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RESUMO

As doencas causadas por patdgenos sdo as principais causas de perdas e da baixa
produtividade da cultura do feijoeiro no Brasil. A antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum, é uma das doencas mais importantes para a cultura pois pode
comprometer todo o seu ciclo de desenvolvimento e ainda, danificar a qualidade final do gréo
e reduzir significativamente o seu valor de mercado. O objetivo deste trabalho foi avaliar in
vitro a eficiéncia antifungica de diferentes concentracdes do Oleo essencial extraido das
plantas capim limdo, citronela e manjericdo sobre o fungo Colletotrichum lindemuthianum.
Foram utilizadas no experimento cinco concentracfes: 0,0 uL; 0,25 pL; 0,50 pL; 0,75 puL e
1,0 pL/mL e trés diferentes 6leos essenciais: capim lim&o, citronela e manjericdo. O
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com quinze tratamentos
e quatro repeticdes, sendo cada tratamento composto por um 6leo essencial de planta e uma
concentracdo, o que totalizou em 60 unidades amostrais. Os 0leos essenciais em suas
respectivas concentracbes foram distribuidos sobre a superficie do meio de cultura BDA
contido em placas de Petri com o auxilio de um micropipetador e uma alca de Drigalsky.
Cada placa de Petri contendo meio de cultura BDA e uma concentracdo de 6leo essencial de
planta recebeu posteriormente, ao centro, um disco de 9 mm de diametro que foi retirado de
uma de uma col6nia do fungo Colletotrichum lindemuthianum com o auxilio de um furador
tipo rolha e de uma alga de platina. As placas de Petri foram entdo vedadas, identificadas e
incubadas em camara de crescimento tipo BOD a uma temperatura de 25°C e fotoperiodo de
12 horas durante todo o periodo de avaliacBes. As avaliacGes foram feitas diariamente
medindo-se o diametro micelial das colnias (duas médias diametralmente opostas) até os 17
dias, quando o crescimento micelial das col6nias das testemunhas cobriram toda a superficie
do meio de cultura. Com os resultados obtidos determinou-se o didmetro final (DF) das
col6nias, a taxa de crescimento (TX) das coldnias e a percentagem de inibi¢do do crescimento
(PIC) micelial das col6nias do fungo Colletotrichum lindemuthianum. Os 6leos essenciais de
capim limdo e citronela inibem completamente o desenvolvimento das coldnias de
Colletotrichum lindemuthianum a partir da concentragdo de 0,25 uL/mL. O 6leo essencial de
manjericdo inibe o desenvolvimento das col6nias de Colletotrichum lindemuthianum de forma
gradual, sendo que apenas na concentracdo de 1,0 uL/mL a inibicdo é de 100%.

Palavras-chave: Antracnose. Cymbopogon citratus. Cymbopogon nardus. Ocimum
basilicum.
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ABSTRACT

Diseases caused by pathogens are the main causes of losses and low productivity of bean
crops in Brazil. Anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum lindemuthianum, is one of
the most important diseases for the crop because it can jeopardize its entire development cycle
and also damage the final quality of the grain and significantly reduce its market value. The
objective of this work was to evaluate in vitro the antifungal efficiency of different
concentrations of essential oil extracted from lemon, citronella and basil grass plants on the
fungus Colletotrichum lindemuthianum. Five concentrations were used in the experiment: 0.0
pl; 0.25 pL; 0.50 uL; 0.75 pL and 1.0 pLL / mL and three different essential oils: lemon grass,
citronella and basil. The experiment was set up in a completely randomized design with
fifteen treatments and four replications, each treatment consisting of a plant essential oil and a
concentration, which totaled 60 sample units. The essential oils in their respective
concentrations were distributed on the surface of the PDA culture medium contained in Petri
dishes with the aid of a micropipettor and a Drigalsky loop. Each petri dish containing PDA
culture medium and a concentration of plant essential oil was subsequently fed to the center
with a 9 mm diameter disc which was removed from one of a colony of the fungus
Colletotrichum lindemuthianum with the aid of a cork stopper and a platinum handle. Petri
dishes were then sealed, identified and incubated in a BOD-type growth chamber at a
temperature of 25 ° C and 12-hour photoperiod throughout the evaluation period. The
evaluations were done daily by measuring the mycelial diameter of the colonies (two
diametrically opposite averages) until 17 days, when the mycelial growth of the colonies of
the controls covered the entire surface of the culture medium. The final diameter (FD) of the
colonies, the growth rate (GR) of the colonies and the percentage of mycelial growth
inhibition (MGI) of the Colletotrichum lindemuthianum fungi colonies were determined. The
essential oils of lemon grass and citronella completely inhibit the development of
Colletotrichum lindemuthianum colonies from the concentration of 0.25 pL / mL. Basil
essential oil inhibits the development of Colletotrichum lindemuthianum colonies in a gradual
manner, and only at the concentration of 1.0 pL / mL is the inhibition 100%.

Key words: Anthracnose. Cymbopogon citratus. Cymbopogon nardus. Ocimum basilicum.
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1 INTRODUCAO

As doencas provocadas por fungos fitopatogénicos sao uma das principais causas
da baixa produtividade da cultura do feijoeiro no Brasil e em todos os outros paises onde essa
cultura é implantada. Muitas das doencas que atacam o feijoeiro, podem em condicdes
favoraveis, ocasionar perdas elevadas de produtividade ou até mesmo perda total da lavoura, e
dependendo do nivel de contaminagdo, podem até transformar as &reas produtivas em
improprias para o cultivo (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; VIEIRA; PAULA
JUNIOR; BOREM, 2006).

Dentre as doencas flngicas mais importantes para a cultura do feijoeiro, encontra-
se a antracnose, provocada pelo Colletotrichum lindemuthianum. Embora hoje exista uma
vasta lista de produtos quimicos recomendados para seu controle disponiveis no mercado, a
antracnose ndo € uma doenca de facil manejo. A maioria dos patdgenos que sdo veiculados
pelas sementes, inclusive o Colletotrichum lindemuthianum, provocam em grande parte das
vezes, sob condi¢des favoraveis, epidemias e perdas de produtividade em niveis superiores a
80%. Além disso, depreciam a qualidade final do produto e consequentemente seu valor

comercial.

O patdgeno Colletotrichum lindemuthianum apresenta uma ampla variabilidade
patogénica, o que dificulta, e muito, o trabalho de pesquisadores na obtencdo de cultivares
resistentes e formulacGes de substancias quimicas sintéticas que apresentem funcionalidade
contra 0 patogeno sem que ocorra a inducdo de resisténcia do mesmo. A sua disseminacgéo
ocorre, principalmente, pelo uso de sementes infectadas que na maioria das vezes sdo
produzidas pelos préprios produtores de feijao e que sdo, geralmente, armazenadas de uma
safra para outra possibilitando o aumento da contaminacéo e a dispersdo por extensas areas.
Herbes et al. (2008) e Sena et al. (2008) verificaram que a taxa de utilizacdo de sementes

certificadas no Brasil € muito baixa, ndo alcancando 20% nas regides que produzem o gréo.



A utilizacdo de produtos quimicos é o método de controle mais utilizado pelos
produtores de feijdo no tratamento da antracnose, contudo, o seu uso frequente e em dosagens
acima das recomendadas tem se tornado alvo de criticas da sociedade moderna que se

preocupa com os fatores poluentes e residuarios desses produtos.

O uso de plantas medicinais no controle de doengas de plantas € um método que
vem sendo utilizado ha alguns anos e o desenvolvimento de pesquisas voltadas as descobertas
de novas funcdes dessas plantas sdo consideradas inovadoras. Alguns compostos bioativos
encontrados nestas plantas podem ser hoje, mais aceitaveis, mais adaptaveis e mais seguros
em relagdo ao uso de compostos sintéticos. Varios trabalhos ja apresentam resultados sobre a
acao dos oleos essenciais aplicados ao controle de patégenos causadores de doencas de
plantas. Pereira et al. (2008) relatam que o poder dos 6leos essenciais ndo esta somente
relacionado com a acdo direta sobre os patdgenos, mas que estes também podem ativar alguns
mecanismos de defesa que se apresentavam inatos nas plantas, induzindo-as a promocéao da

resisténcia.

Pode-se dizer que as plantas medicinais sdo capazes de reproduzir 0 mesmo
resultado j& obtido por produtos sintéticos e que algumas substancias que estdo presentes em
sua composicao sdo tdo eficazes quanto as que compdem os produtos quimicos. Além disso,
0 uso de plantas medicinais, seja na forma de 6leo essencial ou na forma de extrato bruto no
controle de injurias e doencas de plantas causadas por microrganismos reduz o investimento
financeiro e ser depositado no manejo de producdo e pode ser considerado como investimento

lucrativo se o préprio produtor se capacitar a produzi-las.

O capim limdo, a citronela e 0 manjericdo sdo plantas que apresentam um 6timo
potencial antimicrobiano e além disso, sdo bem faceis de serem cultivadas e encontradas no
mercado nos dias de hoje. Essas plantas, contém em sua composicdo um elevado numero de
substancias que sdo capazes de desenvolver uma cadeia de atividades bioldgicas nas plantas
tratadas, promovendo nelas, uma maior capacidade de se defenderem do ataque de inimeros

microrganismos.

Diante do que foi exposto, objetivou-se com este trabalho, avaliar in vitro a
eficiéncia antifungica de diferentes concentracdes do Oleo essencial extraido das plantas de
capim liméo, citronela e manjericdo sobre o fungo Colletotrichum lindemuthianum, tendo em

vista obter um modo alternativo para 0 controle deste  patdgeno.



2 REVISAO DE LITERATURA

O feijdo é um dos componentes basicos da alimentagio brasileira. E considerado
um dos itens mais relevantes na composicao da cesta basica e esta presente em pelo menos
uma das refeicGes diarias sendo a principal fonte de proteina de origem vegetal na
alimentacéo dos brasileiros (SANTANA, 2015).

Os produtores de feijdo do Brasil ndo seguem um padrdo, sdo produtores de
diferentes niveis tecnoldgicos e que empregam manejos diferentes em seu dia a dia. Mesmo
que o cenario de produtores de feijao seja muito diversificado, encontram-se em sua maioria,
os produtores familiares que, por sua vez, sdo 0s responsaveis por suprir a demanda de grande
parte do consumo interno (SILVA; WANDER, 2013).

O feijoeiro é cultivado em pelo menos trés safras por ano, em todas as regides do
pais. As variedades mais utilizadas pelos produtores e que possuem maior grau de
importancia sdo o feijdo comum (Phaseolus vulgaris) e o feijdo caupi (Vigna unguiculata).
Dentre o feijdo comum, estima-se que a producdo de feijdo do grupo carioca corresponda a
62% do total produzindo na primeira safra, 49% do total produzindo na segunda safra e 88%
do total produzido na terceira safra, 0 que representa cerca de 66,33% do total produzido
anualmente no pais, segundo o Departamento de Pesquisas e Estudos Econémicos - DEPEC
(2017).

O feijao carioca, embora apresente alta aceitabilidade no mercado, possui uma
grande susceptibilidade a um elevado numero de doencas, inclusive a antracnose, uma das
principais doencas que atacam o feijoeiro na regido sul e sudeste e que ocasiona quedas
bruscas de produtividade (RAMALHO; ABREU, 2006).

Um dos problemas mais sérios enfrentados pelo Brasil referente a producdo de
feijdo € o uso de sementes ndo certificadas, produzidas pelos préprios agricultores. Isso



representa um sério risco de propagacgdo de indculos veiculados por sementes, como é o0 caso
do Colletotrichum lindemuthianum (HERBES et al., 2008; VECHIATO et al., 2001).

Os prejuizos causados por esse patdogeno podem ser variaveis e dependem de
alguns fatores que estdo correlacionados como: temperatura, umidade relativa do ar e
condicdes fisioldgicas das plantas (SOARES, 2007).

Em regides favordveis ao desenvolvimento da doenga, o uso de sementes
infectadas pode resultar em perdas de até 100% da producdo. Além de prejudicar o
rendimento da cultura no campo, a antracnose também pode acarretar em perdas na qualidade
do grdo produzido, ocasionando a desvalorizacdo econémica do grdo (VECHIATO et al.,
2001).

A doenca aparece nas lavouras através da presenca de indculo do fungo em restos
culturais ou pela utilizagdo de sementes infectadas. Pode-se dizer que quanto mais cedo a
doenca aparecer no campo, maior serd o seu potencial de prejudicar a produtividade da
lavoura e, para se evitar a ocorréncia desta, algumas praticas de manejo podem ser
empregadas, como por exemplo: 0 uso de sementes tratadas ou com registro de sanidade que
confirme que estas sejam livres de patdgeno, o uso de produtos quimicos, o uso de variedades
resistentes, a eliminacdo ou incorporagdo dos restos culturais e a implantacdo da rotacéo de
culturas (PAULERT, 2005; SOARES, 2007; VECHIATO et al., 2001).

O fungo Colletotrichum lindemuthianum pode infectar o embrido das sementes,
mas, estas ainda podem produzir plantulas sadias. Entretanto, apds a queda dos cotilédones, o
inéculo pode permanecer viavel no solo e infectar a planta quando elas estiverem mais
desenvolvidas, atacando as folhas, caule, ramos, vagens e sementes (SOARES, 2007,
VIEIRA; PAULA JUNIOR, 2006).

Apo6s a germinacdo das sementes infectadas, pode-se observar nas pléantulas
sintomas especificos como lesdes escuras nos cotilédones e no hipocétilo. Nas folhas,
observa-se manchas de coloracdo marrom-escuras ou pardas nas nervuras da face abaxial. Nas
vagens é possivel verificar que as manchas sao arredondadas, deprimidas e pardo-escuras com
bordas salientes parda-avermelhadas. Quando as condi¢fes climéaticas/ambientais s&o
favoraveis, no centro das lesdes é possivel verificar a formagdo de uma massa de coloracdo

rosea, que contém conidios (CRUZ et al., 2014).



O uso de cultivares resistentes e fungicidas no tratamento de sementes sdo opgoes
a serem empregadas para 0 manejo da doenca. Entretanto, o fungo Colletotrichum
lindemuthianum tem uma alta capacidade de induzir resisténcia e uma ampla variabilidade
genética, fatores estes que dificultam muito o trabalho dos melhoristas que buscam a difuséo
de novas técnicas e estratégias para o controle da antracnose (MEDEIROS, 2004). Diante da
dificuldade da obtencgdo de cultivares resistentes e da preocupacdo com 0 uso indiscriminado
de produtos quimicos nos ultimos anos, faz-se necessario nos dias de hoje, encontrar meios
alternativos para o controle dessa doenca a fim de diminuir os danos por ela causados (CRUZ
etal., 2014).

A agricultura moderna tem potencial para produzir em escala exponencial uma
maior quantidade de alimentos através da utilizacdo de produtos quimicos, principalmente os
voltados para o tratamento de doencas de plantas (FERNANDES; LEITE; MOREIRA, 2006).
O uso de produtos quimicos proporciona um efeito positivo para os produtores a curto prazo,
entretanto, mesmo quando o uso é feito de forma racional, é capaz de favorecer a longo prazo
o surgimento de fitopatogenos resistentes as moléculas dos produtos quimicos e resultados
desagradaveis a sociedade e ao meio ambiente devido ao acumulo de residuos tdxicos
(PAULERT, 2005).

O surgimento de microrganismos resistentes leva a ineficiéncia dos produtos
quimicos utilizados no controle de doencas de plantas. Como consequéncia, ha o aumento da
procura por produtos alternativos, ainda escassos no mercado, que possuam modos de acdo
diferenciados e que possam diminuir os danos ambientais causados pelo uso indiscriminado
dos produtos quimicos (BRUM, 2012). Estudos que envolvem a utilizagdo de produtos
alternativos e que objetivam, de alguma forma, o controle de fitopatdgenos, podem contribuir
para atender a demanda em sistemas de cultivo organico, agroecoldgico ou sustentaveis.
Diversas pesquisas que envolvem o emprego de produtos alternativos tém sido desenvolvidas
e muitos dos resultados tém se apresentado de forma eficiente no controle de fitopatdgenos,
principalmente os realizados com ensaios utilizando plantas medicinais, seja na forma de

extratos brutos ou na forma de éleos essenciais (SILVA et al., 2009).

A fitoterapia é uma forma de controle alternativo ja utilizado a muitos anos, onde
o controle dos agentes causadores de doencas € feito com os metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas (MAIA; DONATO; FRAGA, 2015). Produtos naturais como 6leos

esséncias e extratos vegetais obtidos através de plantas medicinais, aromaticas e
5



condimentares possuem substancias bioativas que possibilitam que a planta desenvolva
resisténcia (BRUM, 2012; PAULERT, 2005).

N&o se pode considerar os Oleos essenciais como produtos simples e de
componentes Unicos. Eles sdo produtos que podem ser constituidos por mais de 300
substancias, as quais sdo responsaveis pela sua diversidade e complexidade. Dentre estas
substancias os terpenos, provenientes da rota do acido mevalénico, sdo 0s principais
constituintes dos 6leos essenciais. Projeces da epiderme constituidas por células altamente
especializadas denominadas tricomas sao sitios onde os se encontram e ficam armazenados
esses Gleos nas plantas (MAIA; DONATO; FRAGA, 2015). De acordo com Morais (2009),
Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, de baixo peso molecular,
lipofilicas, odoriferas e liquidas, constituidas em sua maioria por substancias terpénicas, as
quais sdao responsaveis pelo seu odor agradavel. Além disso, os 6leos esséncias sao
substancias que constituem diferentes partes das plantas como flores, folhas, caules, galhos,
sementes, frutos, raizes, material lenhoso ou cascas e que estdo relacionadas com funcgdes de
sobrevivéncia de algumas espécies vegetais como parte fundamental do seu sistema de defesa
(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; SIQUI et al., 2000).

A exploracdo da atividade bioldgica dos metabdlitos secundarios presentes nos
extratos brutos e 6leos essenciais de plantas é uma opcdo com forte potencial para o controle
alternativo de doencas de plantas cultivadas (SOUZA JUNIOR; SALES; MARTINS, 2009).
Diferentes trabalhos, utilizando um namero imensuravel de plantas ja foram desenvolvidos a
fim de se comprovar a atividade antifungica que elas podem apresentar. Em geral, os testes
sdo realizados inicialmente in vitro e ap6s a comprovacao do efeito antifingico das plantas
utilizadas, séo realizados testes em cadmaras de germinacdo, casa de vegetacdo e por ultimo,
em condigdes de campo (PINTO, 2009).

O que confere aos 6leos essenciais 0 poder antimicrobiano € sua caracteristica
lipofilica. A hidrofobia permite que haja uma interacdo maior entre 0s 0leos essenciais € 0s
lipideos da membrana plasmatica dos microrgranismos, interferindo na sua permeabilidade e
estrutura (COSTA et al., 2011). A maioria dos resultados de pesquisas publicados nos ultimos
anos mostram que substancias presentes na composicdo dos Oleos esséncias das plantas
conseguem atuar na parede celular dos microrganismos patogénicos e afetar a integridade das

membranas celulares, resultando no extravasamento do contelido interno das células,



desintegrando-as e inibindo ou reduzindo o desenvolvimento e consequente crescimento
micelial AMARAL; BARA, 2005; RAMOS, 2014; SANTOS et al., 2013).

A atividade antifungica dos 6leos essenciais é ainda muito discutida, uma vez que
estes podem ter acdo direta ou indireta sobre os microrganismos causadores de doengas
(SANTOS et al., 2013; VIGO; MARINGONI; CAMARA, 2009). O potencial fungitdxico das
substancias presentes nas plantas medicinais esta relacionado ndo sé ao rompimento celular
dos microrganismos, mas também ao poder de inducéo de resisténcia das plantas tratadas, ao
poder de estimular as plantas a produzirem fitoalexinas e a promocéo da lignificacdo da
parede celular (ANDRADE; VIEIRA, 2016; AQUINO et al., 2012; GUIMARAES et al.,
2011; NASCIMENTO; NERY; RODRIGUES, 2008).

Um mesmo Oleo essencial pode apresentar efeito antifingico a uma série de
microrganismos, entretanto, a concentracdo minima inibitdria pode variar de um
microrganismo para outro devido ao tipo de estrutura que estes possuem (MAIA; DONATO;
FRAGA, 2015).

O capim limdo (Cymbopogon citratus), € uma planta aromatica que se destaca
pela grande quantidade de 6leo essencial contido em suas folhas e pela quantidade de citral
nele presente. E uma planta ¢ cultivada comercialmente principalmente para fins de extracio
do seu o6leo essencial. O citral, seu componente majoritario € uma substancia que possui
amplo aspecto germicida, repelente e antimicrobiano e, além disso, € muito requisitado pelas
industrias ((LIMA et al.,2008; LOZADA, 2016; SANTOS et al., 2009). A citronela
(Cymbopogon nardus), planta reconhecida pelo seu amplo poder aromatico, tem sido muito
requisitada pelo mercado de produtos naturais para exportacdo do seu 6leo essencial para
producdo de repelentes, cosméticos e produtos farmacéuticos (ROCHA; MING; MARQUES,
2000). Os componentes principais do seu 6leo essencial de sdo o citronelal, o geraniol e o
limoneno (CASTRO et al., 2010; OOTANI, 2010). O oleo essencial de citronela
(Cymbopogon nardus) tem sido utilizado em alguns tratamentos como inseticida,
antibacteriano e bioherbicida. Os compostos geraniol e citronelal, descritos por alguns
autores, sdo compostos encontrados no 6leo essencial da citronela e responsaveis pela
atividade antimicrobiana dessa planta (SEIXAS et al.,, 2011). O manjericdo (Ocimum
basilicum), planta medicinal e aromatica € muito utilizada como planta ornamental,

condimentar, medicinal e, aromatica para as industrias farmacéuticas, de cosméticos, de
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perfumaria e na producdo de dleos essenciais (LOZADA, 2016). E uma planta que possui
inimeros compostos quimicos em sua composicdo como linalol, estragol, farnesene, eugenol
e cineol (VELOSO, 2012). O linalol é o composto majoritario do 6leo essencial dessa planta e
ja foi testado como acaricida, bactericida e fungicida (RADUNZ, 2004). O 6leo essencial de
manjericdo  (Ocimum  basilicum) apresenta propriedades inseticidas, nematicidas,

fungistaticas, antimicrobianas e antifungicas. (LUPE, 2007).

Carnelossi et al. (2009) avaliaram in vitro o efeito antifungico dos dleos essenciais
de capim limdo (Cymbopogon citratus), eucalipto (E. citriodora) e menta (Mentha arvensis)
sobre o fungo C. gloeosporioides e observou que todos eles inibiram totalmente o crescimento
micelial do patégeno. Souza Junior, Sales e Martins (2009) notaram que 0s 6leos essenciais
extraidos das plantas alecrim-pimenta (Lippia sidoides), alfavaca-cravo (Ocimum
gratissimum, capim limdo (Cymbopogon citratus), cidrdo (Lippia citriodora) e goiaba
vermelha (Psidium guayava) inibiram 100% a germinacdo de esporos do fungo
Colletotrichum gloeosporioides. Santos et al. (2010) verificaram in vitro o efeito do 6leo
essencial extraido da aroeira-vermelha sobre os fungos Alternaria spp., Botrytis spp.,
Colletotrichum spp. e Fusarium spp. e notaram que a aplicacdo dos 6leos essenciais diminui
significativamente o crescimento micelial desses fungos. Pereira et al. (2006) e Costa et al.
(2009) relataram que o 6leo essencial de manjericdo foi capaz de reduzir o desenvolvimento
do fungo Aspergillus niger e da bactéria Pectobacterium carotovorum. De acordo com Brito
et al. (2010), o uso do 6leo essencial de manjericdo foi desfavoravel para o tratamento de
sementes de mandacaru (Cereus jamacaru), pois afetou a germinacdo das sementes. De
acordo com Guimardes et al. (2011), diferentes doses do 6leo essencial de capim liméo
inibiram o crescimento micelial dos fungos Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporum cubense e Bipolaris sorokiniana. Silva e Pasin (2006)
avaliaram a aplicagdo do oleo essencial de capim lim&o no tratamento de sementes de girassol
(Helianthus annuus) e verificaram a reducgdo da incidéncia dos fungos Fusarium sp., Rhizopus
sp. e Aspergillus ochraceus. Alguns outros estudos que avaliaram o efeito antifingico do 6leo
essencial de citronela j& demonstraram resultados satisfatorios. Seixas et al. (2011) obtiveram
inibicdo de 100% do crescimento micelial do fungo Fusarium subglutinans com o uso da
espécie. Mata et al. (2009) avaliaram o uso do Oleo essencial de citronela no controle
alternativo de patdgenos em sementes de mandacaru e verificaram que este pode inibir a

incidéncia de fungos e aumentar o poder de germinativo das sementes.



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzindo no Laboratério de Fitopatologia do Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais, Campus Inconfidentes.

Foi realizada a avaliacdo da atividade antifungica de diferentes concentracdes dos
6leos essenciais capim limdo (Cymbopogon citratus), citronela (Cymbopogon nardus) e
manjericdo (Ocimum basilicum) no desenvolvimento das colbnias do fungo Colletotrichum

lindemuthianum.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 15
tratamentos, ou seja, 3 6leos essenciais (capim limdo, citronela e manjericao) aplicados em 5
concentragdes (0,00; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00) e 4 repeticdes, totalizando 60 unidades
experimentais.

Os o0leos essenciais utilizados no experimento foram todos adquiridos da empresa
Ferquima® Industria e Comércio LTDA e o isolado de Colletotrichum lindemuthianum foi
obtido da colecdo do Laboratdrio de Resisténcia de Plantas a Doencas do Departamento de
Biologia da UFLA — Universidade Federal de Lavras. A raca utilizada no experimento foi a
65, isolado LV 134.

Incialmente, o isolado LV 134, foi repicado para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA (Batata, Dextrose, Agar) e incubado em camara de crescimento tipo BOD a uma
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas durante 10 dias para que se obtivesse

quantidade suficiente de colOnias para a realizagdo do experimento (CRUZ et al., 2014).

Para a verificacdo da atividade antifingica dos 6leos essenciais de capim liméo,
citronela e manjericdo, primeiramente, com o auxilio de micropipetas e de al¢as de Drigalsky,
foram distribuidas as concentracdes de 0,0 pL; 0,25 pL; 0,50 pL; 0,75 pL e 1,0 pL/mL de

cada um deles sobre a superficie de placas de Petri que ja continham meio de cultura BDA.

9



As placas que j& estavam acrescidas de um 0leo essencial em uma concentragdo
receberam entdo um disco de 9 mm de didmetro que foi retirado de uma coldnia do fungo
Colletotrichum lindemuthianum com o auxilio de um furador tipo rolha e de uma alca de

platina.

Cada placa de Petri apos receber o respectivo tratamento foi vedada com filme
plastico de PVC, identificada e incubada em camara de crescimento tipo BOD a uma

temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagbes foram feitas diariamente medindo-se o diametro micelial das
colénias (duas médias diametralmente opostas) até os 17 dias, quando o crescimento micelial
das colbnias das testemunhas cobriram toda a superficie do meio de cultura. Com os
resultados obtidos determinou-se o diametro final (DF) das colonias, a taxa de crescimento
(TX) das colonias e a percentagem de inibigdo do crescimento (PIC) micelial das colonias do

fungo Colletotrichum lindemuthianum.
O célculo da TX e da PIC foi realizado através das seguintes formulas:

TX = (didmetro final da col6nia) x 100
namero de dias de incubacdo

PIC = (diametro da testemunha — didmetro do tratamento) x 100
diametro da testemunha

Os resultados obtidos foram submetidos a anéalise de variancia pelo teste de F e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade, com o auxilio do
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel verificar que o fungo Colletotrichum lindemuthianum raca 65 isolado
LV 134 apresentou sensibilidade aos 6leos essenciais utilizados no presente estudo.

De acordo com a Tabela 1, observa-se que ndo houve diferenca significativa entre
as concentracdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 uL/mL, tanto para o 6leo essencial de capim limao
quanto para o Oleo essencial de citronela. Pode-se observar também os 6leos essenciais de
capim limdo e citronela impedem o desenvolvimento do fungo Colletotrichum
lindemuthianum a partir da concentragédo de 0,25 pL/mL.

Tabela 1 — Valores médios do diametro final das col6nias de Colletotrichum lindemuthianum
apos a aplicacao dos Oleos essenciais de capim limao, citronela e manjericdo nas
concentrages de 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 uL/mL.

] CONCENTRACOES
OLEOS ESSENCIAIS
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
CAPIM LIMAO 6,61d 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
CITRONELA 6,54 d 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
MANJERICAO 6,70 d 4,98 ¢ 2,15b 1,15 b 0,00 a
cV 23,96%

Médias seguidas da mesma letra na horizontal ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.
Fonte: Da autora (2017).

O Oleo essencial de manjericdo reduziu o diametro final das col6nias do fungo
Colletotrichum lindemuthianum com o aumento gradual da concentracdo aplicada. Foi
possivel observar diferenca significativa entre as diferentes concentragGes utilizadas e notar
efetiva reducédo do crescimento micelial das colonias de 25,67%; 67,92%; 82,83% e 100%
para as concentragbes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 pL/mL, respectivamente (TABELA 1).
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Resultados similares foram encontrados por Hoyos (2012), que observou que a
atividade antifangica de diferentes 0leos essenciais sobre o fungo Colletotrichum

lindemuthianum, racas 65 e 73, tende a aumentar com o incremento da concentracdo utilizada.

Pinto (2009) observou que o extrato de algumas plantas que haviam sido
registradas com propriedades antifingicas em relacdo a algumas espécies do género
Colletotrichum ndo apresentam o mesmo efeito em relacdo ao Colletotrichum

lindemuthianum, como € o caso da arruda e da horteld pimenta.

Da mesma forma que foi possivel verificar que as col6nias submetidas a aplicacao
dos dleos essenciais de capim limao e citronela ndo se desenvolveram, nota-se que a taxa de
crescimento das mesmas também foi inibida a partir da concentracdo de 0,25 pL/mL
(TABELA 2).

Tabela 2 — Valores médios da taxa de crescimento das colonias de Colletotrichum

lindemuthianum ap6s a aplicacdo dos 6leos essenciais de capim limé&o,
citronela e manjericdo nas concentracdes de 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 uL/mL.

. CONCENTRACOES
OLEOS ESSENCIAIS
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
CAPIM LIMAO 38,90 d 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
CITRONELA 38,46 d 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
MANJERICAO 39,41 d 29,27 ¢ 12,65 b 6,77b 0,00 a
CcVv 38,18 %

Médias seguidas da mesma letra na horizontal ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.
Fonte: Da autora (2017).

Alves et al. (2002) observaram que o 0Oleo essencial extraido das plantas capim
liméo, citronela e eucalipto sdo capazes de controlar e inibir o desenvolvimento de col6nias

do fungo Colletotrichum musae.

Segundo Castro et al. (2007), o oleo essencial de citronela contém em sua
composicdo compostos monoterpénicos como o citronelal e geraniol, que s&o substancias que
atuam na defesa quimica das plantas contra o ataque de predadores e ainda possuem ampla
capacidade antisseptica, 0 que pode favorecer o controle de doengas causadas por

microrganismos.

Para o manjericdo, foi possivel observar que conforme se aumentava a
concentracdo aplicada de oleo essencial, diminuia-se a taxa de crescimento das colonias. Na
12



concentragdo de 0,25 pL/mL a taxa de crescimento teve uma reducdo de 25,72%, na
concentracéo de 0,50 pL/mL houve uma reducdo de 67,90%, na de 0,75 pL/mL a redugéo foi
de 82,28% e na concentracdo de 1,0 pL/mL ndo houve taxa de crescimento, ou seja a inibigédo
do crescimento foi total (TABELA 2)

Ramos, Andreani Junior e Kozusny-Andreani (2016) relataram que o incremento
da concentracdo aumentava o efeito antifungico do Oleo essencial do manjericdo e que,
mesmo que o resultado final da aplicacdo seja satisfatério, a quantidade de 6leo essencial
gasta para se obter um resultado eficiente demanda de um volume relativamente alto, o que

torna seu uso invidvel devido ao elevado custo para obtencéo deste 6leo.

As colbnias do Colletotrichum lindemuthianum que foram submetidas a aplicacao
dos dleos essenciais de capim limdo e citronela, independente das concentragdes testadas,
apresentaram percentagem de inibi¢do do crescimento micelial a nivel de 100% (TABELA 3).
Tabela 3 — Valores médios da percentagem de inibicdo do crescimento micelial das col6nias

de Colletotrichum lindemuthianum ap6s a aplicacdo dos 6leos essenciais de capim
limdo, citronela e manjericdo nas concentragdes de 0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0

puL/mL. )
] CONCENTRACOES
OLEOS ESSENCIAIS
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
CAPIM LIMAO 0,00d 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a
CITRONELA 0,00d 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a
MANJERICAO 0,00d 25,15 ¢ 67,67 b 84,25 b 100,00 a
CV 11,48%

Médias seguidas da mesma letra na horizontal ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.
Fonte: Da autora (2017).

O oleo essencial de manjericdo apresentou variagdes em relacdo a percentagem de
inibicdo do crescimento micelial das col6nias do fungo Colletotrichum lindemuthianum nas
concentracdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 puL/mL. Tais variacbes mostram que este 6leo
oferece diferentes niveis de controle para este fungo, apresentando maior eficiéncia na maior
concentracgéo, que foi 1,00 pL/mL (TABELA 3).

Pereira et al. (2006) observou que o Oleo essencial de manjericdo apresentou
controle do fungo Aspergillus ochraceus apenas na concentragcdo de 1000 mg/ml e que esta
mesma concentragao apresenta reducdo do desenvolvimento micelial das colonias Aspergillus

niger e Aspergillus flavus. Silva (2009) avaliou o poder antifungico dos 6leos essenciais de
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alfazema e horteld do campo e constatou que todas as concentragdes utilizadas inibiram o
crescimento do patdgeno Colletotrichum truncatum e que conforme se aumentava a dosagem,

maior era o poder de inibi¢do do crescimento do fungo.

Ramos, Andreani Junior e Kozusny-Andreani (2016) avaliaram a aplicagéo in
vitro de 6leos essenciais e vegetais no controle do fungo Colletotrichum gloeosporioides e
verificaram que a concentracdo inibitoria minima dos Oleos essenciais de capim limao,

citronela e manjericdo foi de 6,25%, 12,5% e 100%, respectivamente.

Silva (2006) observou 100% de inibi¢do do fungo Colletotrichum gloesporioides
fazendo o uso dos 6leos essenciais de goiabeira, lucia-lima, capim limao, alfavaca, alecrim
pimenta e alecrim da vagem na concentracdo de 1 pL/mL. Bastos e Albuquerque (2004)
avaliando o 6leo essencial de jaborandiba, notaram também, inibicdo de 100% da germinacao
de conidios do fungo Colletotrichum musae, a partir da sua aplicacdo na concentracdo 100
pg/mL.

Hoyos (2012) aplicou diferentes doses de Oleo essencial sobre o fungo
Colletotrichum lindemuthianum e notou que os 6leos essenciais de capim limdo, palmarosa,
tomilho, cravo-da-india e camomila apresentou potencial inibidor de 95% nas menores

dosagens utilizadas, que foram entre 0,01 e 0,07%.
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5 CONCLUSOES

Os Oleos essenciais de capim limdo e citronela inibem completamente o
desenvolvimento das colonias de Colletotrichum lindemuthianum a partir da concentracéo de
0,25 uL/mL.

O O6leo essencial de manjericdo inibe o desenvolvimento das col6nias de
Colletotrichum lindemuthianum de forma gradual, sendo que apenas na concentracdo de 1,0
puL/mL a inibicdo é de 100%.
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ANEXOS

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia (quadrados médios) para os resultados das
variaveis diametro final (DF) das colbnias, a taxa de crescimento (TX) das coldnias
e a percentagem de inibicdo do crescimento (PIC) micelial das colonias do fungo
Colletotrichum lindemuthianum em funcdo da aplicacdo dos Oleos essenciais de
capim limdo, citronela e manjericdo nas concentracdes de 0,00; 0,25; 0,50; 0,75 e

1,00 pL/mL.
FV GL QM
DF (cm) TX (%) PIC (%)
Tratamentos 14 2,083* 23,06* 58,43*
Repeticoes 3 0,04NS 0,38NS 0,36NS
Erro 42 0,09 0,81 0,77
CV (%) 23,96 38,18 11,48

* e NS: Significativo e N&o Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. FV: Fontes de Variacdo. GL: Graus
de Liberdade. QM: Quadrados Medios. DF: Diametro Final das Colbnias do Fungo Colletotrichum
lindemuthianum (em cm). TX: Taxa de Crescimento das Coldnias do Fungo Colletotrichum lindemuthianum (em
%). PIC: Percentagem de Inibicho do Crescimento Micelial das Colbnias do Fungo Colletotrichum
lindemuthianum (em %). CV: Coeficiente de Variagéo.

Para analise os dados foram transformados em ¥X + 3.
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