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Resumo: O estado do Rio Grande do Sul ¢ o maior produtor de quivi do Brasil, porém a produtividade vem sendo ameagada devido a presenga do patogeno Ceratocystis

fimbriata. Este trabalho objetivou avaliar a eficiéncia dos 0leos essenciais de Foeniculum vulgare (funcho) e Cymbopogon citratus (capim-limao), dos extratos de
Pipper nigrum (pimenta) e pirolenhoso ¢ do fungicida Aliette (fosetyl-Al) no controle de C. fimbriata do quivizeiro em ensaios in vitro € in vivo. Os tratamentos in
vitro foram: 6leo essencial de funcho e capim-limao nas concentragdes de zero, 0,01%, 0,05%, 0,10%, 0,15% e 0,20% v/v; extrato de pimenta nas concentragdes de
zero, 5%, 10%, 15% e 20% v/v; extrato pirolenhoso nas concentragdes de zero, 0,05%, 0,10%, 0,25% e 0,50% v/v; e fungicida fosetyl-Al (250g/100L). O delineamento
usado foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo cada parcela constituida por uma placa de Petri. Para o ensaio in vivo foram utilizadas mudas da
cultivar Bruno com um ano de idade, em vasos de terra de cinco litros, mantidas em casa de vegetagdo. A inoculagdo ocorreu por meio de discos de papel esterilizado,
com didmetro de 0,5 cm, imersos em suspensido do patogeno sobre ferimento provocado previamente. Os tratamentos foram feitos com 6leo essencial de funcho e
capim-lim3o na dose de 0,20% v/v e fosetyl-Al (250g/100L). Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott com 5% de probabilidade de erro. Conclui-se que os 0leos essenciais de capim-liméo e funcho, nas concentragdes de 0,10%, 0,15% e 0,20% v/v, inibiram
completamente (100%) o crescimento de C. fimbriata. O extrato de pimenta ndo teve efeito sobre o crescimento do patdgeno na concentragdo de 20% v/v. No ensaio
in vivo nenhum tratamento apresentou controle da doenga de forma satisfatoria, mas trabalhos futuros com doses maiores poderdo ser realizados.

Palavras-chave: Actinidia deliciosa; Controle alternativo; Fitoprotegao.

Abstract: The state of Rio Grande do Sul is the largest Brazilian kiwi producer, but productivity has been threatened due to the presence of the pathogen Ceratocystis
fimbriata. This work aimed to evaluate the efficiency of the essential oils of Foeniculum vulgare (fennel) and Cymbopogon citratus (lemon grass), of the extracts of
Pipper nigrum (pepper) and pyroligneous and of the fungicide Aliette (fosetyl-Al), in the control of C. fimbriata of kiwi in in vitro and in vivo assays. The in vitro
treatments were: fennel and lemongrass essential oil at concentrations of zero, 0.01%, 0.05%, 0.10%, 0.15%, and 0.20% v/v,; pepper extract in concentrations of
zero, 5%, 10%, 15%, and 20% v/v; pyroligneous extract at concentrations of zero, 0.05%, 0.10%, 0.25%, and 0.50% v/v; and the fungicide fosetyl-Al (250g/100L).
The design used was completely randomized with five replications, with each plot consisting of a Petri dish. For the in vivo test, one-year-old seedlings of the cultivar
Bruno were used in five-liter pots of soil, kept in a greenhouse. Inoculation took place through sterilized paper discs, with a diameter of 0.5 cm, immersed in a
suspension of the pathogen over a previously provoked wound. The treatments were carried out using fennel and lemongrass essential oil at a dose of 0.20% v/v and
Josetyl-Al (250g/100L). The results obtained were submitted to analysis of variance and the means were compared by the Scott-Knott test with 5% error probability.
1t was concluded that the essential oils of lemongrass and fennel, at concentrations of 0.10%, 0.15%, and 0.20% v/v, inhibited completely (100%) the growth of C.
fimbriata. The pepper extract had no effect on the growth of the pathogen at a concentration of 20% v/v. For the in vivo assay, no treatment showed satisfactory
disease control, but future work with higher doses may be performed.

Keywords: Actinidia deliciosa; Alternative control; Phytoprotection.

1. Introducao Bedendo [5] caracteriza C. fimbriata por apresentar
peritécios gregarios, negros, globosos e providos de um rostro
longo. No interior do peritécio sdo produzidos os ascos, que
amadurecem e desintegram-se, liberando os ascosporos, os
quais, posteriormente, acumulam-se no apice do rostro, ficando
imersos numa mucilagem de coloracdo creme. Os ascosporos sao
elipticos, achatados, hialinos e unicelulares. O patégeno pode
formar também endoconidios catenulados, cilindricos, hialinos
e unicelulares bem como macroconidios eliticos, escuros e
unicelulares, localizados na extremidade de conidioforos.

O Rio Grande do Sul tem grande potencial de produgdo do
quivi, porém nos ultimos anos a area plantada e a produtividade
tém crescido pouco. Apds a realizagdo de coletas de plantas que
apresentavam murcha, escurecimento de lenho e redugio do
tamanho dos frutos foi comprovada a existéncia do fitopatogeno
C. fimbriata [1]. A principal forma de disseminagdo da doenga
nos quivizais ocorreu pelo plantio de mudas contaminadas e pelo
uso de equipamentos ndo esterilizados na realizagdo da poda. Essa
doenca caracteriza-se pela murcha da parte aérea da planta, pelo
escurecimento do lenho e pela redugo do tamanho dos frutos [2].
Quando realizados cortes transversais ou longitudinais de ramos
e tronco € possivel observar estrias de cor marrom que indicam
a presenga do patogeno [3,4].

Conforme Santos [6], o fungo pode sobreviver em condigdes
desfavoraveis, como micélio, no interior da planta hospedeira,
ou como clamidodsporos, no solo, em plantas hospedeiras ou em
restos de plantas. O fungo pode ser disseminado pelo homem,
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por insetos vetores, pelo vento e, principalmente, por uso de
ferramentas nao desinfestadas [7].

A infeccdo da planta pelo patégeno pode ocorrer pela
copa ou pelas raizes. Para infectar a planta o fungo precisa de
uma porta de entrada que pode ser uma perfuragdo causada por
inseto ou algum ferimento de poda [8]. Nas raizes aparentemente
ndo ¢ necessario ferimento ou vetor para iniciar a infecgdo. C.
fimbriata inicia a colonizagdo nas células do parénquima até
atingir o sistema vascular e produz estruturas reprodutivas que se
espalham por toda a planta pelo fluxo da seiva bruta. O acimulo
de gomas, polissacarideos e estruturas do fungo ¢ o que causa a
murcha, posteriormente a seca de ramos e a morte da planta [9].

Tran et al. [7] mostraram que Trichoderma viride tem o
potencial de inibir o crescimento de Ceratocystis manginecans
in vitro e reduzir a doenga da murcha de Ceratocystis em mudas
de Acacia mangium.

Atualmente as técnicas disponiveis ndo sdo eficientes contra
a doenga e ndo ha registro de fungicida quimico para combater
esse fitopatogeno, por isso ¢ importante buscar meios alternativos,
como, por exemplo, os 6leos essenciais e os extratos de plantas.

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, com baixo peso molecular, geralmente
liquidas e com odor, constituidos na sua maioria por moléculas
de caracteristica terpénica [10]. Podem ser extraidos da planta
por meio de arraste com vapor d’agua ou hidrodestilagdo. Os
oleos essenciais podem ser uteis no controle fitossanitario, em
que conseguem diminuir ou inibir os efeitos indesejaveis de
microrganismos na agricultura [11-12]. O 6leo essencial de duas
plantas bastante utilizadas para o controle de fitopatdgenos sdo
o capim-limao e o funcho.

O capim-limao, Cymbopogon citratus, também conhecido
como capim-santo, erva-cidreira ou capim-cidreira, pertencente
a familia das Poaceae [13], ¢ uma planta aromatica cultivada
para produgdo comercial de 6leo essencial, o qual geralmente
apresenta como constituintes majoritarios os monoterpenos citral
e mirceno [14-15].

O funcho, Foeniculum vulgare, denominado vulgarmente
por funcho-doce ou erva-doce, pertence a familia das Apiaceas.
A composicdo do 6leo ¢, na sua maioria, de anetol, fenchona e
estragol [16-17].

O extrato pirolenhoso também ¢é conhecido como vinagre
de madeira e licor pirolenhoso, sendo aplicado em diversas areas
como antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatoério. Apresenta
varias formas de aplicagdo, entre elas a utilizagdo agricola como
antifungico [18-19]. Esse extrato ¢ oriundo da condensagdo e
da recuperacdo de gases emitidos na queima da madeira para a
produgdo de carvdo vegetal. Esse liquido possui coloragdo de
amarela a marrom avermelhada, podendo ser obtido de diferentes
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espécies vegetais, como bambu, eucalipto (Eucalyptus spp.) e
pinus (Pinus spp.) [20]. Em sua maior parte ele ¢ composto por
agua e mais de 200 compostos organicos, dentre eles acido acético,
alcoois, cetonas, fenois e alguns derivados de lignina [21-22].

As espécies de Piper sdo plantas aromaticas utilizadas
como temperos na cozinha, mas seus metabolitos secundarios
também tém demonstrado efeitos bioldgicos na satide humana.
Essas plantas sdo ricas em oOleos essenciais, que podem ser
encontrados em seus frutos, sementes, folhas, galhos, raizes e
caules. Entre as propriedades funcionais de Piper, as atividades
antiproliferativas, anti-inflamatdrias ¢ neurofarmacolégicas dos
extratos e dos constituintes bioativos derivados do extrato sdo
consideradas efeitos-chave para a protecdo no controle de doengas
de plantas [23].

Para minimizar o desenvolvimento da doenga o fungicida
utilizado ¢ o Fosetyl-Al, e para que este seja eficaz ¢ necessario
realizar o monitoramento diario da lavoura a fim de verificar os
primeiros sintomas da doenga. No entanto a aplicagio a longo prazo
de fungicidas quimicos causa residuos de pesticidas, polui¢do
ambiental, resisténcia a pesticidas e ameagas a saude humana.
Portanto mais e mais atengao tem sido dada ao biocontrole nos
ultimos anos. O biocontrole de doengas de frutas e hortalicas
com microrganismos seguros e antagonicos e seus metabolitos
¢ considerado uma das alternativas mais promissoras para os
fungicidas quimicos.

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o controle
de C. fimbriata in vitro ¢ in vivo com o0s 0leos essenciais de C.
citratus e F. vulgare, os extratos de pimenta e pirolenhoso e o
fungicida fosetyl-Al.

2. Material e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de
Fitopatologia da Universidade de Caxias do Sul, localizada no
municipio de Caxias do Sul/RS. Os testes ocorreram entre os
meses de junho e outubro de 2018.

2.1. Isolado fiingico

A multiplica¢do do patogeno foi realizado pelo processo
de repicagem em meio de cultura MEA (Malt Extract Agar).
As placas foram mantidas em cimara de crescimento com
temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 h por 15 dias.

2.2. Obtenciao do material vegetal e extraciio de dleos e
extrato de pimenta

Apos a coleta do material vegetal de capim-limdo (HUCS
37995) e funcho (HUCS 006102), realizou-se a secagem em
estufa, por sete dias, a uma temperatura de 40°C. A extragdo do
oleo essencial foi realizada com um aparelho Clevenger, pelo
método de hidrodestilagdo, durante 1h.
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Para a preparacdo do extrato de pimenta foi utilizado
60g do fruto fresco picado em 200mL de alcool etilico 96%
v/v. Essa mistura foi mantida no escuro por 15 dias. Apds, o
extrato foi rotaevaporado, misturado em MEA nas suas devidas
concentragdes e autoclavado.

O extrato pirolenhoso (extraido de Acacia mearnsii) foi
adquirido diretamente de produtores de carvdo do municipio do
Vale do Cai/RS.

2.3. Analise cromatografica

Para identificagdo e quantificagdo dos compostos dos dleos
essenciais e extratos foi utilizado o protocolo descrito em Tomazoni
et al. [24], com um cromatégrafo de gas HP 6890 acoplado a um
detector seletivo de massa Hewlett Packard MSD5973 e equipado
com software HP Chemstation e dados de espectros Wiley 275.
As analises foram conduzidas usando uma coluna capilar de silica
fundida HP-Innowax (30mx0,25mm d.i., 0,25um de espessura
de filme, Hewlett Packard, Palo Alto, EUA). Os componentes
foram identificados por uma combinagdo de espectro de massa
da biblioteca Wiley e uma comparacio com dados da literatura
[25]. A percentagem relativa de cada componente foi obtida por
meio das areas dos picos cromatograficos, assumindo-se que a
soma de todos os picos eluidos correspondeu a 100%.

2.4. Atividade antiflingica in vitro dos 6leos essenciais e
extratos

Para avaliar o efeito dos dleos essenciais de capim-limédo e
funcho sobre o crescimento micelial do patogeno, foram utilizadas
diferentes concentragdes (zero, 0,01%, 0,05%, 0,10%, 0,15% e
0,20% v/v) diluidas em Tween 20 (1:1); para o extrato de pimenta
utilizou-se das concentragdes de zero, 5,0%, 10,0%, 15,0% e
20,0% v/v; e para extrato pirolenhoso as concentragdes foram
zero, 0,05%, 0,10%, 0,25% e 0,50% v/v. Todas as concentragoes
foram diluidas em 100mL do meio de cultura MEA.

Os meios de cultura com o 6leo essencial ou extrato
foram distribuidos em placas de Petri (20mL por placa). Apds
a sua solidificagd@o foi transferido para o centro de cada placa
um disco de 0,5 cm de didmetro contendo micélios do fungo C.
fimbriata retirado de uma coldnia com 14 dias de crescimento.
No tratamento testemunha o patdgeno foi inoculado em placas
contendo apenas MEA [26].

Todos os tratamentos foram incubados em camara de
crescimento com fotoperiodo de 12 h e temperatura de 25°C.
Utilizou-se de delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeti¢des, sendo cada parcela constituida por uma placa de Petri.
Avaliou-se o didmetro médio das colonias com um paquimetro
digital aos trés, sete e quatorze dias. Determinou-se também a
porcentagem de controle do patdgeno, para o 14 © dia, por meio
da Equagao 1.
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Test

Controle (%)=100 x (1_ g Trat) 1)

Sendo D, o didmetro da colonia na testemunha e D o
diametro da coldnia no respectivo tratamento.

2.5. Atividade antifiingica in vivo dos d6leos essenciais e
extratos

Foram utilizadas dez mudas de quivizeiro da cultivar Bruno
com aproximadamente um ano de idade, acondicionadas em vasos
de terra de aproximadamente 5L e mantidas em casa de vegetagéo.

O patdgeno foi repicado em placas de Petri no meio de
cultura MEA. Apds o crescimento do patégeno, mantido em
camara de crescimento com fotoperiodo de 12 h e temperatura
de 25°C, realizou-se a raspagem do patdégeno, com alca de
Drigalski, utilizando-se de agua destilada esterilizada para evitar
contaminagdes. Com auxilio da caAmara de Neubauer, determinou-
se 3,2:10° conidios/mL.

Ainoculagdo do patdgeno no caule das mudas de quivizeiro
ocorreu por meio do posicionamento de discos de papel filtro
esterilizado com didmetro de 0,5cm. Esse papel foi imerso em
suspensdo do patdgeno e posicionado sobre ferimento provocado,
previamente, por bisturi, com aproximadamente 0,5cm de
comprimento. O patégeno atingiu o xilema, foi coberto por
algodao estéril e umedecido, envolto em filme plastico de PVC
em quatro alturas diferentes na planta. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo conforme método proposto por Peixinho
et al. [27], com modifica¢des a fim de adequar o estudo para
aplicagdo do patogeno no caule.

Os tratamentos se basearam nos resultados dos testes in
vitro. Os 0leos essenciais de funcho e capim-limao apresentaram
bons resultados na concentragao de 0,20% v/v e o fungicida
fosetyl-Al (Aliette) na dose comercial de 250g em 100L de calda.

Os tratamentos foram realizados por meio de pincelamento
dos ferimentos, previamente a inoculag¢ao do patégeno, com discos
de papel. Apds a inoculag@o as plantas foram mantidas em casa de
vegetagdo e avaliadas apos 15 dias. Para a avaliagao realizou-se
a medi¢do do comprimento médio das lesdes provocadas pela
inoculagdo nos quatro pontos por planta, conforme método
descrito por Triaca et al. [28], com modifica¢des a fim de adequar
o estudo para aplicacdo do patdgeno no caule.

2.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
para todos os tratamentos. Os dados foram submetidos aos testes
de Levene (homocedasticidade) e Shapiro-Wilk (homogeneidade
dos residuos), seguidos de analise de varidncia (ANOVA). As
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médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade de erro. Os testes estatisticos foram
realizados com o sofiware AgroEstat .

3. Resultados e discussao

3.1. Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais

No processo de extracdo observou-se o rendimento dos
oleos essenciais para estabelecer um parametro de viabilidade
econdmica. O rendimento de 6leo essencial de capim-limao foi de
2,5% v/m, enquanto o 6leo essencial de funcho rendeu 2,3% v/m.
Pansera et al. [29] observaram rendimento de 2,4% v/m para as
plantas de C. citratus coletadas em Caxias do Sul/RS, ao passo que
Schurr et al. [30] reportaram rendimento de 6leo essencial de 2,5%
v/m para plantas de erva-doce coletadas em Marselha, Franca. O
rendimento de 6leo essencial ¢ influenciado por caracteristicas
edafoclimaticas, como a nutri¢do do solo, o estado de saude da
planta, o clima e a presenca de fatores estressores, como estado
hidrico, ataque de insetos e herbivoros, excesso de insolagdo, entre
outros. Além disso, o modo de preparo do vegetal e o método de
extragdo também influenciam o rendimento do 6leo essencial.

Os 6leos essenciais e os extratos utilizados foram analisados
previamente e apresentaram a seguinte constitui¢do: a) 6leo
essencial de capim-limao apresentou neral 28,9% e geranial
49,3%, que juntos formam o citral 78,2% (majoritario), além de
6-metil-5-heptan-2-ona (4,5%) e canfeno (4,4%); b) 6leo essencial
de funcho apresentou anetol (59,4%) como composto majoritario,
fenchona (12,9%) e estragol (7,1%); c) extrato de pimenta
apresentou capsaicina (37,2%) e piranona (21,4%); d) extrato
pirolenhoso revelou 4-metil guaiacol (16,6%), 4-etil guaiacol
(14,4%) e guaiacol (14,1%) como compostos majoritarios.

Pansera et al. [31] reportaram a identificagdo de oito
compostos no 6leo essencial de capim-limao: geranial (45,4%)
e neral (31,8%), que juntos formam o citral (77,2%), mirceno
(9,8%); geraniol (2,1%); 6-methyl-hepten-2-ona (2,1%); linalol
(1,7%); acido geranico (1,1%); e undecanona (0,9%).

Khaleil et al. [32] relatam que a composic¢ao do 6leo de erva-
doce foi inspecionada por cromatografia gasosa/espectrometria
de massa (GC/MS), que revelou a presencga de dez compostos em
diferentes porcentagens. O composto mais abundante foi o anetol
(31,2%), seguido por acido 9,12-octadecadiendico (29,0%), acido
pentadecandico (7,5%), estragol (4,4%), acido octadecadiendico
(3,9%), acido 9-octadecadiendico (3,8%), D-limoneno (2,9%),
mentol (1,9%), 2,4-decadienal (1,7%) e 2-decenal (1,6%).

Muangkote et al. [33] demonstraram que o extrato
de pimenta contém capsaicina (31,7%), dihydrocapsaicina
(27,0%), acido n-hexadecanoico (6,4%) e acido 9,12,15-(Z,Z,Z)-
octadecatrienoico (9,4%).
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Pimenta et al. [34], analisando o extrato pirolenhoso
coletado no Rio Grande do Norte, apresentaram os compostos
2-metoxi-phenol (guaiacol — 16,3%), furfural (15,7%) e 5-metil-
2-furancarboxaldeido (4,2%).

E possivel observar, comparando os resultados das
composi¢des quimicas dos oleos essenciais ¢ dos extratos
do nosso trabalho com a literatura, que os compostos variam
consideravelmente devido aos diferentes locais de coleta, aos
fatores ambientais e a influéncia genética.

3.2. Atividade antifiingica in vitro dos 6leos essenciais de
capim-liméo e funcho sobre C. fimbriata

As propriedades antifungicas do 6leo essencial foram
avaliadas quanto ao seu efeito de contato sobre o crescimento
micelial do fungo testado. Os resultados dos testes utilizando o
oleo essencial de funcho estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem de controle do 6leo essencial de F.
vulgare (funcho) apos trés, sete e quatorze dias de incubagdo
do patogeno C. fimbriata.

Conc. (%) 3°Dia 7 ° Dia 14 ° Dia Controle (%)
0,01 0,0+0,0 b 23,5£3,5b 458+1,1b 26,5£3,7 ¢
0,05 0,0+0,0 b 0,0£0,0 ¢ 4,7+0,8 ¢ 79,0£3,1 b
0,10 0,0+0,0 b 0,0£0,0 ¢ 0,0£0,0 ¢ 100,0+0,0 a
0,15 0,0+0,0 b 0,0+0,0 ¢ 0,0£0,0 ¢ 100,0+0,0 a
0,20 0,0+0,0 b 0,0+0,0 ¢ 0,0+£0,0 ¢ 100,0+0,0 a
Testemunha |[18,0+2,2 a 37,3+2,0 a 57,9442 a 0,0+0,0 d
Valor-F 1139,3%* 455,68 ** 115,42 ** 156,86**

C. V. (%) 16,22 16,84 30,55 11,2

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% (*) ou 1% (**) de probabilidade de erro. C.
V.: coeficiente de variagdo.

Os testes in vitro com 06leo essencial de funcho sobre o
patogeno C. fimbriata demonstraram que a partir do 7 © dia a
menor concentra¢do do 6leo (0,01% v/v) revelou crescimento
do patégeno. O mesmo ocorreu no 14 ° dia para a concentragido
de 0,05% v/v do 6leo essencial de funcho, ambos apresentando
diferencas significativas da testemunha para a porcentagem de
controle, porém diferindo dos demais tratamentos. A partir da
concentragdo 0,10% v/v o 6leo mostrou inibi¢ao total do patogeno.

Abdolahi et al. [35] utilizaram o 6leo essencial de funcho
nas doses de 0, 100, 200, 300, 400 ¢ 500mL/L para avaliar o
crescimento micelial de Alternaria alternata ¢ Penicillium
digitatum, provenientes de frutos de tomate, ¢ obtiveram inibigdo
apenas de P. digitatum nas concentragdes de 300 a 500mL/L.

Rozwalka et al. [36] obtiveram inibicao de 84,4% no terceiro
dia, com reduc¢do para 20,9% no oitavo dia sobre o crescimento
de Glomerella cingulata e reducdo de 93,3% para 60,9% do
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides,
proveniente de frutos de goiaba por meio do uso de 6leo essencial
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de F. vulgare na dose de 10uL depositado em trés pontos
equidistantes nas placas de Petri.

Em relag@o ao componente majoritario do 6leo essencial de
funcho, o anetol, Schurr et al. [30] concluiram que o dleo volatil,
que € rico em ftrans-anetol, possui boa atividade antifingica contra
Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium graminearum e F. moniliforme.

Garzoli et al. [37] destacaram a maior poténcia do acesso de
F vulgare, tendo uma quantidade de equilibrio dos trés principais
compostos de OE: trans-anetol, fenchone e estragol. Além disso,
concluiram que sua atividade antibacteriana pode ser atribuida
principalmente aos efeitos sinérgicos entre eles e as propor¢des
em que estdo presentes em uma mistura complexa. A atividade
antimicrobiana de amostras de OE obtidas de diferentes 6rgaos
de erva-doce (raiz, caule, folhas e frutos) também foi avaliada.
Os autores relataram que o 6leo de fruta é unico que apresenta
atividade contra espécies de Candida (zona de inibigdo de 18-
20mm), enquanto nenhuma zona de inibigdo foi registrada no
caso de raiz, caule e folhas de erva-doce.

Com relagdo ao dleo essencial de capim-limdo (Tabela 2),
pode-se afirmar que para o ensaio in vitro todas as concentragdes
diferiram significativamente da testemunha e que a menor
concentragdo do o6leo (0,01% v/v) revelou crescimento do
patodgeno em todas as concentragdes, sendo que o mesmo ocorreu
no 14 ° dia para a concentragao de 0,05% v/v, ambas apresentando
diferencas significativas da testemunha para a porcentagem de
controle, porém diferindo dos demais tratamentos. A partir da
concentragdo 0,10% v/v ndo houve crescimento do patogeno,
ocorrendo controle total (100%) deste pelo 6leo essencial nas trés
concentragdes. Gongalves et al. [38] utilizaram o 6leo essencial
de C. citratus para avaliar a atividade fungitoxica sobre os
fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii, verificando que
nas concentragdes de 400 e 600pg/mL foram inibidos 100% do
crescimento de R. Solani e para o fungo S. rolfsii as doses de 300
e 275pg/mL foram efetivas no controle.

Tabela 2. Porcentagem de controle do 6leo essencial de
C. citratus (capim-limao) ap0s trés, sete ¢ quatorze dias de
incubagdo do patogeno C. fimbriata.

Conc. (%) 3 °Dia 7 ° Dia 14 ° Dia Controle (%)
0,01 6,2+1,3b 18,3+32b  [42,4+3,7b 18,4+1,0 ¢
0,05 0,0+0,0 ¢ 0,0£0,0 ¢ 12,9425 ¢ 74,9+3,5b
0,10 0,0+0,0 ¢ 0,0+0,0 ¢ 0,0+0,0 d 100,0+0,0 a
0,15 0,0+0,0 ¢ 0,0+0,0 ¢ 0,0+£0,0 d 100,0+0,0 a
0,20 0,0+£0,0 ¢ 0,0+0,0 ¢ 0,0£0,0d 100,0+0,0 a
Testemunha |[11,0£2,8 a 242441 a 52,2422 a 0,0+0,0 d
Valor-F 18,35%* 374,07** 454,21%* 394,00%*

C. V. (%) 8,48 18,16 13,76 7,75

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% (*) ou 1% (**) de probabilidade de erro. C.

V.: coeficiente de variacdo.
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No trabalho realizado por Guimaraes et al. [39] o citral
foi o composto que apresentou os menores valores de CMI
(concentragdo minima inibitoria) e [C50 (concentragdo necessaria
para inibir 50% do crescimento micelial) para os fitopatdgenos
Fusarium oxysporum cubense, Colletotrichum gloeosporioides,
Bipolaris sp. e Alternaria alternata em relagdo ao 6leo essencial,
evidenciando a sua atividade fungitoxica e a sua importancia na
atividade do 6leo essencial, uma vez que o também constituinte
majoritario mirceno ndo apresentou atividade alguma sobre a
inibi¢@o do crescimento micelial dos microrganismos estudados.

Sahal et al. [40] relatam que o 6leo essencial de Cymbopogon
citratus (capim-limdo) tem sido amplamente utilizado como
medicamento tradicional e é bem conhecido por suas propriedades
antimicrobianas, portanto pode ser um potente anti-infeccioso
inibidor de biofilme contra infec¢des por Candida tropicalis.

3.3. Atividade antifiingica in vitro dos extratos de pimenta e
pirolenhoso sobre C. fimbriata

Em relacdo ao extrato pirolenhoso (Tabela 3), pode-
se observar que em todas as concentracdes houve diferengas
significativas, mas somente na de 0,50% v/v houve 49% de
controle do fitopatégeno em questdo.

Tabela 3. Porcentagem de controle do extrato pirolenhoso
apos trés, sete e quatorze dias de incubagdo do patdégeno C.

fimbriata.
Conc. (%) 3 °Dia 7 ° Dia 14° Dia Controle (%)
0,05 6,3+1,8a 13,5¢1,1b 29,6+3,5b  [30,6£3,0b
0,10 6,4+12a 14,3£0,8 b 35,8€2,2a |19,6x1,5¢
0,25 6,4t1,5a 12,5+0,9 ¢ 27,142,5b  |34,6£2,7b
0,50 3,4£09b 10,1+1,2d 18,1x1,9¢c [49,743,1 a
Testemunha 7,6£1,3 a 16,1£2,1 ¢ 40,7+4,8a  |0,0+£0,0d
Valor-F 5,93%* 38,18%* 15,11%* 23,34%*
C. V. (%) 23,92 6,06 16,41 31,84

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% (*) ou 1% (**) de probabilidade de erro. C.
V.: coeficiente de variagdo.

David et al. [41] isolaram Rhizoctonia solani de folhas
de laranjeira e testaram o extrato pirolenhoso in vitro diluido
em 50% nas concentragdes de 0,25%, 0,50% e 1,00% v/v.
As avaliagdes foram realizadas apos 24 h e 48h. O extrato
pirolenhoso, na concentracdo de 1mL, inibiu completamente
(100%) o crescimento do fungo nas duas avaliagdes. Nas doses
de 0,25% v/v ¢ 0,50% v/v ocorreu inibigao nas primeiras 24h, de
16% e 52%, respectivamente.

No trabalho realizado por Donde et al. [42] foi avaliado
o crescimento micelial de Phytophthora sp. com as doses de
0,0mL, 0,5mL, 1,0mL e 2,0mL por placa e verificou-se que
na dose de 2,0mL por placa houve inibigdo de 91,3% quando
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comparado a testemunha. Lorenzetti et al. [43], em ensaio in vitro,
demonstraram que o extrato pirolenhoso nas doses de 40g/L e
50g/L inibiu totalmente a germinacdo de Puccinia nakanishikii
das folhas de capim-limao.

Em trabalho realizado por Aragjo et al. [44] demonstrou
a viabilidade do uso de extrato pirolenhoso produzido com
espécies madeireiras plantadas em larga escala no Brasil e seu real
potencial como base para a produg@o de agentes antibacterianos e
antifungicos naturais com real possibilidade de serem utilizados
na medicina veterinaria e em aplicagdes zootécnicas.

Na Tabela 4 estdo dispostos os resultados dos testes com
extrato de pimenta. As concentragdes de 5%, 10% e 15% v/v
apresentaram diferengas significativas em relagdo a testemunha.
A concentragdo de 20% v/v demonstrou inibi¢do do patéogeno
durante os 14 dias de avaliagao, ocorrendo controle completo
(100%) do patogeno. Resultado semelhante foi encontrado por
Vieira Junior et al. [43], em que o extrato aquoso de folhas de
pimenta dedo-de-moga apresentou atividade antifingica mediana
sobre o fungo Rhizoctonia solani, com o crescimento do patégeno
diminuindo a medida que a dose de extrato aumentava.

Tabela 4. Porcentagem de controle do extrato de pimenta
apos trés, sete e quatorze dias de incubagio do patogeno C.
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Costa et al. [11] relataram que o extrato de Piper hispidum
foi ativo contra as leveduras S. aureus e B. subtilis com valores
de CIM entre 15,6pg/mL e 62,5ug/mL. Assim, P. hispidum
pode ser uma fonte de substancias bioativas com propriedades
antimicrobianas. O extrato também foi eficaz contra células de
biofilme de C. albicans e S. aureus nas concentragdes de 62,51g/
mL e 200,0pg/mL, respectivamente.

3.4. Atividade antifiingica in vivo do é6leo essencial de fun-
cho e capim-limao e do fungicida Aliette sobre C. fimbriata

Os tratamentos a seguir (in vivo) se basearam nos resultados
dos testes in vitro. Os 6leos essenciais de funcho e capim-limao
apresentaram bons resultados na concentragdao de 0,20% v/v e
o fungicida fosetyl-Al (Aliette) na dose comercial de 250g em
100L de calda.

De acordo com a Tabela 5, pode-se observar que os
tratamentos nao diferiram da testemunha com relagao ao tamanho
médio das lesdes. Em relagdo a porcentagem de controle da
doenga, houve diferencas significativas entre os tratamentos e
a testemunha, atingindo-se niveis insatisfatorios para o controle
da doenga.

Tabela 5. Resultados do teste in vivo em mudas de quivizeiro
(Actinidia deliciosa) tratadas previamente e inoculadas com
ferimento no caule.

fimbriata.
Conc. (%) 3 °Dia 7 ° Dia 14 ° Dia Controle (%)
5,0 7,0£0,1 b 14,9+£0,2 b 34,1£1,7b 23,1+0,9 ¢
10,0 6,9+0,1 a 14,6+0,1 b 29,5+1,2 ¢ 31,1£1,6 b
15,0 6,1+£0,3 ¢ 12,84+0,4 ¢ 28,0£1,3 ¢ 33,6£2,0b
20,0 0,0+0,0 d 0,0+0,0 d 0,0+0,0 d 100,0+0,0 a
Testemunha |7,61+0,3 a 16,1+0,8 a 40,742,1 a 0,0+£0,0d
Valor-F 157,65%* 256,69%* 197,59** 337,50**
C. V. (%) 10,18 7,93 9,38 11,36

Tratamento Dose Ta131anho médio da Controle (%)
lesdo (mm)

CGymbopogon 1 500, vy 37,7642 242451 a

citratus

Foeniculum 0,20% viv 40,38+3,8 a 26,249 a

vulgare

Fosetil-Al 250 g/100 L 34,63+39 a 31,3+6,7 a

Testemunha - 47,26+4,1 a 0,0+£0,0 b

F para tratamento 1,01 ™8 4,29%

Coeficiente de variagao (%) 26,71 65,86

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% (*) ou 1% (**) de probabilidade de erro. C.
V.: coeficiente de variagdo.

Resultado semelhante foi encontrado por Vieira Junior et
al. [45], em que o extrato aquoso de folhas de pimenta dedo-de-
mogca apresentou atividade antifingica mediana sobre o fungo
Rhizoctonia solani, com o crescimento do patéogeno diminuindo
a medida que a dose de extrato aumentava.

Conforme relato de Lemos et al. [46], a atividade antifingica
de extratos obtidos de Piper regnellii com dioxido de carbono
supercritico testada contra leveduras e fungos filamentosos
demonstra que o extrato mais ativo foi obtido a partir de extratos
de folhas de Piper regnellii a 40°C e 25MPa, apresentando
concentragao inibitéria minima de 3,9ug/mL contra Trichophyton
mentagrophytes.

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% (*) ou 1% (**) de probabilidade de erro. C.
V.: coeficiente de variagdo.

A eficiéncia antifiingica do 6leo essencial de capim-limao
em relacdo ao efeito preventivo também foi observada por Brum
et al. [47], que verificaram que o 6leo aplicado preventivamente
a 1% nas folhas de sorgo ndo demonstrou sintomas da antracnose
(Colletotrichum graminicola) para a avaliagdo do efeito curativo
do dleo essencial aplicado em duas doses de 0,25% e 0,50% v/v,
constatando-se que o 6leo reduziu significativamente a severidade
da antracnose na cultura do sorgo.

Tumura et al. [48] testaram diferentes clones de eucalipto,
encontraram diferentes resultados, desde plantas altamente
suscetiveis a plantas altamente resistentes, e relataram que serdo
necessarios novos trabalhos para selecionar uma planta resistente
ao fungo. Oliveira [49] avaliou quatro espécies diferentes de
eucalipto encontrou um clone resistente — os demais foram
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suscetiveis ou tiveram resisténcia moderada. Acredita-se que a
alternativa para o controle da murcha do quivizeiro seja o uso de
plantas resistentes ao fungo C. fimbriata.

Firmino et al. [15] relataram que o acimulo de lignina
foi observado somente em plantas resistentes, sugerindo que a
resisténcia de eucalipto ao fungo Ceratocystis pode estar ligada
a essa estrutura, ja que somente ela foi visualizada em plantas
resistentes inoculadas com o fungo.

4. Conclusoes

Para o ensaio in vitro conclui-se que os 0leos essenciais de
capim-limao e funcho apresentaram compostos biologicamente
ativos nas concentragdes de 0,10%, 0,15% e 0,20% v/v, inibindo
totalmente o crescimento de C. fimbriata. O extrato pirolenhoso
controlou em 49% o crescimento do patdégeno na concentragdo
de 0,50% v/v. O extrato de pimenta ndo teve efeito sobre o
crescimento do patégeno na concentragdo de 20% v/v. Para o
ensaio in vivo nenhum tratamento apresentou controle da doenga
de forma satisfatoria, nem mesmo o fungicida quimico fosetyl-
Al. Esses resultados podem contribuir para o entendimento
das reagdes entre extratos, 6leos essenciais e fungos, visando
aprimorar o controle alternativo desses fungos, mas ¢ importante
que trabalhos futuros, com doses maiores dos tratamentos
empregados, sejam realizados.
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