugenia caryophyllatgcravo-da-india),
Citrus sinensis(laranja-doce),Pimpinella anisum(erva-doce),Citrus limon
(limdo Siciliano), Rosmarinus officinaligalecrim), Chamaecyparis plumosa
(tuia-aurea), Matricaria recutita (camomila), Zingiber officinale (gengibre),
Cymbopogon martini{palmarosa)Eucalyptus citriodoraleucalipto), Ocimum
basilicum(manjericdo)Melaleuca alterniféligmelaleuca)Eucalyptus globulus
(eucalipto), Mentha arvensigmenta), Chamaecyparis psiferéiuia Europa)e
Baccharis dracunculifoligalecrim-do-campo), na concentracdo de 0,2% (2.000
HL.L™") e 200 uL da suspensdo de conidios (1XI@nidios.mr*), foram

depositadas nos orificios de placas de Elisa, sentida a concentracdo de
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0,1% (1000uL.L™). Para o controle, 20AL da suspensdo de conidios foram
misturados a 20QL de agua destilada e esterilizada.

ApOs desinfestagdo como descrito 2.3.1, os fruesdes de goiabeira
secos com papel toalha foraznrtados em pedacos de 3,0 x 3,0 x 0,5 cm e
inoculados com 2QuL dos tratamentos contendo os 6leos essenciais acima
citados, em areas circulares de 0,5 cm de diametwaprente demarcadas na
epiderme e incubados em camara Uumida, a temperaturandéende 252°C.
Nas areas previamente demarcadas, as amostras fdedatlas 48 horas apds a
inoculacdo e preparadas para MEV, conforme metodoldgscrita no item
2.3.5.

2.2.2.4 Efeito de compostos volateis de Oleos ess&B e pelicula a base de
fécula de mandioca sobre os eventos de pré-penetfiace reproducdo de
Colletotrichum gloeosporioides em frutos de goiabeira por meio de

microscopia eletrénica de varredura

ApOGs desinfestacdo como descrito 2.3.1 e secagemmahabs frutos
verdes de goiabeira foram inoculados com suspensiesporos (1xf0
conidios.m[*) deC. gloeosporioidesem 5 pontos equidistantes.

Para evitar escorrimento do in6culo, os frutos pesoaram sobre a
bancada até deposi¢cédo completa e, entdo, foram nuseratondicionados em
embalagens plasticas com volume médio de 2080 cm

Os tratamentos consistiram na exposicdo dos frutgs campostos
volateis dos Oleos essenciais de car@tadia verbenaceacapim-liméao, cravo-
da-india, menta, atroveran, orégano, erva-doce éhonsielecionados mediante
verificacdo de inibicdo total do crescimento mideti@ patdgeno,in vitro
(Capitulo 2).

Nas tampas das embalagens plasticas, internameran) fixados trés
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circulos de papel de filtro equidistantemente eualias de, aproximadamente,
6,67 UL dos 6leos essenciais foram pipetadas sobre detaizando 2QL por
embalagem ou 0,0096|15.cm'3, volume 97,71% inferior ao utilizado nos testes
in vitro (Capitulo 2).

Nas embalagens contendo os frutos do controle forgmetaolas
aliguotas de aproximadamente 687 de agua sobre os trés circulos de papel
de filtro, totalizando 20L por embalagem. Para a obtencdo de camara umida,
um recipiente contendo algoddo umedecido com 100 mé&gde foi colocado
em cada embalagem.

As embalagens contendo trés frutos foram reabertdso@s apos o
tratamento, aproximadamente, para a coleta das amqgagaeram preparadas
para microscopia eletrbnica de varredura, conformeodnéigia descrita no
item 2.3.5.

2.2.2.5 Preparo das amostras para microscopia elémica de varredura
(MEV)

Para a realizacdo da microscopia eletrbnica de dimmagMEV), as
amostras foram fixadas em Karnovsky modificado, conopost glutaraldeido a
2,5%, formaldeido a 2,5% em tampao cacodilato de sd@®5 M, pH 7,2, e
cloreto de calcio (Cag)la 0,001 M e mantidas em geladeira, por um periodo
minimo de 24 horas (fixag&o priméria ou pré-fixagao).

Em capela, as amostras pré-fixadas foram lavadas &s,v@or 10
minutos, em tampdao cacodilato de sodio a 0,05 M, paseixacdo em tetroxido
de 6smio (Os@) a 2%. Apds o periodo de 2 horas, as amostras flaneaas
em 4gua destilada (3 vezes) e submetidas a des#@bagat série crescente de
acetona, nas concentracfes de 25%, 50%, 75%, 9Q@0%. As amostras

permaneceram por dez minutos em cada concentrac&eto exa acetona a
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100%, cuja desidratacao foi realizada em trés tem@a®z minutos.

O processo de secagem (substituicdo da acetona@ppd&s amostras
desidratadas foi realizado em aparelho de ponicaBAL-TEC CPD 030.

Os espécimes obtidos foram fixados com fita dupla-fecearbono em
suportes metalicos (stubs de aluminio) revestidom qumapel aluminio,
submetidos ao processo de metalizagfuitfering com ouro (banho de ouro),
em aparelho BAL-TEC SCD 050 e armazenados em dessamattendo silica-

gel e observados, posteriormente, em microscopidvectO.

2.2.2.6 Efeito de 6leos essenciais sobre ultraestma de Colletotrichum

gloeosporioides por meio de microscopia eletrénica de transmissgMET)

Para a avaliagdo do modo de acdo de Oleos essersnbi®
ultraestrutura d€. gloeosporioidesconidios foram submetidos aos tratamentos
contendo os 6leos essenciais de camalgim-limao,cravo-da-indiapalmarosa
e tomilho selecionados, em funcdo do potencial degéaibiotal (100%) sobre a
germinacgéo desses patégenuss concentracdes de 0,1% e 0,5%, verificado em
experimento anterior.

Em tubos de ensaio, 0,5 mL das suspensfes de comididango
(1x10" conidios.m[*) preparadas em Agua destilada e esterilizada corerTwe
20 a 1,0% foram misturadas a 0,5 mL das solucdes% deDdleos essenciais
para a obtencdo de concentracdo final a 0,5%. ®arantrole, 0,5 mL das
suspensfes de esporos foram misturados a 0,5 mL ue destilada e
esterilizada.

Os tratamentos permaneceram sob agitacdo em Shakéal,Onla
rotacdo de 100 rpm e temperatura média de 25°C. Aptieras, os tratamentos
foram transferidos para Eppendorfs e centrifugapos3 minutos, a 6.000 rpm.
O sobrenadante foi descartado e as massas de efipadzs em Karnovsky

modificado composto por glutaraldeido a 2,5%, formdla 2,5% em tampéao
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cacodilato de sédio a 0,05 M, pH 7,2 e cloreto @eia (CaC}) a 0,001 M e
mantidas em geladeira por 24 horas (fixacdo priméariaré-fixacao).

Para a formacéao geelletsde conidios, apds centrifugacéo por 3 minutos
a 6.000 rpm e descarte do sobrenadante compostdixsor, o gel de agarose
a 1,0% aquecido a 45°C, aproximadamente, foi mistudadassa de conidios
com palito de dente, solidificando instantaneament®reado em blocos. As
amostras foram, entao, preparadas para a microsglepi@nica de transmissao.

Em capela, os blocos de agarose pré-fixados foreaddes 3 vezes, por
10 minutos, em tampé&o cacodilato de sédio a 0,05 vy pés-fixagdo em
tetroxido de ésmio (Ospa 2%. ApoOs o periodo de 2 horas, os bldooam
lavados em agua destilada (3 vezes) e submetidost@ast@cdo em bloco ou
fixacdo complementar para a preservagao das memluamaacetato de uranila
a 0,5%, por uma noite, em geladeira.

Para a retirada da agua dos blocos, a desidrafagdeita em série
crescente de acetona, nas concentracfes de 25%, 7% 90% e 100%,
durante 10 minutos em cada, exceto em 100%, com 3 $etiepb0 minutos.

Posteriormente, os blocos foram submetidos ao proassocluséo,
embebicdo ou infiltracdo, sendo a acetona subditpddt resina em gradiente
crescente, permanecendo 8 horas em resina Spurr @Q26¢tona (70%), 8
horas em resina Spurr (70%) e acetona (30%) e Zwbzd?2 horas em resina
Spurr (100%) em temperatura ambiente.

Em moldes (formas) de silicone previamente preparadostendo
metade do volume com resina Spurr (100%) endurecidanastras cortadas ao
meio foram acondicionadas e recobertas com resina r SELE0%),
permanecendo em estufa a 70°C, por 48 horas, patareepzacao ou cura.

Para reduzir a superficie de corte, eliminar o esceke resina e obter
uma mesa de corte trapezoidal com base de aproximadag)@nnm, foi feito

o desbaste dos blocos com laminas de barbear.
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Inicialmente, cortes semifinos (0,Bn) foram feitos em ultramicré6tomo
Reichert-Jung (Ultracut E), com navalha de vidroapar localizacdo das
estruturas fungicas de interesse em microscopio zle lorientagdo dos cortes
ultrafinos. Os cortes semifinos coletados com anebw® e colocados em
laminas de vidro foram secos em chapa a, aproximadan&®@, recobertos
com azul de toluidina (1g de azul de toluidina, &godrato de sddio e 100 mL
de &gua, filtrado em filtro Millipore O,2n), aquecidos em chapa até a formacgéo
de borda dourada, lavados em &gua destilada, senos€hepa quente e
visualizados em microscopio de luz.

Em seguida, os cortes ultrafinos (>100 nm) foram $eitam navalha de
diamante, coletados em grades de cobre previameteerégs com pelicula de
formvar, pos-contrastados com acetato de uranila €é#jato de chumbo (3%)
por 3 minutos em cada e lavados em agua destilada.

A observacdo das amostras e o registro de imagears f@alizados em

microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM 180 Kv.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eventos de pré-penetragdo e reproducdo deColletotrichum
gloeosporioides em frutos de goiabeira observados por meio de micsoopia
eletrbnica de varredura (MEV)

Pela andlise das imagens de microscopia eletronigardedura (MEV),
observou-se que a germinagéo de conidio€.dgloeosporiodesom formacao
de tubos germinativos na epiderme dos frutos de gin@abcorreu nas primeiras
seis horas apés a inoculacdo (Figura 1A). A formalgiapressorios iniciou-se
12 horas apoés a inoculagdo (Figura 1B) e desemwehtio completo apds o
periodo de 24 horas (Figura 1C). Nao foi observadwescimento de tubos
germinativos em dire¢do aos estbmatos (Figura Dni€oi da formacao dos
acérvulos nos estbmatos ou no rompimento da cutioulabtervado 48 horas
apo6s a inoculacao (Figuras E e F). A reproducaexassia foi caracterizada
pela presenca de conidios formados sobre conidgferono interior dos
acérvulos envoltos por matriz mucilaginosa, 96 hagass a inoculagéo (Figura
G). Essa matriz mucilaginosa constitui-se de polas$deos e proteinas soluveis
em agua que, provavelmente, os protege da desserag#oenta a eficiéncia de
germinacéo e penetracdo no tecido hospedeiro (PERIEE@I., 1999). Em 96
horas, o patdégeno colonizou a epiderme do frutodymiodo estruturas de
reproducéo (Figura H).

No género Colletotrichum o inicio de germinacdo apresenta-se
altamente variavel, podendo ocorrer entre 3 e 48sh(OPEZ, 2001). Ceras e
etileno, produzidos pela planta hospedeira, deseiem@ a germinacdo de
conidios em espécies deolletotrichum (OSHEROV; MAY, 2001), como
também a dureza da superficie (RUAN; KOTRAIAH; STRAN 1995; KIM;
LI; KOLATTUKUDY, 1998) possivelmente determina talnsgdo. Em folhas
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de café Coffea arabicd..), Ferreira et al. (2009) observaram que os doside
C. gloeosporioideslos isolados de folhas de cafeeiro e mangueira garamm
entre seis e oito horas, apés a inoculagdo. CHangg Leu (1987) e Chang,
Routree e Leu (2000) verificaram que a germinaca€aléetotrichum musae
ocorreu entre 6 e 12 horas e 8 horas ap6s a imd@ulem banana madura e
verde, respectivamente.

Embora as cavidades dos estdmatos constituam poratdela para
inmeros patégenos, observou-se Queayloeosporiodesitilizou os apressorios
como estratégia de infec¢do na penetracao do haspede

Os apressorios foram apresentados como estruturasfetgdo por
Binyamini e Schiffmann-Nadel (1972) em abacate, poowsBr (1975) em
laranja, por Daquioag e Quimio (1978) em manga e pooi&ls (1941) e Chau
e Alvarez (1983) em mamao. Brown (1975) relatou gremmante foi observado
0 crescimento de tubos germinativos @e gloeosporioidedirecionado aos
estdmatos, em citros.

Na elucidacdo da interacdo planta-patbgeno, evioiese a
importancia dos apressorios como uma estrutura depgmetracdo para o

estabelecimento da infeccdo@egloeosporioidesem frutos de goiabeira.
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Figura 1 Eletromicrografia de varredura do procedsopré-penetracdo de
Colletotrichum gloeosporioideem frutos de goiabeirasPgidium
guajaval.). A. Germinacédo - formacdo de tubos germinativ®@s)(
seis horas apos inoculagéo. B. Inicio da formacaapdessorio (Ap),
12 horas ap6és inoculagdo. C. Apressoérios formad@s, (24 horas
apos inoculagdo. D. Pré-penetracdo via apress@ibdoras apos
inoculacéo. E. Inicio da formagéo de acérvulos reiéneatos, 48
horas apoés a inoculagdo. F. Rompimento da cutic8lapdas apoés a
inoculagdo. G. Acérvulos formados, com conidiofo®) € conidio
(Co), 96 horas apés inoculacdo. H. Epiderme do ftotonizada, 96
horas apos a inoculagéo.
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3.2 Efeito da pelicula a base de fécula de mandio¢2%) sobre os eventos
pré-penetracao e reproducao d€olletotrichum gloeosporioides em frutos de

goiabeira, por meio de microscopia eletrdnica de veedura (MEV)

Por meio da microscopia eletrénica de varredurgydesivel observar a
interferéncia da pelicula a base de fécula de maadi2%) sobre os eventos de
germinacgédo e pré-penetracao no processo de infeleg@ogloeosporioidegm
frutos de goiabeira.

No controle e em presenca da pelicula, seis hoks ajnoculacdo, os
conidios ndo haviam iniciado o processo de germind@oalguns conidios do
controle, foi observado material extracelular agegFigura 2A).Em presenca
da pelicula, observou-se conidio germinado colapsactmidio ndo germinado
com aspecto deformado (Figura 2B).

Conidios com tubos germinativos ramificados, comprigdoscom
reduzida emissao de apressorios, foram observadosntimle, 24 horas apés a
inoculagdo (Figura 2C). Entretanto, sobre a pdicubservou-se intensa
formac@o de apressorios em conidios com tubos gemusaturtos (Figura
2D).

ParaC. gloeosporioideg outras espécies do género, o contato com uma
superficie dura se faz necessario, para desencademtos moleculares e
sinalizagcdo quimica que induzem a germinacdo (RUAN;TRAIAH;
STRANEY, 1995; KIM; LI; KOLATTUKUDY, 1998) e diferaciacdo de
apressorios (KIM; LI; KOLATTUKUDY, 1998; LIU; KOLATUKUDY,
1998). Com base no exposto, suple-se que a resstén perfuracdo
apresentada pela pelicula comportou-se como uma migetfira, estimulando
a formacao de apressorios.

Crescimento micelial abundante sobre a superficidrdtzs do controle
foi observado 48 horas ap6s a inoculacéo, enquaolboe a superficie coberta,

foram observadas algumas hifas rompendo a pelicaeaypelmente originadas
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a partir das cavidades dos estématos.

O rompimento da cuticula, a liberagcdo e a germinagi@aidios,
inclusive com formacao de apressorios, foram obsesvdflee 72 horas apds a
inoculacéo, no controle e em presenca da pelicedpectivamente (Figuras 2E
e 2F). Além de o rompimento da cuticula ter ocorr@do horas depois do
controle, nos frutos cobertos com a pelicula, olmeese o colapsamento dos
conidios liberados.

Foi possivel observar o crescimento micelial do paiégsob a pelicula
e 0 rompimento da pelicula pelos tubos germinatimosieterminados pontos, a
partir de 72 e 96 horas apoés a inoculagéo (Figarad).

O rompimento da pelicula observado em varios pontdss pebos
germinativos do patdgeno, 72 horas apds a inoculéi€gora 2G), pode ser
atribuido a algum problema durante o processo deimgeégao, caracterizado
pela presenca dos granulos de fécula de mandiocaup&ficie continua sem
presenca de granulos, observou-se maior resist@nperfuracdo pelos tubos
germinativos, atrasando o desenvolvimento do patgg8fiohoras apds a
inoculacéo (Figura 2H).

Diante dessas observacgfes, concluiu-se que, embpslicala tenha
estimulado a formacado dos apressarios, contribuiag® @ sucesso do processo
de infeccdo deC. gloeosporioidesela limitou a colonizacdo dos tecidos dos
frutos de goiabeira e a reproducdo do patégen@saptando-se como uma
barreira eficiente que impede o desenvolvimentoatogeno e a formacédo das
lesBes tipicas de antracnose. E, portanto, umanfemta Gtil a ser utilizada no

controle alternativo de doengas em poés-colheitapanimservado no Capitulo 3.
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Figura 2 Eletromicrografia de varredura de infecgde Colletotrichum
gloeosporioidesem frutos de goiabeirasPgidium guajaval.)
revestidos ou ndo com pelicula a base de fécula ddiata a 2,0%.
A. Conidios ndo germinados no controle, 6 horas aqmisilacdo. B.
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Conidio germinado colapsado e conidio ndo germinadoaspecto
deformado sobre a pelicula, seis horas apds indlag. Tubos
germinativos ramificados, compridos e emissdo de apiess
reduzida no controle, 24 horas apo6s a inoculacdo.ElBvada
formacao de apressorios em conidios com tubos geruueaturtos
sobre a pelicula, 24 horas ap06s inoculagdo. E. Roempo da
cuticula, liberacdo e germinacdo, formacdo de apiessdo
controle, 48 horas apoés a inoculacdo. F. Rompimeatouticula e
pelicula, liberacdo e germinacéo, formacédo de apiess@2 horas
ap6s a inoculacdo. G. Rompimento da pelicula peldsost
germinativos, 72 horas apos a inoculacdo. H. Resist&a pelicula
a perfuracdo pelos tubos germinativos, atrasandessendolvimento
do patégeno, 96 horas apds a inoculagéo.

3.3 Oleos essenciais sobre 0s eventos pré-penetragho Colletotrichum
gloeosporioides em frutos de goiabeira, por meio de microscopia élénica
de varredura (MEV)

Considerando-se a possibilidade de ocorrer fitoEminos frutos de
goiabeira e supostamente reduzir os custos de ggticdo tratamento em pds-
colheita, decidiu-se pela utilizagdo de alguns ®leama concentragéo inferior a
potencialmente fungitéxica observadavitro, como apresentado no Capitulo 2.

Dessa forma, os Oleos essenciais de manjericao,deo&- menta,
camomila, erva-baleeira, louro e orégano, que imbi@almente a germinacao
de conidios deC. gloeosporioidesa 0,5% (5000pL.L™), in vitro, foram
utilizados a 0,1% (500QL.L™). Tal reducéo foi desnecessaria para os 6leos
essenciais de palmarosa, cravo-da-ingimilho e capim-limao e canela, pois
demonstraram potencial fungitéxico a 0,1% (1p0Q_"2).

Também foram testados os 6leos essenciais de tuia;duia-europa,
alecrim, eucalipto, lim&o-siciliano, laranja-doaggdrdo e melaleuca, que néo
apresentaram atividade antifingica, comparando-sestamunha e os 6leos
essenciais de atroveran, alecrim-do-campo, geng#uealipto Eucalyptus

globulug e alfazema, que promoveram a inibicao parcialatégeno.
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Nos pedacos de frutos de goiabeira do controlecuiados com
suspenséo de conidios @egloeosporioide§lx1d conidios.mL'), observaram-
se, além do crescimento micelial abundante, conidimmigados com tubos
germinativos longos, conidios com tubos germinatiaogificados e apressorios
formados nas extremidades e ruptura da epiderme tim #8 horas apés a
inoculagéo (Figura 3).

Nenhum 6leo essencial utilizado nesse experimentcesaptou
capacidade de inibir totalmente a germinacdo dos dimmni de C.
gloeosporioides Entretanto, nos tratamentos com Oleos essendiaisadela,
eucalipto Eucalyptus globulys cravo-da-india, alfazema mmanjericao, foi
observado o maior nimero de conidios ndo germinadadle® essencial de
menta praticamente inibiu a germinagdo dos conidios, @8 horas apés a
inoculacéo, os tubos germinativos apresentavam tamafdgrior ao diametro
dos conidios.

Com excecdo do controle, apressorios raramente fobsen@mdos nos
demais tratamentos. Essa informacao é de grande neleyé&onsiderando-se a
funcdo dos apressorios no processo de infecca€.dgloeosporioidesque
penetra nos frutos ainda verdes de varias espéeigstais, permanecendo
latente ou inativo até o amadurecimento, quanddgddeévcolonizacdo, observa-
se grande quantidade de lesdes (AMORIM, 1995).m\sgode-se inferir que a
aplicacdo dos oleos essenciais nos tratamentos egolpeita constitui uma
estratégia para o controle do patégeno em pdés-talhei

Crescimento micelial abundante foi observado nortratdo com o 6leo
essencial de laranja-doce. O colapsamento da edadmide tubos germinativos
foi observado nos tratamentos com os 6leos essen@atapim-limao e tuia-
europa.
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10 pm NG, 10 pm

Figura 3 Eletromicrografia de varredura de infec Collfatrichum
gloeosporioidesem frutos de goiabeirasPgidium guajaval.)
(controle).

Nos pedagos de frutos de goiabeiras inoculados comonidios em
suspensdo a 0,1% (1.0pQ™) dos 6leos essenciais de tuia-aurea, tuia-europa,
limo-siciliano, erva-baleeira, capim-limdo, palmarosacalipto (Eucalyptus
globulug, cravo-da-india, louro, cidréo, atroveran e onégaobservou-se a
emissao de hifas do patdgeno apenas a partir dakadas dos estbmatos.

Considerando-se a emissédo das hifas apenas adawtoavidades dos
estbmatos, pode-se inferir que esses Oleos induziesisténcia nos frutos,
impedindo o patégeno de romper a epiderme, ndo sesrificada ruptura na
mesma. A resisténcia induzida € um fendmeno biol6giagptexo que envolve
a ativacdo de varios processos, incluindo hipeitséidade, barreiras
estruturais, aumento de sintese de fitoalexinas @nw@o de proteinas
relacionadas a patogenese (PR-proteinas) (HAMMER®OH, 1999). Frutas

e vegetais tratados com indutores intensificam umgéoede defesa antes da
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invasdo dos microrganismos, desencadeando uma redeodtdesa a infecgéo.
A aplicacdo deliberada de indutores no inicio dse fads-colheita retarda o
processo de infeccdo, prolongando a vida dos frutosarmazenamento
(FORBES-SMITH, 1999).

A exploracao da atividade bioldgica de compostoarsgarios presentes
no Oleo essencial ou extrato bruto em plantas medcin lado da indugéo de
resisténcia, pode constituir mais uma forma potemigatontrole alternativo de
doencas de plantas cultivadas (SCHWAN-ESTRADA e28I00).

Esses resultados demonstram o acerto na decisdoutledacdo de
todos os Gleos, mesmo com o potencial fungitéxicoipneente determinado
vitro, tomada pela duvida sobre os efeitos dos 6leose sobpatégeno e o
hospedeiro.

Para se determinar a eficiéncia de um tratamentosefazecessario
analisar a interacao entre as caracteristicas gm0, da planta e do produto
utilizado.

A maior ou a menor inibicAo de germinagcdo observadgresente
trabalho podem ser atribuidas, por exemplo, as eafsiitas dos oOleos
essenciais, como volatilidade, solubilidade limitaden agua (SIMOES;
SPITZER, 1999) e complexa composi¢do (BAKKALI, 2Q0Bpssivelmente, a
maior concentracdo de alguns desses 6leos promavadamaior inibicdo ou,
até mesmo, inibicao total.

Nas interacBes planta-patégeno, bem como em situaigbestresses
abidticos, o etileno comporta-se como um sinalizaBwEECKER; KENDE,
2000). Geralmente, a taxa de producéo de etilenorgancem a maturagédo da
fruta, danos fisicos, inicidéncia de doencas, aumedattemperatura (acima de
30°C) e estresse hidrico (KADER, 2002).

Os cortes para a obtencéo dos pedacgos de frulasddis caracterizam

um dano fisico que certamente estimulou o aumento i@t tornando o
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ambiente favoravel ao desenvolvimento do patdégentveZase os frutos
tivessem permanecido inteiros, maior eficiéncia &ida observada.

Apesar de a infeccdo d& gloeosporioideser ocorrido na presenca de
todos os tratamentos em diferentes intensidades,ospatada a infeccéo
estabelecida no controle, ainda assim, o0s Oleoenesss podem ser
considerados como produtos alternativos potenci@sa o0 controle de
antracnose. Entretanto, formas e épocas de aplicegécentracfes e dosagens

devem ser estudadas.

3.4 Efeito de compostos volateis de 6leos esserxiai pelicula a base de
fécula de mandioca sobre os eventos de pré-peneiace reproducdo de
Colletotrichum gloeosporioides em frutos de goiabeira, por meio de

microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Na natureza, a difus@o de tracos de compostos ioffade induzir ou
inibir a germinagdo e o0 crescimento, ou desencaddteracoes no
desenvolvimento em plantas e fungos (FRENCH, 1992).

A acdo fungitoxica dos compostos volateis dos Olessenciais de
canela, erva-baleeira, cravo-da-india, atroveraégamo, erva-doce ®milho
foi comprovada pela inibicho total do crescimento ft@tede C.
gloeosporioidesin vitro.

In vivo, 0 tempo de coleta das amostras, determinado emr@ &pos a
inoculagéo, tornou dificil a verificagdo e ou aedetinacdo dos efeitos dos
compostos volateis dos 6leos essenciais testados aeleventos de infeccdo do
patégeno em funcado da ruptura da epiderme dos feutokberacédo de conidios
ter ocorrido.

O resultado mais relevante foi observado na exposick

Colletotrichum gloeosporioidego 6leo essencial déhymus vulgarigtomilho),
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que promoveu o colapsamento das hifas (Figura 4).

Figura 4 Eletromicrografia de varredura @®lletotrichum gloeosporioides
exposto a 2QuL do 6leo essencial déhymus vulgarigtomilho),
demonstrando o colapsamento de hifas (A e B) e damixtade do
tubo germinativo (C), e a inibicdo de germinacao (D).

A degeneracdo de hifas e o extravasamento celul&@otetotrichum
lindemuthianume Pythium ultimumpelo 6leo de tomilho a 800 ppm, que
promoveu a reducdo do crescimento miceliialyitro, foram observados por
Zambonelli et al. (1996), por meio da microscopiarététa de varredura.
Soylu, Soylu e Kurt (2006), por meio de microscop@rénica de varredura e
microscopia de luz, verificaram alteracbes morfoldgicdas hifas de
Phytophthora infestangxpostas as fases volateis e de contato do d6leo de

orégano Qriganum syriacumvar. bevani), como coagulagédo citoplasmatica,
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vacuoalizacdo, enrugamento das hifas e extravasamerimtoplasto. Sharma
e Tripathi (2006), por meio de microscopia eletrarde varredura, observaram,
além da distorcdo, do afinamento da parede e dadedlg; didmetro das hifas,
a auséncia de conidi6foros espergillus nigerpromovida pelo 6leo essencial
Citrus sinensis
Entretanto, crescimento micelial normal também foi olzsiy em

presenca do 6leo essencial de tomilho, provavelmdetédo as distancias entre
os pontos de inoculagdo do patdgeno e aplicacdedo Esse fato evidencia a
necessidade de um sistema com fluxo de ar, permitirmi@ulacédo dos volateis

dentro das embalagens.

3.5 Efeito de Oleos essenciais sobre ultraestruturale conidios de
Colletotrichum gloeosporioides, por meio de microscopia eletrbnica de
transmisséo (MET)

Pela andlise das imagens obtidas em microscopia retetréde
transmissao (MET), verificou-se que os 6leos esamte palmarosasravo-da-
india, tomilho, canela e capim-limdo a 0,5% causaranos severos e
irreversiveis nos conidios @ gloeosporioidesmpossibilitando a germinacéo.

Nos conidios ndo tratados do controle, observoa-setegridade da
parede celular, da membrana plasmética e das orgamela organizacdo do
citoplasma (Figura 5A). Alterac6es na parede cekilaa membrana plasmatica
e vacuolizacdo do citoplasma foram observadas nagdios do patégeno
tratados com os 6leos essenciais de palmacesay-da-india, tomilho, canela e
capim-limao (Figuras 5B, C; D E e F). O escurecimaftservado nos conidios
tratados com o 6leo essencial a@tavo-da-india indica o acumulo de material
eletrodenso, ou seja, a presenca de 6smio, querpiap®, em contato com 0s

elétrons, a formacdo de imagem escura, evidenciandooqgdleo tornou a
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membrana permeavel e penetrou, impedindo a germinaigiogC). Os Oleos
essenciais deanela e capim-limdo promoveram o extravasamento de(mm
citoplasmético de alguns conidios (Figuras 5E e 5F).

As variacbes nas mudancas ultraestrurais, causadaonidios por um
6leo, como as observadas para os 6leos de canelgim-kméao, causando ou
ndo extravasamento, para Knobloch et al. (1988)emoadcorrer, em fungéo de
solubilidade e de interacdo com a membrana citoplasandésses compostos,
determinando a sua atividade fangica. Como suhstinipofilicas, os Gleos
essenciais podem promover a ruptura da parede rcetulda membrana
plasmatica, afetar a estrutura das diferentes cardalgolissacarideos, acidos
graxos e fosfolipidios, tornando-as permeéveis (BAKK 2008), permitindo,
assim, o extravasamento do conteudo celular (PIRER, 2001). Os trabalhos
citados a seguir demonstram as mudancas estrututaiares observadas em
outros patossistemas e ou 6leos na tentativa d@roan os resultados obtidos
no presente estudo, considerando-se que o niumgmesdaisas demonstrando o
modo de acao dos 6leos essenciais sobre fitopat®gemaluzido, dificultando a
comprovacao dos resultados obtidos.

Zambonelli et al. (2004) verificaram que Oleo essdnde Thymus
vulgaris (tomilho) tendo como principal componente o timol caus aumento
da vacuolizacdo do citoplasma e o acumulo de coipiaicbos, ondula¢cdes no
plasmalema e alteracbes da mitocdndria e reticulooptsmsmatico de
Colletotrichum lindemuthianura Pythium ultimumRasooli, Rezaei e Allameh
(2006) observaram danos irreversiveis as paredasginbranas e as organelas
celulares, pela exposi¢do dos esporos do patogendleosThymus eriocalyx
Thymus x-porlocknas concentracdes inibitérias minimas de 125 e 25 pp
respectivamente.

No tratamento pds-colheita de ameixa com vapores tiisando ao

controle da podriddo-parda, causada ptmilinia fructicola, Svircev et al.
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(2007) observaram a cristalizacdo do timol na digierexterna da parede
celular fungica e a ruptura e a desorganizacamugmelas citoplasméaticas de
tubos germinativos, apressorios e hifas. Nenhumoetis vapores timol foi

observado sobre o citoplasma dos esporos com paesgessas e estruturas

intra e intercelulares das hifas no interior dadecle ameixa.
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Figura 5 Eletromicrografia de transmissdo de conidiesColletotrichum
gloeosporioidesdo tratados (controle) (A); e tratados com ossleo
essenciais d€ymbopogon martini{B); Eugenia caryophyllat{C);
Thymus vulgarigD); Cinnamomunsp. (E) eCymbopogon citratus
(F) a 0,5%. CW - parede celular; PM - membrana plasea¥ -
vacuoliza¢do; EM material eletrodenso; LB - corgadico e EXT -
conteudo celular extravasado.
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Arroyo et al. (2007) verificaram que o composto \ibtéins-hex-2-enal
causou alteracdes nas estruturas da parede celomambrana plasmética, com
consequente desorganizacao e destruicdo de organelgentualmente, a morte
celular deColletotrichum acutatumum dos agentes causadores de antrachose
em morangos. Observac6es em microscopia eletrdnicamartissdo e de luz
revelaram alteracdes morfoldgicas consideraveis Ifas ke esclerédios de
Sclerotinia sclerotiorumcausadas pelos 6leos essenciais de oré@aigatium
syriacum var. bevani) e funcho Foeniculum vulgarg que demonstraram
eficiéncia inibindo significativamente o crescimed®S. sclerotiorunmo solo
tratado, aumentando, assim, o nimero de mudas deeaubreviventes para
69,8% e 53,3%, respectivamente (SOYLU et al., 2007).

A aplicacdo das microscopias eletronicas de varaeduransmisséo na
elucidacdo da interacdo patdgeno-hospedeiro e didonde acdo de Oleos
essenciais quimicamente complexos sobre os patéogemosiieel celular
constitui uma ferramenta Gtil que podera subsidiaifiar sobremaneira na

determinacgdo de estratégias de controle de doentagantas.
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4 CONCLUSOES

A pelicula & base de fécula de mandioca estimuloormaicdo de
apressorios, contribuindo para o sucesso do prcedss infeccdo deC.
gloeosporioides Entretanto, limitou a colonizagéo dos tecidos ftasos de
goiabeira e a reproducéo do patégeno.

A emisséo de hifas dg. gloeosporioidesipenas a partir das cavidades
dos estbmatos em frutos de goiabeirBsidqium guajaval.) indicou uma
possivel inducdo de resisténcia promovida pelososélessenciais de
Chamaecyparis plumosaChamaecyparis psifera Citrus limon Cordia
verbenaceaCymbopogon citratysCymbopogon martinjiiEucalyptus globulys
Eugenia caryophyllataLaurus nobilis Lippia citriodora, Ocimum selloie
Origanum vulgare

O dleo essencial de tomilho promoveu alteracdo esalubas hifas de
C. gloeosporioidespodendo vir a ser utilizado como um biofumiganteurzét
no controle de antracnose em pdés-colheita.

Os 6leos essenciais de palmarosavo-da-india, tomilho, canela e
capim-limdo atuam diretamente sobre a estruturaaretlds conidios d€.
gloeosporioides promovendo a desorganizacdo e a degradagéo reelula

inviabilizando a germinagéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante das exigéncias impostas pelo mercado e codstgsirelativas a
producao de alimentos de qualidade e saudaveisyzidu$ em conformidade
com o0s requisitos de sustentabilidade ambiental, raega alimentar e
viabilidade econémica, o controle alternativo de mdas que se tornou
imprescindivel.

No controle alternativo deColletotrichum gloeosporioidese da
antracnose em frutos de goiabeira, no presentelligh@s 6leos essenciais e a
pelicula a base de fécula de mandioca demonstraranabalt constituindo uma
estratégia inovadora e (til para protecdo em pdweital

Na interacdo patdgeno-hospedeiro, por meio de miogpiseletrbnica
de varredura, foi possivel observar que os apliessapresentaram-se como
estruturas essenciais para a pré-penetracao dos frusucesso do processo de
infeccdo caracterizada como latente. Os Oleos dasentestados nao
apresentaram efeito sobre essas infecgfes latesnégtanto, por meio de
microscopia eletrbnica de transmissao, verificoutse ag 6leos de palmarosa,
cravo-da-india, tomilho, canela e capim-limdo causam@anos severos e
irreversiveis nos conidios do patégeno, impossbitib a germinacéa vitro.

Com esses resultados, pode-se inferir que a aplicags Oleos
essenciais em pré-colheita poderd constituir umatégia eficiente para o
controle do patdgeno em poés-colheita. Assim, pessuisavem ser
desenvolvidas, envolvendo o monitoramento de infedgémte, a fim de se
conhecer a época de infeccdo no ciclo da cultura padeterminacdo das
aplicagdes dos tratamentos.

A inibicdo do crescimento micelial d&olletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum musaeexpostos aos compostos volateis dos 6leos essenciai
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verificada, in vitro, bem como a mudanca estrutural das hifas Qle
gloeosporioidesna presenca do 6leo de tomilkin, vivo, indicam a possivel
utilizacdo desses como biofumigantes naturais a sexsiadlos em embalagens
e camaras, alterando a composicao da atmosfera Ipcah®vendo a inibicdo
dos patégenos em pds-colheita.

Pesquisas referentes a concentracdes devem servaleslas para
determinarin vivo o potencial dos 06leos essenciais sobre a germinacdo
formacé@o de apressorios @mlletotrichum gloeosporioidese Colletotrichum
musaeobservadan vitro.

O efeito dos Oleos essenciais e seus compostos sobtivacdo ou
indugéo de respostas de defesa nos frutos também diemeis pesquisas. A
determinagdo da composic¢édo dos 6leos e da atividabigica, além de conferir
maior confiabilidade aos resultados, podera coritripara a sintese de novos
produtos, pela indastria quimica.

A eficiéncia da pelicula a base de fécula de maadiaxr controle do
patégeno com o0 aumento da vida de prateleira veddices frutos de goiabeira
incita o desenvolvimento de pesquisas para a cas@Ivem pos-colheita de
outros produtos.

Os resultados obtidos no presente trabalho evidene demanda de
pesquisas para que o controle alternativo de dseeigapds-colheita se torne
uma realidade em toda a cadeia produtiva, com a messdiilidade que

durante anos foi conferida apenas ao controle goimi



