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RESUMO

Este trabalho avalia o potencial fungitéxico de misturas de dleos essenciais de limdo
Thaiti, laranja doce e tangerina sobre Colletotrichum gloeosporioides. Os experimentos
foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 7x8+2,
sendo 7 formulacdes de dleos essenciais (4 misturas e 3 dleos essenciais puros utilizados
como comparativos) em 8 concentra¢des cada (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,5 e
1,0%), uma testemunha negativa (0,0%) e uma testemunha positiva (fungicida comercial
Thiram na concentragio recomendada pelo fabricante - 1 mL L") com 5 repeti¢des cada.
Os diferentes tratamentos foram incorporados em meio de cultura BDA (Batata Dextrose
Agar) e vertidos em placas de Petri. As placas contendo os tratamentos foram inoculadas
com C. gloeosporioides e incubadas durante sete dias a 27 + 2°C. O crescimento foi
mensurado diariamente e para verificar a diferenca entre tratamentos foram calculados a
porcentagem de inibi¢do de crescimento micelial e o indice de velocidade de crescimento
micelial. Todas as concentracdes de dleos essenciais de citrus e suas misturas inibiram o
crescimento micelial de C. gloeosporioides. As maiores inibicdes foram obtidas
utilizando-se os 6leos essenciais puros de limdo, laranja e tangerina, com valores médios
de inibicdo de 67,7; 56,1 e 55,9%, respectivamente. Enquanto que as misturas
promoveram inibicdes menores que o tratamento com o fungicida comercial.
Recomenda-se a realizacdo de testes in vivo para verificar se as misturas de Oleos
essenciais de citrus apresentam melhor controle sobre o crescimento de C.
gloeosporioides em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Citrus aurantifolia, Citrus aurantium, Citrus reticulata, Controle
alternativo, Crescimento micelial, Fungitoxidade, Fungos fitopatogénicos.



ABSTRACT

This work evaluates the fungitoxic potential of essential oils blends of lemon 'Thaiti',
sweet orange, and mandarin on Colletotrichum gloeosporioides. The experiments
occurred in a completely randomized design in a 7x8 + 2 factorial scheme, with seven
formulations of essential oils (4 mixtures and 3 pure essential oils used as comparatives)
in eight concentrations each (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 0.5, and 1.0%), one
negative control (0.0%), and one positive control (commercial Thiram fungicide at the
concentration recommended by the manufacturer - 1 mL L' ), with 5 repetitions each.
The different treatments were incorporated into PDA culture medium (Potato Dextrose
Agar) and poured into Petri dishes. The plates containing the treatments were inoculated
with C. gloeosporioides and incubated for seven days at 27+2°C. Growth was measured
daily to calculate the percentage of mycelial growth inhibition and the mycelial growth
rate index. All concentrations of citrus essential oils and the blends inhibited the mycelial
growth of C. gloeosporioides. The pure essential oils of lemon, orange, and tangerine
provided the greatest inhibitions, with average values of 67.7, 56.1, and 55.9%,
respectively. The blends promoted lower inhibitions than the treatment with the
commercial fungicide. We recommend to carry out in vivo tests to verify if the blends of
citrus essential oils have better control over the growth of C. gloeosporioides under field
conditions.

Keywords: Citrus aurantifolia, Citrus aurantium, Citrus reticulata, Alternative control,
Mycelial growth, Fungitoxicity, Phytopathogenic fungi.
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1. INTRODUCAO

Pertencente a familia da Rutaceae, as frutas dos géneros Citrus fazem parte das
frutas mais cultivadas no mundo inteiro, incluindo toranjas, laranjas, limas, tangerinas,
mandarinas e limdes (SHARMA et al., 2017). Este género € bastante conhecido por
apresentar elevadas propriedades nutricionais e medicinais, sendo uma 6tima fonte de
vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos, como carotenoides, alcaloides,
flavonoides e polifendis (OKWI; EMENIKE, 2006; MAHATO et al., 2018).

Os frutos citricos possuem diversos metabdlitos secundarios, formados por
misturas de compostos em diferentes concentracdes, presentes principalmente nas cascas,
onde atuam no sistema de protecdo da prdpria planta, a exemplo dos terpenoides,
carotenoides, cumarinas, furanocumarinas e flavonoides, sobretudo as flavononas e
flavonas (AHMAD et al., 2006). Os Oleos essenciais de frutas citricas como o limao
(Citrus aurantifolia), laranja doce (Citrus aurantium) e tangerina (Citrus reticulata) tém
sido estudados hd alguns anos e as suas atividades bioldgicas, incluindo atividade
antimicrobiana, vém sendo bem documentadas (CHOI et al. 2000; SISKOS et al. 2008,;
PATIL et al. 2009; ARAUJO JUNIOR et al., 2010). O limoneno, um hidrocarboneto
monoterpeno, tem sido apontado como constituinte majoritario nos 6leos essenciais de
frutas citricas (NJOROGE et al., 2006), havendo relatos na literatura da sua
potencialidade como agente antiftingico (CHEE; KIM; LEE, 2009; MAREI et al., 2012).

Fungos fitopatogénicos podem afetar todas as partes das plantas, desde o seu
sistema radicular até os seus frutos, causando uma diminui¢cdo na produtividade e na
qualidade, além da reducdo da validade dos produtos acometidos por doengas
superficiais, devido a destrui¢ao do tecido, tornando-os menos atrativos comercialmente
(GADELHA, 2002). O género Colletotrichum, por exemplo, inclui agentes patogénicos
causadores da antracnose, sendo o Colletotrichum gloeosporioides o principal agente
infectante. Esta doencga distribui-se no mundo inteiro e estd associada a uma grande
variedade de plantas cultivadas (DEAN et al., 2012; LIMA et al., 2015 e PEREIRA,
2016). Ela afeta principalmente os frutos e os sintomas surgem nas etapas de pré e pos-
colheita como pequenos pontos de cor marrom tendendo a preto, que crescem e espalham-
se até atingir grande parte do fruto, necrosando-o por completo (PEGG et al., 2002;

BARBOSA et al., 2015).



O tratamento quimico tem sido a principal abordagem no controle da antracnose
em func¢do da sua eficécia e facilidade de aplicacao (LIMA et al. 2012). No entanto, a alta
toxicidade e o gerenciamento inadequado desses produtos ocasionam impactos
ambientais, danos a saide humana e ainda favorecem o surgimento de cepas com
resisténcia aos agroquimicos utilizados com frequéncia (CRUZ et al. 2010; BEBBER;
GURR, 2015; PICCINI et al. 2016; RODRIGUES, 2019).

Nessa perspectiva, € necessdrio investigar produtos alternativos aos defensivos
utilizados convencionalmente, que sejam eficazes no controle desses patégenos e que ndao
oferecam riscos ao meio ambiente ou a saide humana. Entre os produtos testados para
esta finalidade, encontram-se os 6leos essenciais, cuja atividade antiftingica tem sido
comprovada em diversos estudos.

Brand (2012) demonstrou que a exposi¢do ao limoneno inibiu o crescimento e
germinagdo de esporos de espécies de Colletotrichum isoladas de plantas de citrus. O
citral (mistura dos isOmeros neral e geranial presente nos dleos essenciais) reduziu
crescimento micelial de Fusarium oxysporum cubense, C. gloeosporioides, Bipolaris sp.
e Alternaria alternata (GUIMARAES et al., 2011). O 6leo essencial de tangerina com
46,7% limoneno € capaz de inibir o crescimento de Alternaria alternata, Rhizoctonia.
solani e Curvularia lunata (CHUTIA et al., 2009).

Tendo em vista uma grande quantidade de compostos bioativos presentes nos
Oleos essenciais do género Citrus e também por possuirem diversas propriedades
bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana (CHOI et al., 2000), a utiliza¢do dos 6leos
essenciais de Citrus podem ser uma alternativa promissora no controle de doencas
causadas por fungos fitopatogénicos. Assim, objetivou-se com o presente trabalho avaliar
o efeito in vitro dos 6leos essenciais de limao Thaiti, laranja doce, tangerina e diferentes

misturas dos trés 6leos sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial fungitéxico de 6leos essenciais de Limao Thaiti, Laranja Doce e

Tangerina e suas associacdes frente ao fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Formular misturas dos 6leos essenciais em diferentes propor¢des;

e Testar o efeito de diferentes concentracdes dos 6leos essenciais € misturas na inibicao
do Colletotrichum gloeosporioides;

e Determinar a porcentagem de inibi¢do de crescimento micelial e o indice de

velocidade de crescimento micelial da espécie frente os 6leos e misturas aplicados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CITRICULTURA NO BRASIL E CARACTERISTICAS AGRONOMICAS
DA LARANJA, LIMAO E TANGERINA

As plantas citricas de origem asidtica foram trazidas pelos colonizadores,
aportando provavelmente no estado da Bahia. No entanto, como as plantas apresentaram
melhores condi¢des de desenvolvimento do que nas regides de origem, as citrinas
expandiram-se por todo o territorio nacional (LOPES ez al., 2011). Pertencentes a familia
da Rutaceae, as frutas dos géneros Citrus fazem parte das frutas mais disseminadas no
mundo inteiro, incluindo toranjas, laranjas, limas, tangerinas, mandarinas e limoes
(SHARMA et al., 2017).

Devido as suas propriedades nutricionais e medicinais, as citrinas sdo conhecidas
por serem boas fontes de vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos, como
carotenoides, alcaloides, flavonoides e polifenéis (OKWI; EMENIKE, 2006; MAHATO
et al., 2018). Estes fitonutrientes podem proporcionar a¢do antioxidante, antimicrobiana,
anticancerigenas e anti-inflamatérias (GAO et al., 2018).

Segundo Lorenzi et al. (2006), as laranjeiras sdo drvores de porte médio, atingindo
5,0 a 10,0 m de altura, e copa de formato esférico. As cultivares em cada um desses
subgrupos diferenciam-se quanto a maturagdo, que pode ser precoce, meia-estacio ou
tardia, e ainda, quanto a colorac¢do do endocarpo, que pode ser mais claro, mais alaranjado
ou apresentar polpa vermelho intensa, devido a presenca de antocianinas (BASTOS ez al.,
2014).

O Brasil € o maior produtor de laranjas e o maior exportador de suco concentrado,
possuindo uma drea de plantagdo de aproximadamente 165 milhdes de arvores. Desta
forma, a producao de citrus tem sido de grande importancia para o desenvolvimento do
pais, gerando empregos e elevando a posi¢ao na balanca comercial, na qual entre os meses
de janeiro a setembro de 2017 foi responsavel pela criacdo de 45.009 novos postos de
trabalho (IBGE, 2016; NEVES, 2017; OECD/FAOQ, 2016).

No patamar de producdo de citrus, a tangerina brasileira ocupa a quinta posi¢ao
dentro do cenario mundial, possuindo uma darea cultivada maior que 50 mil hectares
chegando a uma producdo de aproximadamente 950 mil toneladas por ano, sendo as
regides Sul e Sudeste responsaveis por cerca de 86% da produgao brasileira (FAO, 2016;

IBGE, 2015; FAOSTAT, 2017).
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De acordo com os dados de produ¢do de mudas, Fundecitrus, Amaro e Baptistella
(2010) mostraram que, no periodo de 2005 a 2009, as planta¢cdes de tangerina ocuparam
entre 2 a 2,5% dos plantios de citrus, sendo que a variedade de tangerina Ponkan
representava cerca de 50%, o tangor Murcott 30%, a mexerica do Rio 9%, a tangerina
Cravo 5,5% e outras variedades ndo especificadas com 5,5%.

As tangerineiras sdo arvores de porte médio, com crescimento ereto, produtivas,
mas com tendéncia a apresentarem alterndncia de producdo. Os Frutos sdo grandes,
apresentam maturagdo de meia-estagdo, com casca solta e sabor bastante doce, o que os
torna muito apreciados para consumo in natura. Um dos principais entraves do seu cultivo
€ a suscetibilidade dessa cultivar a mancha-marrom-de-Alternaria, causada pelo fungo
Alternaria alternata f.sp. citri (BASTOS et al., 2014).

A espécie Citrus aurantifolia Tanaka (limdo tahiti) € uma éarvore de origem
tropical com exploracdo econdmica relativamente recente, seus frutos sdo considerados
precoces, sendo relatado que a partir do terceiro ano possui uma producdo de frutos
significativa (MENDONCA et al., 2006). Essa espécie pode ser cultivada tanto em terras
de areia como em argila, no entanto € muito sensivel ao frio, as geadas e alta temperatura
(VIANA, 2010).

Os subprodutos oriundos da citricultura representam um grande problema para o
manejo ambiental, pois causam polui¢do devido a sua deterioracdo microbiana. Portanto,
novas perspectivas a respeito destes subprodutos estdo sendo explorados, como na
producdo de aditivos ou suplementos alimentares com alto valor econdmico e nutricional
(SAHRAOUI et al., 2011).

Tanto no cultivo como nos processamentos dos citrus sdo gerados grandes
volumes de residuos. Por exemplo, no manejo dos pomares € realizada a remocao e
descarte de parte dos frutos verdes para garantir uma melhor qualidade final (CHON e
CHON, 1997). O residuo do processamento de frutas citricas € s6lido gerado a partir da
extracdo do suco, sendo 90% destes s6lidos provenientes das industrias de processamento
de laranjas, constituido por casca (albedo e flavedo), pedacos de membranas, bagaco de
polpa, vesiculas de suco e sementes, totalizando de 44 a 50% do peso total da fruta
(WIDMER et al., 2010).

Estes subprodutos citricos sdo considerados uma fonte valiosa de ingredientes
funcionais, notadamente flavonoides, fibras alimentares e Oleos essenciais

(SENEVIRATHNE er al., 2009). Além destas aplicagdes, a partir do exocarpo,
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mesocarpo e endocarpo podem ser obtidos produtos como doces, aminoacidos e diversas
vitaminas (principalmente a vitamina C) e, esséncias aromdticas (oleosa e aquosa)
(TIENNE et al., 2004).

Segundo Pelizer et al. (2007), os residuos de frutos citricos sdo uma rica fonte de
flavonoides naturais, considerando a quantidade de residuo gerado e a alta concentracio
desses compostos fendlicos. As cascas de citrinos podem ser exploradas por indudstrias
farmaceéuticas e alimenticias (MA et al., 2008). Apesar disso, 0s compostos presentes na
casca de citricos sdo, geralmente, processados na forma de subprodutos ou desperdig¢ados,

resultando na poluicao ambiental (MA et al., 2008).

3.2. OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS CITRICAS: OBTENCAO,
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E ACAO ANTIFUNGICA

Segundo a resolugdo — RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007, 6leos essenciais sao
produtos de origem vegetal obtidos por processos fisicos como a destilacdo por arraste
com vapor de dgua, destilacdo a pressao reduzida ou por outro método adequado. Simdes
et al. (2010) designam O6leos essenciais como liquidos voldteis com uma alta
complexidade na sua estrutura, apresentando pouca solubilidade em agua e soliveis em
solventes organicos apolares como o éter.

Os 6leos essenciais sdo extraidos de vdrias partes dos vegetais, pois ocorrem em
diferentes 6rgdos das plantas aromaticas como nos caules (canela, carqueja, pau rosa),
nas folhas (eucalipto, capim-limao, menta), sementes (noz moscada), flores (camomila,
lavanda, laranjeira), frutos (erva-doce, funcho), raizes (vetiver) e rizomas (gengibre)
(BIASI e DESCHAMPS, 2009).

A producio de 6leo essencial estd relacionada com a sobrevivéncia do vegetal na
natureza, desempenhando o papel de defesa contra possiveis ameagas, como
microrganismos, insetos € outros agentes (SIANI ez al. 2000). Estes 6leos possuem
substancias biologicamente ativas, o que chama aten¢do como matéria prima para
industria farmacéutica e de alimentos (SANTANA, 2013; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Por outro lado, a sua porcentagem nas plantas ¢ muito baixa, raramente passando
dos 1%, com algumas excegdes como o cravo e a noz-moscada, que podem chegar a mais

de 10%. Além disso, as composi¢des dos Oleos essenciais gerados de diferentes vegetais
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refletem o metabolismo de acordo com as condi¢cdes ambientais, como solo, clima,
altitude e luminosidade (CARVALHO et al., 2006).

A maioria dos 6leos essenciais sao comercializados para fins terapéuticos devido
sua qualidade aromatica, contudo, nos ultimos anos varias pesquisas foram iniciadas por
inddstrias devido as suas diversas propriedades funcionais e também pelo seu uso como
conservante natural (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; BERALDO et al.,
2013).

Os dleos essenciais de frutas citricas sdo formados por hidrocarbonetos
monoterpénicos, sesquiterpénicos e monoterpénicos oxigenados. Os 6leos voldteis da
casca do fruto e das folhas do limdo sdo ricos em limoneno, b-pineno, g-terpinoleno, neral
e geraniale (GHELARDINI ez al., 1999; VEKIARI et al., 2002).

Os dleos essenciais extraidos de casca das frutas citricas apresentam uma grande
quantidade de aplicagdes terapéuticas e industriais, sendo utilizados nas industrias de
cosméticos, farmac€utica, materiais de limpeza e na inddstria de alimentos, como por
exemplo, na producdo de bebidas e balas, possuindo grande importancia econdmica
(BOUSBIA et al. 2009).

A forma como esses 6leos essenciais sao extraidos vai depender de fatores como:
o composto que se deseja obter; a localizacdo do 6leo na planta; e a quantidade do 6leo
(SIMOES et al., 2003). Cada método de extracdo é capaz de produzir diferentes tipos de
extratos com composicdo quimica diferente a partir de uma mesma espécie vegetal
(WOLFFENBUTTEL, 2010).

A composicdo do 6leo essencial é determinada principalmente pelo gendtipo da
planta, podendo variar consideravelmente de espécie para espécie. Todavia, parametros
climéticos e fatores agrondmicos como fertilizacao, altitude, tipo de solo, época, data da
colheita e o processo de destilagdo também afetam a composi¢do e o teor do 6leo obtido
(KERROLA; GALAMBOSI; KALLIO, 1994; BORSATO et al., 2008).

Segundo Lupe (2007), os principais métodos utilizados para extracdo de 6leo
essencial sdo os seguintes: (a) enfleuragem, utilizada para extrair o 6leo essencial da
pétala das flores; (b) arraste por vapor d’agua, utilizado para extrair 6leo de plantas
frescas, sendo o método mais tradicional e o mais utilizado; (c) extragdo com solvente,
através de solvente apolar, método pouco utilizado comercialmente; (d) prensagem,

utilizado para extrair o 6leo essencial de frutos citricos; e (e) extracdo por didéxido de
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carbono supercritico, responsavel por recuperar aromas essenciais de varios tipos € nao
somente o Oleo essencial, sendo o método mais viavel industrialmente.

Quando se trata da producido de 6leos essenciais de frutas citricas, o método mais
utilizado para producdo € a prensagem, no qual os frutos sdo submetidos a prensas
hidréulicas, esmagando-os e produzindo assim, o suco e o 6leo essencial. Posteriormente,
o suco ¢ separado do o6leo essencial através de jatos d’agua, formando uma emulsdo, e
logo em seguida sdo utilizadas diversas operagdes unitdrias, como a decantagdo,

centrifugacdo ou destilacdo fracionada para completa separa¢do (LUPE, 2007).

3.2.1 OLEO ESSENCIAL DE LIMAO

O componente majoritario do 6leo essencial de limdo é o limoneno. O citral
domina entre os aldeidos, o qual é responsavel pelas propriedades aromdticas do 6leo.
Além destes compostos, podem ser encontrados: os monoterpenos (a-tujeno, o e -
pipeno, canfeno, mirceno, a e B-felandreno, a e Y'-terpineno, terpinoleno, -ocimeno, p-
cimeno, 3-careno); monoterpenos oxigenados (hidrato de sabineno, linalol, endo-fenchol,
canfora, citrnelol, borneol, terinterpineol, nerol, neral, geraniol, geranial, citronelol);
sesquiterpenos (c-elemeno, E-caryphelleno, a-trans-bergaboleno, o-humuleno, E- -
farneseno, curcumeno, valenceno, biciclogermacreno, o-muroleno o e bisaboeno);
sesquiterpeno oxigenados (4lcool carypheleno, germacreno, a-muurolo, a-cadinol, a-
bisabolol, E-farnesol) e outros compostos como o 4cido palmitico e acido linoleico
(SILVA, 2009). No geral, o 6leo essencial de limdo € relatado com teor de 92 a 94% de
hidrocarbonetos e 6 a 8% de compostos oxigenados (COELHO, 2000; LOTA et al., 2002;
FERHAT et al., 2007; AZAMBUIJA, 2012).

3.2.2 OLEO ESSENCIAL DE LARANJA

Os 6leos essenciais de frutas citricas sao encontrados em glandulas localizadas
na superficie da casca, sendo o processo de extracdo mais comum a destilacdo por
arraste a vapor e prensagem (SANTOS et al., 2003).

As cascas das laranjas sdao prensadas para extrair o 6leo, em seguida sao
realizados outros procedimentos para separagdo e obtencdo do dleo puro,

apresentando-se limpido, de cor amarela-escura, com um cheiro forte caracteristico e
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amargo (MULLER, 2011).

O ¢leo essencial da casca da laranja € uma mistura complexa que pode chegar
a 300 componentes quimicos que se dividem em duas fracdes, a ndo volatil, formada
por carotenoides, flavonoides e coumarinas; e a volatil composta por aldeidos, cetonas,
hidrocarbonetos terpénicos, como o limoneno, mirceno, valenceno e linalol, dlcoois e
ésteres. A fracdo volatil corresponde de 94 a 96% do 6leo total, podendo conter mais
de 100 compostos em tragos (SANTOS; SERAFINI; CASSEL, 2003).

Também presente no 6leo essencial de laranja, o limoneno chega a cerca de
90% da composi¢do do 6leo, sendo o componente majoritdrio, seguido de 3% de
mirceno, 1% de a-pineno, 0,5% de sabineno, 0,2% de decanal, 0,4% de linalol e
diversas outras substancias contidas em menores propor¢des. No geral, o 6leo essencial
de laranja trata-se de um produto rico em monoterpenos, razdo pela qual o 6leo tende
a deteriorar-se com o decorrer do tempo quando ndo armazenado da forma correta,
resultando em um 6leo rancoso (AZAMBUIJA, 2012).

Os terpenos sdao metabdlitos secundérios de plantas, os quais sdo responsaveis
pela defesa contra microrganismos e insetos (GERSHENZON E DUDAREVA, 2007),
além de possuir diversas funcdes bioldgicas incluindo acdo antiviral, anti-
hiperglicémica, anti-inflamatdria e antiparasitaria (PADUCH et al., 2007).

Em estudos realizados por Ambrosio et al. (2017), o dleo essencial de laranja
demonstrou atividade antibacteriana sobre bactérias patogénicas (Salmonella
Enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Listeria
innocua) e atividades menores sobre bactérias benéficas (Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus e Bacillus subtilis). O 6leo essencial de laranja possui efeitos
antioxidante demonstrado em pesquisas in vitro, podendo reduzir espécies reativas de

oxigénio de macrofagos alveolares ativados (RANTZSCH et al., 2009).

3.2.3 OLEO ESSENCIAL DE TANGERINA

O dleo essencial de tangerina possui diversas funcdes bioldgicas, dentre elas as
propriedades antissépticas, antiespasmddicas, sedativas no tratamento de problemas
digestivos e na diminuicdo do stress. Seus principais componentes sao o o-pineno, -
pineno, limoneno, citronelal, linalol, B-cariofileno, a-farneseno e o dodecanal
(CUNHA et. al., 2012; JOHNSON et al., 2013).

A atividade fungicida de dleos essenciais de frutas citricas foi verificada em
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uma grande quantidade de fungos pds-colheita, incluindo Alternaria alternata,
Colletotrichum gloeosporioides, Rhizopus stolonifer e Aspergillus spp. (KUMAR et
al., 2008; BOSQUEZ-MOLINA et al., 2010; DAFEREA et al., 2013; STEVIC et al.,
2014).

3.3.  OLEOS ESSENCIAIS COMO TRATAMENTO ALTERNATIVO

A extragdo de 6leos essenciais dos residuos de frutos do género Citrus, pode ser
uma alternativa vidvel para agregar valor a um subproduto e consequentemente diminuir
os efeitos negativos causados pelos residuos gerados na industria através da producio de
6leos essenciais (REZZADORI; BENEDETTI; AMANTE, 2012; ZULIAN; DORR;
ALMEIDA, 2013).

Diversas tecnologias estdo sendo adotadas como alternativas aos defensivos
quimicos para o controle de doengas em plantas, como controle cultural, rotacdo de
culturas, incorporacdo de matéria organica no solo, cultivo consorciado, plantio de
espécies e variedades resistentes (CANDIDO SILVA; MELO, 2013), o uso de agentes de
controle biolégico (ZIVKOVIC et al., 2010; AKILA et al., 2011; BONETT ez al., 2013;
ASHWINI; SRIVIDYA, 2014; YAN et al., 2014; CHE et al., 2015; THANGAVELU;
GOPI, 2015), indugdo de resisténcia sisttmica (DEMARTELAERE et al., 2017) e o uso
de extratos vegetais e Oleos essenciais extraidos de plantas aromdticas (BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004; CARNELOSSI et al., 2009).

O uso de 6leos essenciais contra fungos fitopatogénicos foi descrito por diversos
autores, como Rozwalka et al. (2008), que reportou a utilizacao de 6leo essencial de cravo
a 10% contra Glomerella singulata e Colletotrichum gloeosporioides em frutos de goiaba.
Kishore, Pand e Harish (2007) avaliaram a atividade inibitoria da germinagdo de esporos
e constataram que Oleo de canela, citral e 6leo de cravo inibiram acima de 90% os
fitopatdégenos Cercospora arachidicola, Phaeoisariopsis personata € Puccinia arachidis,
quando utilizado a 0,01% v/v. Os autores afirmam ainda que os 6leos que apresentaram
caracteristicas antifiingicas atuam reduzindo o crescimento micelial e induzem a quebra
e a evacuacdo citoplasmatica em fungos.

A utilizagao destes compostos naturais contra fungos fitopatégenos surgem como
uma alternativa menos agressiva ao meio ambiente (SILVA et al., 2017). Além de

diminuir a dependéncia dos defensivos quimicos, os métodos alternativos para o controle
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de doencas em plantas t€m como objetivo conciliar a produgao de alimentos seguros, a

preservacdo ambiental e a viabilidade econdmica (FAROOQ et al., 2011)

3.4. DETERIORACAO FUNGICA NA PRODUCAO AGRICOLA: A ACAO DO
Colletotrichum gloesporioides

Estima-se que em 2050 a populacdo humana poderd alcancar 9,1 bilhdes de
habitantes (FAO, 2009). Tornando-se uma preocupacao mundial, pois um dos aspectos
mais importantes na produ¢do de alimentos até a pds-colheita de produtos agricolas sdao
as perdas ocorridas antes ou depois do processamento, podendo chegar a 50% em algumas
variedades de vegetais (RODRIGUES, 2006). As doencas ocasionadas por fungos sdo as
principais responsaveis pelos prejuizos causados aos produtores, chegando a cerca de
90% do total (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Fungos fitopatogénicos podem afetar todas as partes das plantas, desde o seu
sistema radicular até os seus frutos, causando uma diminui¢cdo na produtividade e na
qualidade, além da reducdo da validade dos produtos acometidos por doencgas
superficiais, devido a destrui¢do do tecido, tornando-os menos atrativos comercialmente
(GADELHA, 2002).

A infecg¢do inicia-se com um ou poucos patdgenos especificos, seguida por uma
enorme invasio de patogenos secunddrios que surgem apoés a infec¢do primdria. Estes
patdgenos agridem os tecidos dos vegetais, aumentando de forma notavel o dano
provocado pela infecgdo inicial (OLIVEIRA et al., 2006).

Fungos do género Colletotrichum estao listados entre os dez fungos
fitopatogénicos mais importantes do mundo, tanto por sua relevancia cientifica quanto
pela importancia econdmica (DEAN et al., 2012). Espécies de Colletotrichum infectam
mais de 30 gé€nero de plantas (DAMM et al., 2012a, b; FARR; ROSSMAN, 2017),
causando antracnose e doencas pés-colheita em diversas culturas, como os cajueiros,
mamoeiros, videiras, citrinos, abacateiros, mangueiras e goiabeiras (LOPEZ; LUCAS,
2010; UDAYANGA et al, 2013; YAN et al, 2015; AIELLO et al., 2015;
HUNUPOLAGAMA et al., 2015).

Dentre as diversas espécies deste género, a espécie Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc destaca-se por ser um patégeno ubiquo e

cosmopolita, infectando mono e dicotiledoneas (SHARMA; KULSRHESTHA, 2015),
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sendo capaz de infectar pelo menos 1.000 espécies vegetais (PHOULIVONG et al.,
2010).

Nos frutos, as lesdes de antracnose possuem didmetro varidvel contendo uma
massa de conidios de coloragao alaranjada ou résea, chamada de cirro, em seu interior
(REIS et al., 2009). Quando presente na semente, o fungo causa “damping off” de pré e
pos-emergéncia, atingindo tecidos vegetais jovens, que ainda dependem das reservas das

sementes (PAVAN et al., 2016).

3.5 PESQUISAS COM AGENTES ANTIFUNGICOS.

Alguns estudos comprovam que 6leos essenciais e extratos vegetais sao eficientes
no combate a espécies do género Colletotrichum. Souza Junior, Sales e Martins (2009)
demonstraram que os Oleos essenciais de Lippia sidoides e Lippia citriodora em
concentracdes entre 0,1 e 1,0 % sdo capazes de inibir Colletotrichum gloeosporioides.

O dleo essencial de Atroveran (Ocimum selloi) diminuiu a germinacdo de
Colletotrichum gloeosporioides em 93% na concentracdo de 1.000 ppm (COSTA et al.,
2015). Os oleos essenciais de cidrdo (Lippia citriodora), capim-santo (Cymbopogon
citratus), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum), goiabeira vermelha (Psidium guayava
var. pomifera) e alecrim-pimenta (Lippia sidoides) em concentracdes entre 1 e 10 uL/mL,
impossibilitam a germina¢do e desenvolvimento deste patdgeno.

Marinelli et al. (2012) observaram atividade fungicida do 6leo de melaleuca e
verificaram inibicdo total do crescimento de Colletotrichum gloeosporioides na
concentracdo de 0,46%. Freire et al. (2012) avaliaram o efeito do 6leo de hortela (Mentha
piperita) no controle da mesma espécie citada acima e obtiveram inibi¢do total na
concentracao de 0,2%.

A aplicag@o in vitro do 6leo essencial de mastruz (Chenopodium ambrosioides)
sobre o crescimento de Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum musae e
Fusarium oxysporum causou a total inibicdo dos fungos na concentracdo de 0,3%
(JARDIM et al.,, 2010). Avila-Sosa et al. (2008) verificaram a eficdcia de extratos
vegetais de Baccharis salicifolia, orégano mexicano (Lippia berlandieri) e marigold
mexicana (Tagetes lucida) na inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum

gloeosporioides. Hossain et al. (2008) verificaram a a¢do antiftiingica do 6leo essencial
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de cha de java (Orthosiphon stamineus) na concentragao minima entre 500 e 1000 ug/mL
sobre Colletotrichum. capsici.

Estudos realizados por Asgar et. al. (2016) avaliaram a eficdcia do d6leo de
gengibre e do extrato combinado com goma ardbica no controle da antracnose em frutos
de mamdes. O 6leo de gengibre combinado com a goma ardbica inibiu a germinacgdo dos
conidios de Colletotrichum gloeosporioides em 93%. Rozwalka et al. (2008) avaliaram o
extrato de gengibre (Zingiber officinale) e evidenciaram o potencial destes extratos
utilizados, com efeito inibitério sobre o crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides.

Silva (2009) constatou total inibicdo do Colletotrichum gloeosporioides
utilizando 6leo essencial de copaiba, porém, os autores escolheram uma metodologia na
qual distribui-se 100 uL. do 6leo na superficie da placa de Petri antes de adicionar o disco
fungico. Estudos realizados por Sousa et al. (2012) também relataram inibicdo no
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides utilizando o d6leo de copaiba,
obtendo didmetro das colOnias variando entre 6,36 cm a 0,20% do 6leo € 4,54 cm a 1%.

O uso de 6leos na agricultura pode ser relevante e com potencial de crescimento
no cendrio global de protecao de alimentos, podendo melhorar de forma quantitativa e
qualitativa a producdo de alimentos, além de permitir o acesso a uma alimentacdo
adequada e sauddvel para todas as pessoas, no caminho rumo de uma efetiva seguranca

alimentar ( FISHER & PHILLIPS, 2008).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS E PREPARACAO DE BLENDS

Os ¢leos essenciais de limao Thaiti (Citrus aurantifolia), laranja doce (Citrus
aurantium) e tangerina (Citrus reticulata) foram comprados em uma industria
especializada do setor. A partir dos 6leos essenciais puros foram preparados quatro
blends: Blend 1 (25% limao + 50% laranja + 25% tangerina); Blend 2 (25% limao + 25%
laranja + 50% tangerina); Blend 3 (50% limao+ 25% laranja + 25% tangerina); Blend 4
(33,33% limao + 33,33% laranja + 33,34% tangerina).

4.2. OBTENCAO DO ISOLADO FUNGICO

O 1solado fungico 3331 de Colletotrichum gloeosporioides foi fornecido pela
colecao de fungos fitopatogénicos Prof. Maria Menezes da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE) e preservado em dgua destilada estéril pelo método Castellani

até a realizacdo dos experimentos (CASTELLANI, 1967).

4.3. LOCAL DO EXPERIMENTO

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do
Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar, da Universidade Federal de Campina

Grande, Campus de Pombal.

4.4. TRATAMENTOS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizados
em esquema fatorial 7x8+2, sendo 7 formulagdes de dleos essenciais (3 dleos essenciais
puros e 4 blends) em 8 concentragdes (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25; 0,5 e 1,0%),
uma testemunha negativa (0,0%), uma testemunha positiva (fungicida comercial Thiram

na concentracdo recomendada pelo fabricante - 1 mL L!) com 5 repeticdes cada.
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Os diferentes tratamentos foram incorporados ao meio de cultura BDA (Batata
Dextrose Agar) e vertidos em placas de Petri. Apés a solidificagdo, discos miceliais de
Icm (@) foram retirados das margens de uma cultura de 7 dias e transferidos ao centro de
cada placa contendo os tratamentos. As placas foram envoltas em plastico filme e
incubadas por 7 dias em incubadora B.O.D (Biochemical Oxigen Demand) a 27+2°C.

O crescimento micelial foi mensurado diariamente até que a colonia tomasse toda
a superficie do meio de cultura em uma das placas ou no periodo miximo de 7 dias. A
avaliacdo do crescimento micelial consistiu em medi¢des didrias do didmetro das
coldnias, obtidas através da média de duas medidas perpendiculares, usando paquimetro
digital. Com o resultado das medidas, foram calculadas a porcentagem de inibi¢do de
crescimento micelial (PIC; BASTOS 1997) e o indice de velocidade de crescimento

micelial (IVCM; OLIVEIRA, 1991), segundo as férmulas (1) e (2):

PIC = (Crescimento da testemunha—Crescimento do tratamento)x100 (1)
- Crescimento da testemunha
Diametro médio atual—Diametro médio anterior
IVCM = ) 2)

Numero de dias ap6s a inoculagao

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Para verificar o efeito das concentragdes das formulacdes sobre o crescimento do
fungo, foram realizadas regressdes quadraticas. O efeito das formulagdes dos dleos,
concentracdes e interacdo entre essas duas fontes de variacdo sobre o crescimento do
fungo sera verificada utilizando uma PERMANOVA de dois fatores (ANOV A com 9999
permutagdes). Para testar a diferenca entre tratamentos com as formulagdes de dleos e
tratamento com fungicida (testemunha positiva), foi utilizado o teste de Scott-Knott.
Serdo consideradas significantes as diferencas com valor de probabilidade abaixo de 5%.
As andlises foram realizadas nos programas Past 3.12 (HAMMER; HARPER; RYAN,
2001) e R 3.5.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desse estudo foram dispostos no formato de artigo cientifico a ser

submetido junto ao periddico Research, Society and Development — ISSN 2525-3409.

Efeito de misturas de dleos essenciais de espécies de citrus no controle

de Colletotrichum gloeosporioides

Plinio Tércio Medeiros de Azevedo; Kevison Romulo da Silva Franca; Tiago Augusto

Lima Cardoso; Everton Vieira da Silva

RESUMO: Este trabalho avalia o potencial fungitéxico de misturas de 6leos essenciais
de limdo Thaiti, laranja doce e tangerina sobre Colletotrichum gloeosporioides. Os
experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 7x8+2, sendo 7 formulacdes de 6leos essenciais (4 misturas e 3 6leos essenciais
puros utilizados como comparativos) em 8 concentragdes cada (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1;
0,2; 0,25; 0,5 e 1,0%), uma testemunha negativa (0,0%), uma testemunha positiva
(fungicida comercial Thiram na concentraciio recomendada pelo fabricante - 1 mL L)
com 5 repeti¢cdes cada. Os diferentes tratamentos foram incorporados em meio de cultura
BDA (Batata Dextrose Agar) e vertidos em placas de Petri. As placas contendo os
tratamentos foram inoculadas com C. gloeosporioides e incubadas durante sete dias a 27
+ 2°C. O crescimento foi mensurado diariamente e para verificar a diferenca entre
tratamentos foram calculados a porcentagem de inibicdo de crescimento micelial e o
indice de velocidade de crescimento micelial. Todas as concentragdes de dleos essenciais
de citrus e suas misturas inibiram o crescimento micelial de C. gloeosporioides. As
maiores inibi¢des foram obtidas utilizando-se os 6leos essenciais puros de limao, laranja
e tangerina, com valores médios de inibi¢do de 67,7; 56,1 e 55,9%, respectivamente.
Enquanto que as misturas promoveram inibicdes menores que o tratamento com O
fungicida comercial. Recomenda-se a realizacdo de testes in vivo para verificar se as
misturas de 6leos essenciais de citrus apresentam melhor controle sobre o crescimento de

C. gloeosporioides em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Citrus aurantifolia, Citrus aurantium, Citrus reticulata, Controle

alternativo, Crescimento micelial, Fungitoxidade, Fungos fitopatogénicos.
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ABSTRACT: This work evaluates the fungitoxic potential of essential oils blends of
lemon 'Thaiti', sweet orange, and mandarin on Colletotrichum gloeosporioides. The
experiments occurred in a completely randomized design in a 7x8 + 2 factorial scheme,
with seven formulations of essential oils (4 mixtures and 3 pure essential oils used as
comparatives) in eight concentrations each (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.25, 0.5, and
1.0%), one negative control (0.0%), and one positive control (commercial Thiram
fungicide at the concentration recommended by the manufacturer - 1 mL L), with 5
repetitions each. The different treatments were incorporated into PDA culture medium
(Potato Dextrose Agar) and poured into Petri dishes. The plates containing the treatments
were inoculated with C. gloeosporioides and incubated for seven days at 27+2°C. Growth
was measured daily to calculate the percentage of mycelial growth inhibition and the
mycelial growth rate index. All concentrations of citrus essential oils and the blends
inhibited the mycelial growth of C. gloeosporioides. The pure essential oils of lemon,
orange, and tangerine provided the greatest inhibitions, with average values of 67.7, 56.1,
and 55.9%, respectively. The blends promoted lower inhibitions than the treatment with
the commercial fungicide. We recommend to carry out in vivo tests to verify if the blends
of citrus essential oils have better control over the growth of C. gloeosporioides under

field conditions.

Keywords: Citrus aurantifolia, Citrus aurantium, Citrus reticulata, Alternative control,

Mycelial growth, Fungitoxicity, Phytopathogenic fungi.

INTRODUCAO

Pertencente a familia da Rutaceae, as frutas dos géneros Citrus fazem parte das
frutas mais cultivadas no mundo inteiro, incluindo toranjas, laranjas, limas, tangerinas,
mandarinas e limdes (SHARMA et al., 2017). Este género € bastante conhecido por
apresentar elevadas propriedades nutricionais e medicinais, sendo uma 6tima fonte de
vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos, como carotenoides, alcaloides,
flavonoides e polifenéis (OKWI; EMENIKE, 2006; MAHATO et al., 2018).

Os frutos citricos possuem diversos metabdlitos secundarios, formados por
misturas de compostos em diferentes concentracdes, presentes principalmente nas cascas,

onde atuam no sistema de protecdo da prépria planta, a exemplo dos terpenoides,
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carotenoides, cumarinas, furanocumarinas e flavonoides, sobretudo as flavononas e
flavonas (AHMAD et al., 2006). Os Oleos essenciais de frutas citricas como o limao
(Citrus aurantifolia), laranja doce (Citrus aurantium) e tangerina (Citrus reticulata) tém
sido estudados ha alguns anos e as suas atividades bioldgicas, incluindo atividade
antimicrobiana, vém sendo bem documentadas (CHOI et al. 2000; SISKOS et al. 2008;
PATIL et al. 2009; ARAUJO JUNIOR et al., 2010). O limoneno, um hidrocarboneto
monoterpeno, tem sido apontado como constituinte majoritario nos 6leos essenciais de
frutas citricas (NJOROGE et al., 2006), havendo relatos na literatura da sua
potencialidade como agente antifingico (CHEE; KIM; LEE, 2009; MAREI et al., 2012).

Fungos fitopatogénicos podem afetar todas as partes das plantas, desde o seu
sistema radicular até os seus frutos, causando uma diminui¢do na produtividade e na
qualidade, além da reducdo da validade dos produtos acometidos por doencgas
superficiais, devido a destrui¢do do tecido, tornando-os menos atrativos comercialmente
(GADELHA, 2002). O género Colletotrichum, por exemplo, inclui agentes patogénicos
causadores da antracnose, sendo o Colletotrichum gloeosporioides o principal agente
infectante. Esta doencga distribui-se no mundo inteiro e estd associada a uma grande
variedade de plantas cultivadas (DEAN et al., 2012; LIMA et al., 2015 e PEREIRA,
2016). Ela afeta principalmente os frutos e os sintomas surgem nas etapas de pré e pos-
colheita como pequenos pontos de cor marrom tendendo a preto, que crescem e espalham-
se até atingir grande parte do fruto, necrosando-o por completo (PEGG et al., 2002;
BARBOSA et al., 2015).

O tratamento quimico tem sido a principal abordagem no controle da antracnose
em func¢do da sua eficécia e facilidade de aplicacao (LIMA et al. 2012). No entanto, a alta
toxicidade e o gerenciamento inadequado desses produtos ocasionam impactos
ambientais, danos a saide humana e ainda favorecem o surgimento de cepas com
resisténcia aos agroquimicos utilizados com frequéncia (CRUZ et al. 2010; BEBBER;
GURR, 2015; PICCINI et al. 2016; RODRIGUES, 2019).

Nessa perspectiva, € necessdrio investigar produtos alternativos aos defensivos
utilizados convencionalmente, que sejam eficazes no controle desses patégenos e que nao
oferecam riscos ao meio ambiente ou a saide humana. Entre os produtos testados para
esta finalidade, encontram-se os 6leos essenciais, cuja atividade antifingica tem sido

comprovada em diversos estudos.
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Brand (2012) demonstrou que a exposi¢do ao limoneno inibiu o crescimento e
germinacdo de esporos de espécies de Colletotrichum isoladas de plantas de citrus. O
citral (mistura dos isOmeros neral e geranial presente nos dleos essenciais) reduziu
crescimento micelial de Fusarium oxysporum cubense, C. gloeosporioides, Bipolaris sp.
e Alternaria alternata (GUIMARAES et al., 2011). O éleo essencial de tangerina com
46,7% limoneno € capaz de inibir o crescimento de Alternaria alternata, Rhizoctonia.
solani e Curvularia lunata (CHUTIA et al., 2009).

Tendo em vista uma grande quantidade de compostos bioativos presentes nos
6leos essenciais do género Citrus e também por possuirem diversas propriedades
bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana (CHOI et al., 2000), a utilizacao dos 6leos
essenciais de Citrus podem ser uma alternativa promissora no controle de doencas
causadas por fungos fitopatogénicos. Assim, objetivou-se com o presente trabalho avaliar
o efeito in vitro dos 6leos essenciais de limdo Thaiti, laranja doce, tangerina e diferentes

misturas dos trés 6leos sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.

MATERIAL E METODOS

Local dos experimentos e obtencao dos materiais

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do
Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar, da Universidade Federal de Campina
Grande, Campus de Pombal. O experimento foi realizado no periodo de Agosto a
Setembro de 2019.

O 1solado fungico 3331 de Colletotrichum gloeosporioides foi fornecido pela
colecdo de fungos fitopatogénicos Prof. Maria Menezes da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE) e preservado em dgua destilada estéril pelo método Castellani
até a realizacdo dos experimentos (CASTELLANI, 1967).

Os dleos essenciais de limao Taiti (Citrus aurantifolia), laranja doce (Citrus
aurantium) e tangerina (Citrus reticulata) foram obtidos pelo processo de prensagem a
frio da casca dos frutos, de acordo com as técnicas adotadas pela FERQUIMA — Industria

e Comércio Ltda, Vargem Grande — SP.
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As misturas foram obtidas a partir da adi¢do dos 3 6leos essenciais em tubos de
ensaio estéreis com posterior agitacdao em agitador tipo vortex. O preparo das misturas foi
feito de acordo com as seguintes propor¢des:

e Mistura 1 (25% limédo + 50% laranja + 25% tangerina);
e Mistura 2 (25% liméao + 25% laranja + 50% tangerina);
e Mistura 3 (50% limao+ 25% laranja + 25% tangerina);
e Mistura 4 (33,33% limao + 33,33% laranja + 33,34% tangerina);

Tratamentos e delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 7x8+2, sendo 7 formulacdes de 6leos essenciais (4 misturas e 3 dleos
essenciais puros para comparacdo) em 8 concentragdes (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2;
0,25; 0,5 e 1,0%), uma testemunha negativa (0,0%), uma testemunha positiva (fungicida
comercial Thiram na concentracdo recomendada pelo fabricante — 1 mL L) com 5
repeticoes cada.

As concentracgoes testadas foram determinadas a partir de concentragdes iniciais
baseadas na literatura (CHUTIA et al., 2009; VITORATOS et al., 2013; ALOUI et al.,
2014). Para a obtencdo das concentragdes finais foi utilizado o procedimento de diluicdao

direta em meio de cultura fundente (PEREIRA et al., 2006).

Procedimentos experimentais

Os diferentes tratamentos foram incorporados ao meio de cultura BDA (Batata
Dextrose Agar) e vertidos em placas de Petri. Apés a solidificacdo, discos miceliais de
Icm (@) foram retirados das margens de uma cultura de 7 dias e transferidos ao centro de
cada placa contendo os tratamentos. As placas foram entio envoltas em pléstico filme e
incubadas por 7 dias em incubadora B.O.D (Biochemical Oxigen Demand) a 27+£2°C.

O crescimento micelial foi mensurado diariamente até que a coldnia tomasse toda
a superficie do meio de cultura em uma das placas ou no periodo miximo de 7 dias. A
avaliacdo do crescimento micelial consistiu em medi¢des didrias do didmetro das
coldnias, obtidas através da média de duas medidas perpendiculares usando paquimetro

digital. Com o resultado das medidas, foram calculadas a porcentagem de inibi¢do de
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crescimento micelial (PIC; BASTOS 1997) e o indice de velocidade de crescimento

micelial (IVCM; OLIVEIRA, 1991), segundo as férmulas (1) e (2):

(Crescimento da testemunha—Crescimento do tratamento)x100

PIC =

ey

Crescimento da testemunha

Diametro médio atual—Diametro médio anterior

IVCM = ¥

(2)

Numero de dias ap6s a inoculagio

Analise estatistica dos dados

Para verificar o efeito das concentragdes das misturas e dos 6leos isoladamente
sobre o crescimento do fungo foram realizadas regressdoes quadréticas. As regressoes
foram realizadas no programa R Core Team 3.5.1.

O efeito das formulagdes dos Oleos, concentragdes e interagdo entre essas duas
fontes de variagdo sobre o crescimento do fungo foi verificada utilizando uma two-way
PERMANOVA (ANOVA com 9999 permutacdes). Para testar a diferenca entre
tratamentos com as formulagdes de dleos e tratamento com fungicida (testemunha
positiva), aplicou-se o teste de Scott-Knott.

Utilizou-se a estatistica ndo-paramétrica devido a auséncia de varidncia nos
resultados de alguns tratamentos. Foram consideradas significantes as diferencas com

valor de probabilidade de erro abaixo de 5%. As andlises foram realizadas nos programas

Past 3.12 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001) e Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inibicao do crescimento e velocidade de crescimento micelial

Todas as concentragdes dos o6leos essenciais e das misturas reduziram o
crescimento micelial e a velocidade de crescimento de Colletotrichum gloeosporioides
quando comparados a testemunha negativa (Figura 1). As porcentagens de inibi¢do
aumentaram de forma significativa com o aumento das concentragcdes (Figura 2). As
maiores inibi¢des foram obtidas ao utilizar o 6leo essencial de limdo puro na maior

concentragdo testada (1,0%) alcancando um valor médio de 67,7%, seguidos dos 6leos
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essenciais puros de laranja e tangerina, com inibi¢des médias de 56,1 e 55,9,
respectivamente. As associagdes proporcionaram um efeito inibitério inferior quando

comparados aos dleos testados isoladamente.

Figura 1. Comparacio do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides sob

diferentes tratamentos.

0.0125 0.025 0.05 0.1

CA: Oleo essencial de Citrus aurantifolia; CAU: Oleo essencial de Citrus aurantium; CR: Oleo essencial
de Citrus reticulata; M1: Mistura 1 (25% limdo + 50% laranja + 25% tangerina); M2: Mistura 2 (25%
limdo + 25% laranja + 50% tangerina); M3: Mistura 3 (50% limao+ 25% laranja + 25% tangerina); M4:
Mistura 4 (33,33% limao + 33,33% laranja + 33,34% tangerina); TO: Controle negativo (sem
suplementagio); T1: Controle positivo (1 ml L' de Thiram); 0.0125 a 1.0: Concentragdes dos 6leos

essenciais isolados ou em mistura (%).

Figura 2. Efeito das diferentes concentracdes de 6leos essenciais de citrus e misturas
sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides. A linha vermelha mostra

a direcdo do efeito estimado pela regressao quadrética.
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CA: Oleo essencial de Citrus aurantifolia; CAU: Oleo essencial de Citrus aurantium; CR: Oleo essencial
de Citrus reticulata; M1: Mistura 1 (25% limao + 50% laranja + 25% tangerina); M2: Mistura 2 (25%
limao + 25% laranja + 50% tangerina); M3: Mistura 3 (50% limao+ 25% laranja + 25% tangerina); M4:
Mistura 4 (33,33% limao + 33,33% laranja + 33,34% tangerina);

As equacdes geradas pelas regressoes utilizando o modelo quadratico permitiram
o célculo das inibigdes maximas estimadas e as concentragdes necessdrias para 0s
diferentes Oleos essenciais e suas misturas (Tabela 1). A estimativa sugeriu que,
utilizando-se os 6leos essenciais isolados, o potencial inibitério poderia ser elevado em
concentracdes acima de 1,0%. Utilizando o 6leo essencial de tangerina na concentracao
de 2,01%, por exemplo, o crescimento micelial de C. gloeosporioides seria totalmente
inibido. Por outro lado, quanto as misturas, com excecdo da mistura 2, ndo haveria

potencializacdo do efeito inibitdrio se houvesse o aumento na concentragdo testada.

Tabela 1. InibicGes maximas observadas e estimadas de 6leos essenciais de citrus e

misturas sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.
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Inibicao maxima Inibicao maxima Concentracao

observada (%)* estimada (%) necessaria (%)

Citrus aurantifolia 67.6 68.4 1.20
Citrus aurantium 56.1 93,4 2.87
Citrus reticulata 55.9 100 2.01
Mistura 1 42.9 43.2 1.15
Mistura 2 54.8 82.7 2.51
Mistura 3 36.3 40.2 0.81
Mistura 4 471 49.4 0.79

*Valores de inibi¢cdo obtidos na concentragdo maxima testada (1,0%)

De forma inversamente proporcional, a velocidade de crescimento diminuiu a
medida que as concentragdes dos dleos e associagdes aumentaram. Os valores diferiram
significativamente do controle negativo que apresentou a maior velocidade de

crescimento. (Tabela 2).

Tabela 2. Média dos indices de velocidade de crescimento micelial (cm dia™! + DP) de
Colletotrichum gloeosporioides na concentracdo de 1,0% dos 6leos essenciais e misturas

€ nos tratamentos controle.

Tratamento Velocidade de crescimento

Controle negativo 0,83+0,02 a
Citrus aurantifolia 0,27 £0,05d
Citrus aurantium 0,36 £0,04 c
Citrus reticulata 0,36 £0,06 ¢
Mistura 1 0,47 +£0,09b
Mistura 2 0,37 +0,03 ¢
Mistura 3 0,50 +0,04 b
Mistura 4 0,44 +0,03b
Controle positivo 0,00 +£0,00 e

Letras iguais na horizontal ndo diferem significativamente de acordo com teste de Mann-Whitney (p>0,05).

As porcentagens de inibi¢do (PIC) e velocidades de crescimento micelial IVCM)
diferiram significativamente entre as concentragdes de 6leos essenciais e misturas (Tabela
2), havendo interacao significativa entre as fontes de variacao. Em todas as situacoes, foi

observado um efeito dose-dependente, ou seja, houve aumento do efeito inibitério com o
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aumento da concentragdo. No entanto, o aumento das concentragdes foi mais eficiente

quando se utilizou 6leos isolados e a mistura 2.

Tabela 2. Anélise de variancia associada a porcentagem de inibi¢ao de crescimento (PIC)

e velocidade de crescimento micelial (IVCM) entre os tratamentos sobre Colletotrichum

gloeosporioides.
Percentage of Mycelial Growth Inhibition (PGI)
Sources of Variation Sum ofsqrs df Meansquare F p-value
Oils 2543,53 6 423,922 17,13 1,37E-16
Concentrations 64304,4 8 8038,05 3247 4,96E-128
Interaction 9837,42 48 204,946 8,279 1,38E-30
Total 829234 314
Index of Mycelial Growth Speed (IMGS)

Sources of Variation Sum of sqrs df Mean square F p-value
Oils 0,171157 6 0,02826 17,08 1,51E-16
Concentractions 4,39286 8 0,549107 328,7 1,21E-128
Interaction 0,671654 48 0,013993 8,377 6,16E-31
Total 5,65659 314

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam um efeito antifungico
significativo de 6leos essenciais de espécies de citrus sobre o crescimento micelial de C.
gloeosporioides. De acordo com a literatura, o limoneno, um monoterpeno ciclico, é o
componente majoritdrio do 6leo essencial obtido a partir das cascas de frutas citricas (CAI
et al.,, 2019). A sua atividade antifungica pode ser atribuida a inibicdo da
pectinametilesterase (PME), que modifica o grau de metilesterificacdo das pectinas que
sd0 os principais componentes das paredes celulares dos fungos (MAREI et al., 2012). A
perturbacdo da integridade da parede celular e permeabilidade da membrana celular
promovem a perda de moléculas essenciais e causam danos irreversiveis a parede e
membrana celular dos fungos (CAlI et al., 2019).

Em razdo da alta complexidade quimica dos Oleos essenciais, o efeito
antimicrobiano € atribuido muitas vezes ao sinergismo ou antagonismo entre seus
constituintes (RUSSO et al., 2013). A utilizacdo de misturas promoveu um efeito inferior

ao obtido ao testar os 6leos isoladamente, o que leva os autores a sugerirem que a
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interacao entre os constituintes quimicos presentes nos diferentes 6leos que compuseram
as misturas podem ter interagido de forma antagdnica e atenuaram o seu potencial
antimicrobiano.

Utilizando o 6leo essencial de espécies de citrus em concentragdes proximas aos
adotados nesse estudo, diferentes autores obtiveram valores significativos de inibicdo.
Por exemplo, avaliando o potencial antifiingico do 6leo essencial de C. aurantium,
Metoui et al. (2015) obtiveram inibi¢des no crescimento de Fusarium spp., Botrytis
cinerea e Bipolaris sorokiniana variando de 38 a 84% nas concentragdes de 0,2 e 0,4 pL.
mL"! (0,2 e 0,4%). No controle de Alternaria alternata e Fusarium oxysporum, Gomes et
al. (2013) obtiveram a inibic¢ao total de crescimento utilizando o 6leo essencial de C.
aurantifolia na concentragio de 2.000 ug mL™!'. Enquanto, Chutia et al. (2009), obtiveram
inibicdo total do crescimento de Alternaria alternata, Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Helminthosporium oryzae € Cochliobolus lunatus, ao utilizarem o 6leo de C.
reticulata na concentragdo de 0,2%.

No controle de Colletotrichum gloeosporioides, 6leos essenciais de outras
espécies vegetais promoveram efeito antifingico semelhantes aos obtidos no presente
estudo. Por exemplo, o 6leo essencial de aroeira da praia (Schinus terebinthifolius) inibiu
79% do crescimento micelial na concentragdo de 0,5% (OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2013). Enquanto o 6leo de copaiba (Copaifera sp.) na concentragdo de 1,0% inibiu o
crescimento do fungo em 49,5% (SOUSA et al., 2012).

De maneira geral, os 6leos essenciais podem exercer atividade antimicrobiana
sobre uma ampla gama de microrganismos. No entanto, para a obtencdo de um efeito
expressivo, as concentragdes necessdrias variam de acordo com o patégeno estudado.
Além disso, o efeito antifiingico depende diretamente da composi¢ao quimica do 6leo que
tem influéncia direta sobre a sua atividade biolégica, e da sensibilidade dos

microrganismos avaliados a estes componentes (ANTUNES; CAVACO, 2010).

Comparacio dos 6leos essenciais e associacoes com o fungicida comercial

Para determinar a possivel aplicacdo antifungica dos 6leos essenciais de citrus e
associacdes no controle de C. gloeosporioides, o efeito fungitéxico obtido pelos
tratamentos na maior concentragdo testada (1,0%) foi comparado ao obtido por um

fungicida sintético comercial (Tiram). A inibi¢do obtida pelos 6leos essenciais e misturas
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foi inferior a obtida pelo fungicida comercial (Figura 4), sugerindo que em condicdes in
vitro os 0leos essenciais testados ndo sdo capazes de substituir completamente o uso desse

produto.

Figure 4. Inibicio do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides em

diferentes tratamentos.
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CA: Oleo essencial de Citrus aurantifolia; CAU: Oleo essencial de Citrus aurantium; CR: Oleo essencial
de Citrus reticulata; M1: Mistura 1 (25% limao + 50% laranja + 25% tangerina); M2: Mistura 2 (25%
limao + 25% laranja + 50% tangerina); M3: Mistura 3 (50% limao+ 25% laranja + 25% tangerina); M4:
Mistura 4 (33,33% limdo + 33,33% laranja + 33,34% tangerina); TO: Controle negativo (sem

suplementacio); T1: Controle positivo (1 ml L' de Thiram);

Por outro lado, uma importante vantagem da utilizagdo dos 6leos essenciais no
controle de fitopatogenos, € que em funcdo da sua complexidade quimica, o efeito
inibitério € resultado da associacdo de multiplos mecanismos de a¢do que atuam sobre
vérios alvos ao mesmo tempo (HOYOS et al., 2012). Os fungicidas sintéticos, por outro
lado, geralmente possuem um unico alvo de atuacdio (BEBBER; GURR, 2015). As
variadas vias utilizadas para inibir o crescimento dos fungos dificulta o surgimento de
resisténcia microbiana (FENG; ZHENG, 2007).

No presente estudo, a utilizacdo de O6leos essenciais de espécies de citrus
promoveu inibigdes significativas sobre crescimento micelial de C. gloeosporioides. A
utilizacdo desses Oleos essenciais de maneira integrada a outras técnicas de manejo podem
reduzir os impactos ambientais gerados pelo uso exclusivo de defensivos quimicos.

Apesar dos resultados promissores obtidos no presente estudo, sugere-se a
realizacdo de estudos futuros abordando o controle in vivo de C. gloeosporioides com
formulacdes a base da mistura desses 6leos, pois o efeito em condi¢des de campo pode
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diferir de forma consideravel ao que foi obtido nos testes in vitro. Recomentamos o estudo
do efeito desses tratamentos sobre culturas de importancia econdmica € que sejam

estabelecidas concentragdes seguras do produto.

CONCLUSAO

Os o6leos essenciais de limdo Thaiti (Citrus aurantifolia), laranja doce (Citrus
aurantium) e tangerina (Citrus reticulata), utilizados isoladamente, possuem atividade
antifingica sobre Colletotrichum gloeosporioides, mostrando-se promissores no controle
deste fitopatogeno em condi¢des in vitro. A concentracdo de 1,0% promoveu o maior
efeito inibitério. Por outro lado, as misturas destes 6leos nas propor¢des testadas neste

estudo apresentaram baixo potencial antifungico.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, a utilizacdo de Oleos essenciais de espécies de citrus
promoveu inibi¢gdes significativas sobre crescimento micelial de C. gloeosporioides. A
utilizacdo desses 6leos essenciais de maneira integrada a outras técnicas de manejo podem
reduzir os impactos ambientais gerados pelo uso exclusivo de defensivos quimicos.

Apesar dos resultados promissores obtidos no presente estudo, sugere-se a
realizacdo de estudos futuros abordando o controle in vivo de C. gloeosporioides com
formulacdes a base da mistura desses 6leos, pois o efeito em condi¢des de campo pode
diferir de forma consideravel ao que foi obtido nos testes in vitro. Recomentamos o estudo
do efeito desses tratamentos sobre culturas de importincia econdmica e que sejam

estabelecidas concentragdes seguras do produto.
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