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RESUMO

FIGUEIREDO, Ana Rosa de. Oleos essenciais com atividade antimicrobiana a
fitopatogenos de interesse em Passiflora edulis Sims. 2021. 151 f. Tese (Doutorado em
Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo em Agropecuaria). Pro-Reitoria de Pesquisa e P0s-Graduacao,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2021.

Para 0 manejo sustentdvel de patdgenos em sistemas agroecoldgicos e organicos é
imprescindivel o uso de substancias naturais, ndo prejudiciais ao equilibrio dos ecossistemas,
que ndo deixem residuos no alimento e no ambiente e permitam a plasticidade do sistema. O
uso indiscriminado de pesticidas em sistemas agricolas levou a uma pressao no sistema e
desequilibrio nas cadeias, com a selecdo de microrganismos resistentes aos produtos
disponiveis no mercado, diminuindo a vida util destes. Neste cenario, a conscientizacdo sobre
0 risco desses produtos e busca por estratégias de producao com o uso produtos ecoldgicos para
o manejo de pragas e doencas torna-se fundamental. A vista disso, se destacam pesquisas de
novos agentes antimicrobianos de origem vegetal. O uso amplo de 6leos essenciais (OES) em
préticas cotidianas ndo é recente e estes tém demonstrado 6timos resultados com uma
infinidade de atividades bioldgicas significativas, tais como nematicidas, fungicidas,
bactericidas, inseticidas ou antioxidantes, levando pesquisadores a investigarem sua atividade
antimicrobiana. Nesta pesquisa objetivou-se diagnosticar as principais doencas fitopatogénicas
associadas a Passiflora edulis a partir de cultivos comerciais no municipio de Paty do Alferes-
RJ; testar a atividade antimicrobiana dos OEs das espécies medicinais Ocimum basilicum,
Origanum vulgare, Zingiber officinale, Citrus sinensis, Eugenia caryophyllus, Cinnamomum
cassia, Melaleuca alternifolia, Cymbopogon winterianus, Mentha arvensis, Thymus vulgaris e
Lavandula dentata sobre os fitopatdgenos selecionados na diagnose. Para os testes laboratoriais
inicialmente foi realizado screening por meio do método de difusdo em agar; determinou-se in
vitro a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM) para
0s microrganismos Cladosporium herbarum e Colletotrichum gloeosporioides pelo método da
microdiluicdo seriada. Para o fungo Rhizoctonia solani foram mensuradas a taxa de inibig&o do
crescimento micelial (ICM) e taxa de crescimento micelial (TxCM). Os testes in vivo foram
realizados em mudas e frutos de maracuja. Os resultados das diagnoses obtidos indicaram a
ocorréncia de patologias no maracuja, tais como a virose do endurecimento dos frutos do
maracuja, doencas fangicas como mancha parda do maracujazeiro, verrugose e cancrose,
fusariose, mela e antracnose, podriddo do colo causada por oomiceto, doencas causadas por
nematoide das galhas, por nematoide reniforme e a mancha-bacteriana do maracujazeiro. Os
fitopatdgenos C. herbarum, C. gloeosporioides e R. solani associados a cultura do maracuja
foram selecionados para os testes com OEs. Todos os OEs testados apresentaram atividade
antimicrobiana, sendo maiores destaques os OEs de cravo e canela para os microrganismos C.
herbarum a CFM de 160 e 80 u.mL™, respectivamente e para C. gloeosporioides a CFM de 40
e 20 uL.mL, respectivamente. Da mesma forma, os OEs de basilicdo, orégano, cravo, canela,
melaleuca, citronela, menta e tomilho demonstraram eficacia na inibicdo de R. solani, com
taxas de ICM superiores a 80 até 100%.

Palavras-chave: Maracuja. Agricultura de base ecoldgica. Controle natural.
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ABSTRACT

FIGUEIREDO, Ana Rosa de. Essential oils with antimicrobial activity against
phytopathogens of interest in Passiflora edulis Sims. 2021. 151 p. Thesis (Doctorate in
Science, Technology and Innovation in Agriculture). Pré-Reitoria de Pesquisa e Ps-
Graduacao, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

For a sustainable management of pathogens in agroecological and organic systems it is essential
to use natural substances, not detrimental to the balance of ecosystems that do not leave to
residues in food and the environment and allow the plasticity of the system. The indiscriminate
pesticide uses in agricultural systems generated pressure on the system and imbalance in the
chains, with the emergence of new pathogens and selection of microorganisms resistant to
products available for use, reducing their shelf life. In this scenario, awareness about risks of
these products and search for production strategies with eco-friendly products for the
management of pests and diseases is essential. In view of this, the research on new
antimicrobials of plant origin stands out. Widespread use of essential oils (EOs) in everyday
practice is not recent and they have shown great results with a infinity of significant biological
activities such as nematicides, fungicides, bactericides, insecticides or antioxidants, leading
researchers to investigate their antimicrobial activity. This research aimed to diagnose the main
phytopathogenic diseases associated with Passiflora edulis in commercial crops in the
municipality of Paty do Alferes-RJ; test the antimicrobial activity of EOs from medicinal
species Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Zingiber officinale, Citrus sinensis, Eugenia
caryophyllus, Cinnamomum cassia, Melaleuca alternifolia, Cymbopogon winterianus, Mentha
arvensis, Thymus vulgaris e Lavandula dentata against the phytopathogens selected at
diagnosis. For laboratory tests, screening was initially performed using the agar diffusion
method; was determined in vitro, the minimum inhibitory concentration (MIC) and the
minimum fungicidal concentration (MFC) for the microorganisms Cladosporium herbarum
and Colletotrichum gloeosporioides by the serial microdilution method. For the fungus
Rhizoctonia solani measurement methods of myecelial growth inhibition rate (ICM) and
mycelial growth rate (TxCM) were performed. In vivo tests were performed on seedlings and
passion fruit. Results of the obtained diagnoses indicated occurrence of pathologies in the
passion fruit, such as passion fruit woodiness virus, fungal diseases as passion fruit spot, scab
and canker, fusariosis, stem rot and aerial, anthracnose, collar rot caused by oomycete, diseases
caused by the root knot nematode and the reniform nematode and water-soaked leaf lesion
bacterial of passion fruit. The phytopathogens C. herbarum, C. gloeosporioides and R. solani
associated with the passion fruit crop were selected for tests with EOs. All EOs tested showed
antimicrobial activity, with greater emphasis on clove and cinnamon cassia for the
microorganisms C. herbarum with CFM of 160 and 80 p.mL™, respectively, and for C.
gloeosporioides with CFM of 40 and 20 puL.mL.mL"%, respectively. Likewise, the EOs of basil,
oregano, clove, cinnamon, tea tree, citronella, mint and thyme demonstrated efficacy in
inhibiting R. solani, with ICM rates above 80 to 100%.

Keywords: Passion fruit. Ecological basis agriculture. Natural control.
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RESUMEN EXTENDIDO

FIGUEIREDO, Ana Rosa de. Aceites esenciales con actividad antimicrobiana frente a
fitopatogenos de interés en Passiflora edulis Sims. 151 p. Tesis (Doctorado en Ciencia,
Tecnologia e Innovacién en Agricultura). Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduagéo,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

1. Introduccidn

El manejo sostenible de patdgenos en sistemas agroecoldgicos y organicos es
fundamental para utilizar sustancias naturales, no perjudiciales para el equilibrio de los
ecosistemas, que no dejen residuos en los alimentos y el medio ambiente. El uso indiscriminado
de plaguicidas en los sistemas agricolas genero presion sobre el sistema y desequilibrio en las
cadenas, con la aparicion de nuevos patdgenos y seleccion de microorganismos resistentes a
los productos disponibles en el mercado, reduciendo su vida util.

En este escenario, la conciencia del riesgo de estos productos y la busqueda de
estrategias de produccion con el uso de productos ecoldgicos para el manejo de plagas y
enfermedades se vuelve fundamental.

Por ello, destaca la investigacion sobre nuevos agentes antimicrobianos de origen
vegetal. El amplio uso de los aceites esenciales (AES) en las practicas cotidianas no es reciente
y han mostrado grandes resultados con multitud de actividades bioldgicas significativas, como
nematicidas, fungicidas, bactericidas, insecticidas o antioxidantes, lo que lleva a los
investigadores a investigar su actividad antimicrobiana.

Esta investigacién tuvo como objetivo diagnosticar las principales enfermedades
fitopatdgenas asociadas a Passiflora edulis de cultivos comerciales; probar la actividad
antimicrobiana de los AEs de las especies medicinales contra los fitopatdgenos seleccionados
en el diagnostico.

2. Material y Métodos

Esta tesis se realizd en los laboratorios de Embrapa Agrobiologia y en el campus de la
UFRRJ, de mayo de 2018 a enero de 2020. Se realizaron recolecciones de campo de plantas
sintomaticas y suelo para los estudios de diagndstico en campos con maracuya, en el municipio
de Paty do Alferes-RJ.

En el diagnostico de las enfermedades vegetales, los patdgenos fueron aislados de tejido
vegetal en medios de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) y King B. La identificacion de
fitopatdgenos se realiz6 mediante la caracterizacion morfolégica de hongos y bacterias, con
base en descripciones sistematicas y claves (BARNETT; HUNTER,1972; HANLIN, 1990).
Para la identificacién morfoldgica de especimenes de nematodos a partir de muestras de suelo
y raices, se realizo el método de tamizado combinado con flotacidn en centrifuga y embudo
Baermann modificado (COOLEN; D’HERDE, 1972). Se realizaron pruebas bioldgicas con
inoculacion mecanica en una variedad de huéspedes estandar para la deteccion del virus. Las
muestras positivas en las pruebas biologicas fueron sometidas a caracterizacion serolégica
mediante la técnica PTA-ELISA ("Plate Trapped Antigen™ - "Enzyme Linked Immunosorbent
Assay™), para confirmar el agente infeccioso (MOWAT; DAWSON, 1987; ZERBINI et al.,
2006).

Se verificd la actividad antimicrobiana de los AEs de las especies medicinales Ocimum
basilicum, Origanum vulgare, Zingiber officinale, Citrus sinensis, Eugenia caryophyllus,
Cinnamomum cassia, Melaleuca alternifolia, Cymbopogon winterianus, Mentha arvensis,
Thymus vulgaris y Lavandula dentata contra los fitopatdgenos seleccionados en el diagnostico.
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Para las pruebas de laboratorio, el cribado se realiz6 inicialmente mediante el método de
difusion en agar; in vitro la concentracion minima inhibitoria (CIM) y la concentracion minima
de fungicida (MFC) para los microorganismos Cladosporium herbarum y Colletotrichum
gloeosporioides se determinaron mediante el método de microdilucion seriada. Para el hongo
Rhizoctonia solani, se realizaron metodos de medicion de la tasa de inhibicién del crecimiento
micelial (ICM) y la tasa de crecimiento micelial (TxCM).

Inhibicion del crecimiento micelial (ICM): Se calcul6 el ICM (Ecuacion 1) para cada
tratamiento, basado en los diametros de crecimiento de hongos, medidos en el tercer y sexto
dia de incubacion.

(Ct - Ctrat)
ICM = ==X 100 )

ICM = Tasa de inhibicion del crecimiento micelial

Ct = Didmetro de crecimiento del microorganismo de control

Curat = Diametro de crecimiento de microorganismos en el tratamiento

Tasa de crecimiento micelial (TxCM): El TxCM (Ecuacion 2) se midid a partir de las
mediciones de los didmetros de crecimiento de los hongos en el tercer y sexto dia de incubacion.

T, CM = (D_t> @
TxCM = Tasa de crecimiento micelial
D+ = Diametro final de la colonia (mm)

D, = Testigo de didmetro (mm)

Se realizaron pruebas in vivo en plantulas y maracuya. Las plantulas y maracuyé se
inocularon con AEs a diferentes diluciones y luego se inocularon mediante pulverizacion con
una suspension flngica de conidios que contenia 5 x 10° conidios.mL™ en los lados abacial y
adaxial de las hojas medianas y maracuya.

Para verificar la sensibilidad del fitopatdgeno al AEs, se siguid una escala de puntajes
para la severidad de la enfermedad, con base en el porcentaje de area lesionada en las plantas
de maracuya.

3. Resultados y Discusion

En las plantas analizadas, los patdgenos encontrados en el maracuya se recogieron en la
Cuadro 1. Los huertos presentaron alta incidencia de virus, hongos y con menor incidencia se
detecté mancha bacteriana.

Cuadro 1. Fitopatogenos encontrados en muestras de material vegetal (brotes, raices) y suelo.

Agente etioldgico Aislado Enfermedades
A. alternata hoja mancha marrén
C. herbarum capullo de flor y fruto cancro/ verrugas
Fusarium sp. raiz fusariosis
R. solani hoja y tallo mela
C. gloeosporioides parte vegetativa, fruto y raiz antracnosis
Phytophthora sp. tallo pudricién de tallo
CABMV hoja endurecimiento de los frutos
Meloidogyne sp. raiz nematodo agallador
R. reniformis raiz nematode reniformis
X. axonopodis hoja mancha bacteriana




Tabla 1. Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima de fungicida.

Cladosporium herbarum  Colletotrichum gloeosporioides

Control  Control

OE CIM CFM CIM CFM Fungicida ) )
(uL.mL?)  (pL.mL7%) (uL.mL) (uL.mLY)

Basilica 20 ND* 25 80 - - +
Orégano 20 160 20 80 - - +
Jengibre 20 ND* 10 80 - - +
Naranja dulce 10 160 10 80 - - +
Clavo 10 160 5 40 - - +
Canela 5 80 5 20 - - +
Melaleuca 40 ND* 10 ND* - - +
Citronela 40 ND* 40 ND* - - +
Menta 20 ND* 40 ND* - - +
Tomilho 80 160 80 ND* - - +
Lavanda 40 ND* 2,5 ND* - - +

Tabla 2. Tasa de inhibicién del crecimiento micelial

Concentracion de aceites esenciales y tasa de inhibicion Control Control
OE del crecimiento micelial de Rhizoctonia solani sp. - +
12,8 6,4 3,2 1,6 Tween Fungicida
Basilica 100 6,44 0 0 0 100
Orégano 100 100 100 20 0 100
Jengibre 33,33 27,11 0 0 0 100
Naranja 2,44 0 0 0 0 100
Clavo 100 93 86,11 0 0 100
Canela 100 100 100 0 0 100
Melaleuca 100 83,82 62,22 0 0 100
Citronela 100 8,89 0 0 0 100
Menta 100 22,67 22,22 0 0 100
Tomilho 100 100 100 0 0 100
Lavanda 62,22 13,11 0 0 0 100

Tabla 3. Sensibilidad del Colletotrichum gloeosporioides a los aceites esenciales

Sensibilidad del Colletotrichum gloeosporioides

OF Nota Plantulas Nota Frutos
Basilica 3 Insensible 3 Insensible
Orégano 3 Insensible 3 Insensible
Jengibre 4 Casi insensible 4 Insensible
Naranja dulce 5 Insensible 5 Insensible
Clavo 1 Muy sensible 1 insensible
Canela 3 Insensible 3 casi insensible
Melaleuca 5 Insensible 5 Insensible
Citronela 5 Insensible 5 Insensible
Menta 5 Insensible 5 Insensible
Tomilho 5 Insensible 5 Insensible
Lavanda 2 Sensitivo 2 casi insensible




De hecho, los AEs utilizados en esta investigacion demostraron diferentes grados de
inhibicion para los microorganismos C. herbarum, C. gloeosporioides y R. solani en ensayos
realizados in vitro e in vivo.

Los resultados de esta tesis también corroboran otras publicaciones citadas en la
literatura, en relacion al efecto inhibidor y fungicida. Del mismo modo, los investigadores han
informado del potencial de estos AEs como fungicida o inhibidor de diferentes
microorganismos (SETHI et al., 2013; ALl et al., 2016; PALFI et al., 2019; REZENDE et al.,
2020; GONGALVES et al.,, 2021). Se necesitan estudios adicionales para dilucidar qué
compuestos quimicos presentes en cada AEs serian responsables de un efecto bioactivo
particular. Asimismo, las pruebas in vivo son necesarias para disefiar dosis seguras y efectivas
del AEs, en las que el productor tenga calidad y seguridad en la aplicacion del producto.

4. Conclusiones

A partir del diagnostico se pudo afirmar que los arboles de maracuya son susceptibles
al ataque de fitopatdgenos incidentes en los huertos de Paty do Alferes - RJ. Entre las
principales enfermedades que se presentan en el maracuyd, el endurecimiento viral del fruto,
provocado por CABMV, en alta incidencia se considera la méas grave para el cultivo en todas
las &reas de cultivo provocando sintomas como endurecimiento del fruto, clorosis, mosaico y
reduccion del pericarpio. Con respecto a las enfermedades fungicas, se detectaron mancha
marron, sarna y cancro, fusariosis, mela y antracnosis, asi como un oomiceto causante de
podredumbre cervical. También se evidenciaron enfermedades causadas por nematodos
agalladores y reniformes. De manera similar se verificé la mancha bacteriana, causada por la
bacteria X. axonopodis, en una menor incidencia.

Los resultados de esta investigacion reafirman el uso potencial de los AEs estudiados
en el manejo de enfermedades fitopatdgenas, tanto para inhibir el crecimiento de
microorganismos como también por accién fungicida, sin embargo, se destacaron algunos AEs
con resultados mas expresivos. En resumen, los AEs de clavo y canela presentaron las MIC y
CFM mas bajas, tanto para C. herbarum como para C. gloeosporioides. En cuanto a las pruebas
con R. solani, los tratamientos con AEs de jengibre, naranja dulce y lavanda mostraron un ICM
muy bajo, oscilando entre el 2 y el 62% para R. solani. Por otro lado, las otras AEs de especies
medicinales presentaron excelentes rendimientos y tasas de ICM por encima de 80 a 100% en
el perfil de crecimiento micelial.

Palabras clave: Maracuya. Agricultura de base ecoldgica. Control natural.
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1 INTRODUCAO

A cultura do maracuja (Passiflora edulis Sims) vem se destacando na fruticultura
tropical brasileira, na qual o pais € atualmente o maior produtor e consumidor mundial da fruta,
que pode ser cultivada em praticamente todas as regides e estados no pais. Apresenta grande
importancia econémica e social, com geracdo de empregos no campo, bem como a constitui¢éo
de renda ao longo do ano, sobretudo para micro e pequenos fruticultores, especialmente aqueles
ligados a agricultura familiar. Quanto a sua cadeia produtiva engloba alimentos funcionais e
medicinais, devido as caracteristicas sensoriais e bioativas de seus produtos e coprodutos
(FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016).

No que concerne ao manejo de doengas fitopatogénicas no maracuja ha precério
conhecimento técnico, bem como acerca do manejo com o uso de produtos quimicos existem
poucos produtos disponiveis, principalmente produtos de baixo impacto. Diante disso, a
medida que problemas com doencas de plantas e fitopatdgenos surgem, com pouco Sucesso no
seu controle, se torna urgente a diversificagdo de produtos para 0 manejo de doencas.

Um dos principais desafios da agricultura sustentavel é o manejo de doencas de pos-
colheita, especialmente em cultivos agroecoldgicos, organicos e medicinais, nos quais deve ser
assegurado seu valor terapéutico e livre de residuos de pesticidas. No tocante a seguranca
alimentar, tendo em vista que as partes comercializadas ndo devem ser lavadas, no cultivo
destas plantas ha necessidade do uso de boas praticas agricolas (BPA), com métodos de manejo
e produtos naturais sustentaveis, de eficiéncia comprovada. Sistemas agricolas livres de
agrotoxicos tém surgido mundialmente, seja em atendimento a legislacdo ou uma demanda
tanto social como também dos produtores e trabalhadores rurais, que estdo mais conscientes
dos danos ocasionados por praticas de uso de agrotéxicos (BATISTA et al., 2021). Seu uso
abusivo anos ap6s anos favorece a selecdo de fitopatdgenos e pragas de plantas, juntamente
com um aumento de resisténcia dos microrganismos as drogas disponiveis (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018). Pesquisas comprovam seus impactos sobre a biodiversidade e sua
letalidade sobre insetos essenciais como as abelhas (BRASIL, 2018; SILVA et al., 2021).

E nesse contexto que se insere a necessidade crescente no sentido de preservar o
ambiente expandindo as buscas por produtos mais ecoldgicos, que ndo perturbem as interacoes
entre 0s seres e servicos ecossistémicos. Isto ndo ocorre quando se usa agrotdxicos, ao contrario
h& uma simplificacdo do sistema e dependéncia desta pratica. Sdo crescentes as demandas por
produtos naturais de qualidade, mais especificos em que haja seguranca alimentar e eficacia
para 0 uso, menos agressivas ao homem e ao ambiente, bem como deve ser de menor custo e
mais acessivel.

Atualmente tém avancado estudos que priorizam uma agricultura de base agroecoldgica
no controle de doengas e novas medidas de protecdo de plantas. Por exemplo a inducdo de
resisténcia com o uso de plantas medicinais dotadas de compostos secundarios, que tanto
podem ter acdo antimicrobiana direta ou como elicitora, ativando mecanismos de defesa nas
plantas (acdo indireta) e os medicamentos homeopéticos, que tém demonstrado capacidade para
induzir a expressdo génica para a producdo de proteinas relacionadas a patogénese,
minimizando os efeitos indesejados pelo uso de agroquimicos convencionais (MELO et al.,
2017; MORENO, 2017). Acerca do uso de produtos naturais ha grande potencial no
desenvolvimento de novos biocidas e farmacos a partir do uso de 6leos essenciais (OEs), que
possuem atividade antimicrobiana com grande potencial de uso no manejo de fitopatdgenos e
se destacam em funcéo de sua composicao quimica (GAHUKAR, 2018; MOUTASSEM, et al.,
2019).



Esta tese vem a colaborar para as demandas ambientais com a busca por OEs como
potenciais substitutos dos agrotdxicos convencionais para o controle de fitopatdgenos e ainda,
na diagnose dos principais fitopatogenos presentes em maracuja no municipio de Paty do
Alferes-RJ. Compreender a biologia do patossistema que ocorre no local serd importante para
0 correto manejo das doencas incidentes.

O municipio de Paty do Alferes-RJ procura se estabelecer como referéncia na cultura
do maracujazeiro j& que a planta apresentou Otimo desempenho em 2017, quando foi
introduzida e despertou interesse de um grande nimero de produtores que estdo migrando do
tomate para a cultura do maracuja. Os municipios vizinhos também plantam o maracuja, com
uma produtividade média de 14,9 t.ha™ no Estado do RJ em 2020, com tendéncia de alta.
Contudo, com esta expansdo das areas plantadas sem manejo adequado, um avanco de
enfermidades diversas sucedeu nesses pomares, como patdgenos de origem virotica, fungos,
bactérias, nematoides e doencas ocasionadas por fatores abidticos, tal como a incidéncia de
pragas, o que implica na producdo e qualidade do produto.

A presente pesquisa apresenta como hipoOteses que 0s pomares de maracuja sdo
suscetiveis ao ataque de potenciais fitopatdgenos encontrados nas areas cultivadas. Outrossim,
que o uso de OEs no controle de fitopatdgenos é eficaz.

Os objetivos do estudo sdo diagnosticar doencas fitopatogénicas incidentes em
maracuja e analisar OEs com potencial de uso para a producéo de fitodefensivo agricola, como
controle natural para o fitopatdgeno pré-selecionado na diagnose.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Uso de Produtos Naturais: Plantas como Substancias Bioativas

A importancia de produtos naturais na terapéutica é reconhecida desde antigas
civilizacdes. O conhecimento de plantas alucindgenas pelos amerindios, que as empregavam
em seus ritos pagdos, bem como as propriedades afrodisiacas de diversas po¢des preparadas a
partir de distintas espécies vegetais acompanha o homem desde milénios, tendo seus registros
mais antigos na China (2.700 aC.) e no Egito (1.500 aC.), assim como na Biblia escrita pelos
Hebreus. Hipdcrates, pai da medicina moderna, catalogou e utilizou centenas de drogas de
origem vegetal. Valiosas obras dos autores Teofrasto (225 aC.) e Dioscorides (20 dC.)
influenciaram o uso de plantas medicinais para a cura de doencas por mais de 1.500 anos. A
busca pelo prazer e bem-estar sempre estimulou o0 homem a se aproximar da natureza,
habilitando-o a se utilizar das plantas e de suas substancias (PINTO et al., 2002; CARVALHO,
2004; BARREIRO; FRAGA, 2008). Seja como inicialmente, de forma instintiva, o homem e
outros animais buscaram por produtos naturais para alimentacdo, cura ou tratamento de
enfermidades ou nos dias atuais, 0 uso é cada vez mais frequente e muitas vezes reconhecido
cientificamente, como forma de ndo agredir ao ambiente, inclusive a industria tem se
interessado nessas propriedades farmacoldgicas.

Produtos naturais encontraram uso na antiguidade como remédios populares, sabonetes
e esséncias. Eles incluem drogas e outros medicamentos, corantes, matérias-primas para
industrias quimicas e uma variedade de substancias usadas para dar sabor aos alimentos. Nos
altimos anos, porém, tornou-se cada vez mais evidente que muitos produtos naturais tém
funcgbes ecoldgicas significativas, como antimicrobiano ou inseticida (HOPKINS; HUNER,
2008). A histdria das plantas medicinais e aromaticas caminha junto a evolugdo das
civilizagdes. Mundialmente, a histéria dos povos mostra que essas plantas sempre ocuparam
um lugar importante na medicina, na composicao de perfumes, em preparac6es culinarias e na
terapéutica como parte integrante das tradi¢des de todas as culturas (GOUDJIL et al., 2019).
Recentemente, ha grande interesse em aplicar matéria prima vegetal na industria de alimentos,
para evitar a deterioracdo, contaminagéo, destruicdo e oxidacao dos alimentos e minimizar os
efeitos prejudiciais dos conservantes sintéticos. Isto porque as plantas possuem atividades
antifungicas, antimicotoxigénicas e antioxidantes, pois contém varios compostos bioativos.
Assim, OEs e extratos vegetais sdo considerados agentes naturais, seguros e eficazes para
preservar alimentos (RIBEIRO-SANTQOS, 2017; TAHMASEBI; KARAMI, 2020).

Embora, o Brasil detenha um dos maiores bancos de germoplasma in situ, constata-se
por parte daqueles que habitam os diferentes biomas uma elevada demanda de conhecimentos
sobre o0 aproveitamento sustentavel da biodiversidade. Nesses biomas, a falta de domesticacéo
dos recursos naturais tem levado a subutilizacdo e extin¢cdo de inUmeras espécies vegetais,
impondo limitagbes socioecondémicas e ambientais. Além disso, a producdo agricola de
alimentos saudaveis tem se confrontado com sérios problemas de contaminag6es por toxinas e
pela dependéncia do uso de agrotoxicos (GUIMARAES et al., 2005; GONCALVES, 2006).

Para a agricultura familiar, como forma de melhorar a qualidade de vida, incentivos e
programas que estimulem o plantio de plantas medicinais sd&o de grande importancia. O
Programa Regional de Apoio a uma Rede de Desenvolvimento de Plantas Medicinais no
Mercado Comum do Sul (MERCOSUL) (Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina) tem como
objetivo o ingresso de pequenos produtores mediante a diversificacdo de sua producéo e sua
insercdo com cultivo de ervas e plantas medicinais (FIDA/ UNOPS, 2006). Desse modo, 0 risco
de extincdo dessas espécies tende a diminuir. Um relatorio divulgado pelo Jardim Boténico
Real do Reino Unido (Royal Botanic Gardens, Kew), fruto de estudos entre pesquisadores de



42 paises, estima que duas em cada cinco espécies de plantas estdo ameacgadas de extingao,
entre estas sdo 723 plantas medicinais em risco (RBG KEW, 2020).

A maioria das plantas medicinais e aromaticas comercializadas correspondem a
material silvestre coletado a partir de extrativismo e ndo cultivadas, mesmo assim, 0 consumo
destas é tradicional e difundido. A maior parte do material silvestre provém de paises em
desenvolvimento e uma quantidade alta também se coleta em paises desenvolvidos. Por outro
lado, alguns paises que cultivam plantas medicinais em grande escala sdo: Hungria, Poldnia,
india, China, Espanha e Argentina. No Brasil, seu uso é generalizado, apoiado por politicas
publicas e tem como objetivo fornecer a populacdo medicamentos fitoterdpicos seguros,
eficazes e de qualidade adequada (USAID, 2010; SILVA et al., 2014).

Essa expansdo do mercado de plantas medicinais implica na sobrevivéncia de
determinadas espécies vegetais (FIDA/ UNOPS, 2006). De acordo com Russomano e Kruppa
(2010), as plantas medicinais, condimentares e arométicas tiveram, recentemente, um aumento
no seu cultivo e comercializacdo, tanto pelas inimeras pesquisas que demonstram seus efeitos
fitoterapicos, como pelo emprego de algumas delas na culinéria, proporcionando aroma e sabor
agradaveis aos alimentos. Assim como, 0s antioxidantes naturais, especialmente os de origem
vegetal, ttm o potencial efeito protetor no corpo humano contra doencas associadas ao estresse
oxidativo (OZEN et al., 2011). A necessidade de fontes renovaveis de produtos industriais,
bem como a necessidade de proteger a biodiversidade vegetal cria uma oportunidade para os
agricultores produzirem tais culturas (LUBBE; VERPOORTE, 2011). Ha uma demanda por
plantas medicinais em atendimento as industrias nutracéuticas, bio-farmacéuticas, alimenticias
(XIN et al., 2012; BRAITHWAITE et al., 2014).

Dentre os objetivos da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, o Brasil
busca promover pesquisas, desenvolvimento de tecnologias e inovagdes em plantas medicinais
e fitoterapicos, nas diversas fases da cadeia produtiva. PropGe como principios orientadores
dessa politica 0 uso sustentavel da biodiversidade brasileira, a valorizacdo e preservacao do
conhecimento tradicional das comunidades e povos tradicionais, melhorias na qualidade de
vida, o fortalecimento da agricultura familiar, crescimento e medidas que deverao ser adotadas
na producdo das plantas como a garantia de boas praticas de cultivo organico (BRASIL, 2009;
2012).

As plantas medicinais sdo usadas em todo o mundo e os regulamentos que definem seu
uso, como identificacdo das espeécies corretas e verificacdo da presenca, pureza e concentracdo
dos compostos quimicos necessarios, sdo amplamente reconhecidos. Medicamentos a base de
plantas medicinais séo feitos a partir de drogas vegetais, produtos processados de espécies
medicinais. Estes materiais processados apresentam uma série de desafios em termos de
identificacdo botanica, e segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o uso de espécies
incorretas € uma ameaca a seguranca do consumidor (PALHARES et al., 2015). Para o0 uso
seguro de derivados vegetais, alguns cuidados devem ser observados como a identificacéo
correta da planta, possibilidade de adulteracéo, interacdes e ainda, reacoes alérgicas ou toxicas
(VEIGA JUNIOR et al., 2005).

O Brasil é um pais rico mundialmente em termos de biodiversidade. Sdo milhares de
publicacdes académicas sobre plantas em revistas cientificas internacionais revisadas por pares,
contudo, poucas patentes e medicamentos foram derivados desses estudos. Grandes esforgos
devem ser feitos para melhorar o desenvolvimento do mercado de medicamentos derivados de
plantas no Brasil, especialmente envolvendo a parceria entre academia e empresas
farmacéuticas (DUTRA et al., 2016).

A industria de fitoterapicos ¢ uma industria em franco desenvolvimento no mundo e
pode representar uma oportunidade de desenvolvimento para o setor farmacéutico no Brasil.
Esta oportunidade é relevante ndo so6 pela riqueza de nossa dotacéo natural em biodiversidade,
mas pelo conhecimento tradicional e cientifico acumulado sobre a atividade bioldgica dessas
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plantas pela sociedade civil e pelas instituicdes de ciéncia e tecnologia. E a ciéncia
contemporanea confirmou para o tratamento de diversas patologias a eficacia de terapias menos
agressivas ao homem, de menor custo e que preservam o ambiente. Apesar da expansao de
mercado, a delonga na implantacédo das politicas publicas voltadas para a inddstria exibe um
retrocesso tanto das atividades produtivas com fitoterapicos, quanto das atividades de pesquisa
com plantas medicinais no periodo de 2009 a 2015 (SANTIC et al., 2017; HASENCLEVER et
al, 2017).

A seguranca ambiental € uma grande preocupacdo em muitos paises, e a aplicacéo de
agroquimicos sintéticos aumenta o risco de causar prejuizos ambientais inaceitaveis, como
danos a satde humana, toxicidade para animais uteis e poluicdo ambiental. O uso de produtos
naturais seria uma maneira Util de reduzir esse risco, situacdo que exige a busca de novas
substancias antimicrobianas. A triagem dos compostos ativos das plantas também levou a
descoberta de novos medicamentos que mostram papéis eficientes de protecdo e tratamento
contra varias doencas, incluindo cancer (KUMAR et al., 2004; SHEEJA; KUTTAM, 2007).

Biopesticidas bioquimicos ou microbianos sdo de ocorréncia natural, geralmente de
acao lenta e mais seguros para os seres humanos, com efeitos residuais minimos para o
ambiente em comparacao aos pesticidas convencionais. O potencial de uso de material vegetal
no manejo de pragas nas lavouras e durante o periodo de pds-colheita atualmente vem ganhando
aceitacdo como resultado do uso indiscriminado de pesticidas quimicos convencionais, que
deram origem a muitos problemas conhecidos incluindo a resisténcia genética de espécies de
pragas, residuos tdxicos nos produtos armazenados, aumento dos custos de aplicacao, riscos de
manuseio e poluicdo ambiental (ADEYEMI, 2010). Portanto, os biodefensivos foram
revelados como uma alternativa aos pesticidas sintéticos convencionais nos setores agricola e
de saude publica. Pesquisadores enfatizam a importancia do uso de defensivos naturais como
os OEs para evitar potenciais efeitos adversos em organismos ndo-alvo, saide humana,
desenvolvimento de resisténcia a pragas e contaminagdes ambientais. Seus constituintes ao
serem absorvidos na corrente sanguinea de humanos ou animais sdo metabolizados e
eliminados (MOSSA, 2016; WERRIE et al., 2021).

2.2 A Cultura do Maracuja

a) Origem e principais cultivares

O género Passiflora tem seu centro de diversidade localizado na regido neotrdpica,
sendo 95% das espécies na América do Sul. As regibes subtropicais e temperadas também
suportam algumas espécies, assim como, outras 24 espécies sdo nativas do Sudeste Asiético,
Australia e das llhas do Pacifico. Seus habitats naturais incluem altitudes de 3000 metros (JOY,
2010; YOCKTENG et al., 2011).

A espécie Passiflora edulis Sims possui duas formas muito cultivadas no Brasil, devido
as caracteristicas de seus frutos: 0 maracuja-roxo e o maracuja-azedo ou amarelo. Esta tltima
é conhecida também como maracuja-acido, maracujad-comum ou maracuja-de-suco, originaria
do Brasil, mas amplamente distribuida nos trdpicos e, o principal representante do género
Passiflora. Este, € maior e mais representativo da familia Passifloraceae, na qual estéo reunidas
mais de 450 espécies de maracuja, sendo 90 % originarias das Américas e muitas delas nativas
do Brasil (YOCKTENG et al., 2011).

O género Passiflora é citado por alguns autores como um dos mais utilizados para
fitoterapicos pela populagdo brasileira. Outra espécie de maracuja de interesse no Brasil é
Passiflora alata Curtis, maracuja-doce, espéecie oficial da Farmacopeia Brasileira para a
elaboracdo de medicamentos fitoterapicos. Ja a espécie oficial europeia é a Passiflora incarnata
(FONSECA et al., 2020). As espécies silvestres também tém elevada aptiddo de uso nas
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indUstrias farmacéuticas, na medicina e no melhoramento de plantas (BERNARDES et al.,
2016). O Quadro 1 expBe as principais cultivares de maracuja melhoradas do Brasil. O
melhoramento genético dessas espécies silvestres com potencial econbémico e o0
desenvolvimento de produtos e mercado fazem parte do processo de transformacdo de uma
espécie silvestre numa espécie cultivada.

Quadro 1. Principais cultivares de maracuja no Brasil (MELETTI, 2001; MELO et al., 2001,
FALEIRO, 2017)

Maracuja-azedo

BRS Gigante-Amarelo (BRS GA1)
BRS Sol-do-Cerrado (BRS SC1)

Maracujéa-silvestres e ornamentais

BRS Pérola-do-Cerrado (BRS PC)
BRS Sertéo-Forte

BRS Ouro-vermelho (BRS OV1)
BRS Rubi-do-Cerrado (BRS RC)
FB 200 Yellow Master (Flora Brasil)

BRS Rubiflora
BRS Roseflora
BRS Estrela-do-Cerrado

FB 100 (Flora Brasil) - Industria
FB 300 Araguari
Hibridos Série IAC 270
IAC-275-Maravilha
IAC-277-Joia
Maracuja-Maca
IAC-273-Monte alegre

BRS Rosea-plrpura
BRS Céu-do-Cerrado
Maracujazeiro-doce
BRS Mel-do-Cerrado (BRS MC)
CSB Marilia
CSB Marilia x NJ3 Vermelho
Roxo Australiano
Selecdo DF

b) Morfologia e boténica

As espécies de maracuja podem ser herbaceas ou lenhosas e chegam a uma altura de 5
a 10 m de comprimento. Apresentam como principais caracteristicas botanicas um longo caule,
com habito de crescimento continuo tipo trepadeira e crescem sobre suporte ou tutor. Ja seu
sistema radicular é superficial. Exibem um periodo de producdo extenso, com florescimento e
frutificacdo durante varios meses do ano. Quanto aos frutos, geralmente séo bagas indeiscentes,
com sementes envolvidas por um arilo de onde se extrai a polpa, que pode ser aproveitada de
varias maneiras e apresentar diferentes valores comerciais (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016).

Acerca da identificacdo do maracuja na Farmacopeia Brasileira, ha descri¢do das folhas
como simples, glabras, subcoriaceas, de coloracdo verde clara, hipoestomaticas com simetria
dorsiventral. A epiderme é uniestratificada, provida de células de formato poliédrico e paredes
anticlinais levemente ondeadas, com o mesofilo constituido por uma a trés camadas de
parénquima palicadico e vérias camadas de parénquima esponjoso. Os estdmatos sdo
paraciticos, anisociticos e anomociticos. A cuticula € lisa e em seccao transversal, espessa e
nos parénquimas ha presenca de drusas de oxalato de célcio (BRASIL, 2019).

Com relacdo a P. edulis, as laminas foliares sdo divididas em trés lobos, muito
raramente bilobadas ou sem lobos, base reentrante, 4pice acuminado e margem serrilhada. A
face adaxial da nervura principal, em sec¢do transversal apresenta uma protuberancia com
tricomas tectores unicelulares e a face abaxial € convexa. Apresenta nervacdo palmatinérvea,
peciolo canaliculado na parte superior, com um par de nectarios extraflorais e gavinhas. Em
seccdo transversal, este apresenta na face adaxial dois lobos pouco proeminentes. Ja a espécie
P. alata apresenta folha inteira, margem lisa, nervacdo peninérvea, desprovida de tricomas
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tectores na regido da nervura principal. Esta apresenta pouca convexidade e a face abaxial
possui uma convexidade bastante angulosa. O peciolo, em seccdo transversal, apresenta face
adaxial concava com duas projecdes laterais (BRASIL, 2019).

c) Flor

O periodo de polinizagdo, ocorre no periodo da tarde, horario em que as flores se abrem.
A polinizacao é feita por abelhas do género Xylocopa, de forma natural ou artificialmente, por
polinizagdo manual, pratica que permite ao fruticultor planejar melhor a época de produgdo
(COSTA et al., 2008). Efetivamente, dependendo da espécie, a abertura da flor pode ocorrer
no periodo matutino, vespertino ou noturno, sendo que algumas espécies sdo sensiveis ao
fotoperiodo e deste modo, necessitam de dias mais longos para induzir o florescimento. E uma
planta muito exigente em luminosidade, produz mais em regides com no minimo 2.200 horas
de luz por ano. O maracujazeiro-azedo floresce com muito mais intensidade se cultivado em
regides ou em épocas do ano com no minimo onze horas de luz por dia (FALEIRO;
JUNQUEIRA, 2016). A polinizacdo é cruzada, realizada manual ou naturalmente a partir da
antese. Quando esta ocorre precocemente e a senescéncia é tardia, a flor fica um maior tempo
disponivel para a polinizacdo, tanto realizada pelo produtor como por polinizadores,
naturalmente. Apo6s a polinizagdo, a flor fecha o perianto e o fruto se desenvolve
(BRITANNICA, 2021).

d) Cultivo

De acordo com Cavichioli (2019) o maracujazeiro pode ser propagado por sementes,
estaquia e enxertia, sendo a qualidade da muda um fator primordial para a obtencédo de altas
produtividades. No Brasil, as mudas sdo produzidas na maioria por sementes, utilizando sacolas
plasticas ou tubetes na producdo. As mudas devem ser obtidas de viveiristas registrados no
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento) e inscritas no Registro Nacional
de Sementes e Mudas (Renasem). Para contornar problemas fitossanitarios sdo utilizadas
mudas altas e 0 uso de enxertia. O produtor pode optar por produzir suas mudas na propriedade,
com a obtencdo de sementes junto aos 6rgaos produtores como IAC, Embrapa, Empresa de
Pesquisa Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri), Viveiro Flora Brasil.

A muda de alta qualidade, vigor e equilibrio entre parte aérea a radicular,
consequentemente alcanga um melhor pegamento e sobrevivéncia no local definitivo de plantio
(LIMA et al., 2016). Segundo Valle et al. (2018), o substrato utilizado na producéo de mudas
vai contribuir para o desenvolvimento inicial das plantas. Almeida et al. (2014) enfatiza a
necessidade de misturar diferentes componentes para a obtencdo de um substrato adequado,
gue ndo onere 0s custos. Lima et al. (2016) em seus experimentos chegaram a conclusao de
que as melhores mudas de maracujazeiro foram formadas em substratos com maiores
quantidade de esterco e/ ou vermiculita, com menores quantidades de areia e Bioplant®. Silva
et al. (2018) obtiveram mudas de maracujazeiro amarelo de alta qualidade com o uso de
substratos contendo como condicionador casca de arroz carbonizada ou caule decomposto de
sumauma (Ceiba pentandra). O substrato deve ser fértil, livre de patdgenos e ser poroso. Para
produzir mudas de maracuja livres de viroses, o viveiro deve possuir tela antiafideos e cobertura
com plastico transparente. Além disso, deve ser limpo e arejado, bem drenado, sombreado e ter
0 piso impermeabilizado (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016).

O cultivo comercial do maracujazeiro tem sido em temperaturas de 18 a 35 °C. O
desenvolvimento da planta, producdo e qualidade dos frutos, sdo limitados, principalmente pela
temperatura e luminosidade. Quanto a umidade, pode ser controlada por praticas de manejo,
como o0 uso de irrigacdo por gotejamento. O maracujazeiro possui boa tolerancia a seca, no



entanto, nos primeiros meses apos o plantio, deve ter bom fornecimento de d4gua. Em condi¢des
de sequeiro, 0 maracujazeiro pode ser cultivado em regides com precipitacdo anual, que pode
variar de 800 a 1.700 mm, bem distribuida durante a emissdo de flores e formacdo de frutos. J&
0 excesso de chuva por ocasido do florescimento prejudica a polinizacéo e fertilizacdo das
flores, por reduzir a atividade dos insetos polinizadores e causar o rompimento dos grdos de
polen, aléem de favorecer a incidéncia de doencas (COSTA et al., 2008; SIQUEIRA et al.,
2009). A conducdo da lavoura de maracujazeiro (Figura 1) vem ocorrendo em espaldeira
vertical com fio de arame liso tratado contra ferrugem, no espacamento tradicional 4,5 metros
entre plantas e 2,5 a 3 metros entre fileiras. Na pratica, 0 espacamento varia bastante, com
tendéncia ao adensamento entre plantas (GONTIJO et al., 2017) e até mesmo com duas plantas
por cova, 0 que pode proporcionar rendimento elevado, no caso de ciclos de um ano.
Espacamentos adequados garantem uma boa luminosidade, bastante exigida por ser uma planta
tipicamente tropical (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016).

Figura 1. A. Espacamento entre estacas; B. Maracujazeiro a campo sob cultivo em espaldeira
vertical em Paty do Alferes-RJ; C. Irrigagdo por gotejamento. Fonte: Ana Rosa de
Figueiredo, 2018.

A muda deve ser tutorada até que atinja o arame de sustentacdo e as gavinhas auxiliem
a planta. O plantio sob condic¢des irrigadas pode ocorrer em qualquer época do ano, contudo,
onde ha ocorréncia do virus do endurecimento dos frutos recomenda-se o ciclo da cultura para
sistema de cultivo anual e tratos culturais adequados, como reducdo de espacamento e
polinizacdo continua (COSTA et al., 2008). Produtores mais tecnificados adensam o cultivo,
0 que garante elevada produtividade no primeiro ano. Antes, 0 maracujazeiro permanecia por
mais tempo no campo. Apos o primeiro ano de produgéo ha um declinio consideravel na cultura
do maracujazeiro e maior incidéncia de patégenos. Com o passar dos anos, os pomares foram
sendo cada vez mais afetados por doencas. Por isso, tornou-se necessaria a obtencdo de
cultivares com resisténcia a moléstias, seja incorporando genes de resisténcia nas atuais
cultivares-elite, seja no desenvolvimento de novas cultivares (MELETTI, 2011; GONTHJO et
al., 2016).

De acordo com Gontijo et al. (2017) os fruticultores no Distrito Federal tém conseguido
uma elevada produtividade devido & adogédo de técnicas de cultivo que utilizam espacamento
adensado, uso de irrigacdo localizada (gotejamento), novos hibridos desenvolvidos pela
EMBRAPA e polinizagdo manual. Quando o plantio é feito em casas de vegetacao (estufa), a
produtividade pode chegar a sete vezes a média nacional. Os solos para o cultivo do
maracujazeiro devem ser profundos, bem drenados, ricos em matéria orgénica, de textura
arenosa ou levemente argilosa e o pH do solo ajustado na faixa entre 5,5 a 6,5 (COSTA et al.,
2008).

O controle cultural com o uso de barreira fisica sempre que possivel deve ser adotado.
Este visa reduzir o acesso de vetores de patdgenos as plantas, assim como reduzir a intensidade
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do vento no interior da cultura e injarias as mesmas (Figura 2). Consequentemente reduz a
incidéncia e severidade de doencas. O maracujazeiro é bastante prejudicado pela acao do vento,
portanto o uso de quebra-vento deve ser instalado de forma perpendicular aos ventos
predominantes. Gontijo et al. (2017) ressaltaram a importancia do uso de quebra-vento que
pode ser natural ou implantado, com capim elefante, bananeira ou cana de aguUcar.

Figura 2. Injuria em maracujazeiro causada pelo vento. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo,
2018.

e) Colheita

Os frutos de maracujazeiro cultivar BRS Gigante Amarelo, colhidos em diferentes
estadios de maturacdo, apresentam aumento nos indices de cor, no teor de solidos sollveis
totais e ratio (ou indice de maturidade), e reducdo da acidez total titulavel conforme ocorre o
amadurecimento dos frutos. Para aumentar o tempo de conservacdo ou armazenamento dos
frutos é recomendado a pratica de lavagem e higienizacdo destes em p6s-colheita, descartando-
se frutos muito atacados por doencas e além disso, para dificultar o desenvolvimento dos
fitopatogenos, o uso de camaras frias para armazenamento ou transporte refrigerado para
deslocamentos a longas distancias. Esse método de controle fisico de doencas € o mais
utilizado. O mesmo retarda a senescéncia da fruta e infeccfes latentes por patégenos nao se
desenvolvem (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016; AMORIN et al., 2018; BOTELHO et al.,
2019).

f) Economia e expanséo da cultura

O maracujazeiro é explorado comercialmente em diversos paises, como Equador,
Colémbia, Peru, Bolivia, Venezuela, Africa do Sul e Austrélia. O Equador é o maior exportador
de suco concentrado (50 °Brix) do maracujazeiro-azedo. Ja o Brasil e a Coldmbia séo os paises
mais tradicionais no cultivo de maracuja e que detém a maior diversidade de espécies
comerciais e silvestres do género Passiflora. O Brasil é também considerado o centro de
diversidade genética do género Passiflora, sendo o cultivo do maracuja de grande importancia
para o setor agricola no pais e aceito no mercado mundial (MELETT]I et al., 2010; FALEIRO;
JUNQUEIRA, 2016).

A espécie de maracuja mais consumida na forma de sucos, foi considerada uma fruta
de pomar doméstico até a década de 60, em razdo de suas propriedades medicinais. A partir das
instalacBes dos primeiros pomares paulistas, seu valor comercial foi descoberto. Desde entéo,
varias agroindustrias de sucos foram surgindo em diversos estados, estimulando ainda mais a
expansdo da atividade. O maracuja transformou-se numa oportunidade de capitalizacdo, em



curto prazo e o Brasil se consolidou como o maior produtor mundial de maracujé-amarelo, em
menos de trés décadas apds sua implantacdo comercial (MELETTI, 2011). Atualmente, o
Brasil € o maior consumidor e produtor da fruta com 70% da produgdo mundial do maracuja,
que pode ser cultivado em todas as regides e estados no pais, 0 que implica em geracdo de
emprego e renda no campo. As Figuras 3 A-B e 4 A-B ilustram a area total plantada de maracuja
no Brasil, a quantidade produzida e o rendimento médio da producéo da fruta.

A B

53 663
101 46.530 690.364

= 1817
&7 : 3.;"

120
341

45 q
1290

-u
286

483

9.624

7 1.340

3.870

72

61

Figura 3. A. Area plantada ou destinada a colheita de maracuja nos estados brasileiros
(hectares); B. Quantidade produzida de maracuja nos estados brasileiros (toneladas).
Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, elaborado a partir da plataforma Bing; IBGE, 2020.
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Figura 4. A. Rendimento médio da producio de maracuja por regido brasileira (t.ha); B.
Rendimento médio da producio de maracuja por estados brasileiros (t.hal). Fonte: Ana
Rosa de Figueiredo, elaborado a partir da plataforma Bing; IBGE, 2020.

A Bahia é um dos maiores produtores de maracuja com 197,2 toneladas (t) e a maior
area plantada, contudo, sua produtividade é baixa. A produtividade média da fruta no Brasil em
2020 ficou em média 14,9 toneladas por hectare (t.na™) de area plantada por ano. Santa Catarina
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tem, ao todo, pouco mais de mil e oitocentos hectares de plantacdes de maracuja, sua colheita
anual foi 41.100 t e o Distrito Federal 3.321 t, sendo as maiores produtividades por hectare do
Brasil (21,8 e 27,7 t.ha™! respectivamente) (IBGE, 2020).

De acordo com a EMBRAPA (2019) o primeiro sistema de manejo organico (Figura 5)
para produgdo do maracujazeiro foi desenvolvido com sucesso em Lengois, na Chapada
Diamantina (BA), no qual exibiram indices de produtividade de 28 t.ha™, superiores aos
registrados no sistema convencional no estado e também a média nacional. Os pesquisadores
ja intencionaram estender o pacote tecnoldgico a outros polos produtores no Brasil.

Figura 5. Maracujazeiro sob sistema organico de producdo na Chapada Diamantina - Ba. Fonte:
Raul Castro/ EMBRAPA, 2019.

Entre os estados brasileiros, Santa Catarina se destaca com sua alta produtividade e
qualidade em frutos (Figura 6 A-B). No Estado, a cadeia produtiva do maracuja-azedo é uma
das mais importantes na geracdo de renda e trabalho para agricultura familiar (EPAGRI, 2020).

Figura 6. Maracuja-azedo e maracuja-roxo de Santa Catarina. Fonte: Epagri, 2020.

Diante a elevacdo dos custos de producdo e da especializacdo dos grandes centros
consumidores, o incremento em produtividade e a melhoria da qualidade dos frutos tornaram-
se vitais para a permanéncia dos produtores na atividade. A expansao dos pomares e das opcoes
de comercializacdo exigiu uma tecnologia de producdo mais adequada, na qual se inserem
cultivares mais produtivos, capazes de atender aos mercados mais exigentes. Com 0 uso de
material ndo selecionado, a produtividade é baixa e o preco médio anual nem sempre permite
cobrir os custos de producdo (MELETTI, 2001).

Oscilagdes nas vendas do maracuja podem ocasionar diferentes destinos ao produto in
natura. Mais recentemente 0 avanco do novo virus da sindrome respiratdria aguda grave
coronavirus - 2 (SARS-CoV-2), com o inicio da quarentena no Brasil em margo de 2020,
resultou em oscila¢cdes nas vendas do maracuja in natura, com reducdo de 80%. O preco de
venda reduziu 40% do valor e apesar disso, a producdo apresentou excedente de 36%. Para
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minimizar prejuizos econdémicos foram implementadas novas recomendagdes técnicas. Nesse
caso, a EPAGRI e 0 Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP)
indicaram a adogdo de protocolos de higiene, encaminhamento do maracuja de forma direta
aos mercados locais e classificacdo mais rigorosa dos frutos. Ainda, o excedente produzido
pode abastecer a agroindistria de processamento de suco e polpa, j& que hd demanda
(MELETTI, 2011; EPAGRI, 2020; FURLANETO et al., 2020).

g) Propriedades fisico-quimicas, nutricionais e usos

O maracujazeiro apresenta importancia econdmica devido principalmente as
caracteristicas fisico-quimicas e farmacoterapéuticas de seus produtos e subprodutos do
processamento dos frutos, sementes, folhas e raizes. O frutos do maracuja sao utilizados,
sobretudo, para consumo in natura e na fabricacao de sucos, que dispde de alto valor nutritivo
e excelentes caracteristicas organolépticas e valor medicinal, sendo fonte de compostos
antioxidantes, devido a presenca de polifenois, principalmente flavonoides. Conforme o United
States Department of Agriculture (USDA) e Food Composition Databases (2019), os
componentes nutricionais da polpa de maracuja incluem vitaminas e minerais (Quadro 2), nas
quais, 0 maracuja € rico, especialmente as A e C (PEREIRA et al., 2006; FALEIRO et al.,
2016; SEBRAE, 2016).

Quadro 2. Principais componentes nutricionais de Passiflora edulis em 100 g de polpa fresca
(Fonte: FALEIRO et al., 2016; United States Department of Agriculture (USDA),
Food Composition Databases, 2019)

Informac0es nutricionais

Umidade 82,9% Riboflavina 0,101 mg
Kcal 68 Niacina 2024 mg
Carboidrato 12,3 ¢ Magnésio 28 mg
Proteinas 29 Fésforo 51 mg
Lipidios 2,19 Ferro 0,6 mg
Acucares 14,259 Sddio 2mg
Fibras 0,29 Potassio 338 mg
Cinzas 049a08g | Cobre 0,19 mg
Betacaroteno 525 ug Zinco 0,4 mg
Alfa-caroteno 35 ug Acidos graxos saturados 0,015¢
Beta-criptoxantina 47 pg Acidos graxos monoinsaturados 0,022 g
Calcio 5mg Acidos graxos poli-insaturados 0,106 g
Vitamina A 943 Ul Acidos graxos trans 0g
Vitamina E (alfa-tocoferol) 0,01 mg Colesterol 0g
Vitamina K (filoquinona) 0,4 ug Colina 4 mg
Vitamina B-6 0,06 mg Sédio 6 mg
Vitamina C (4cido ascorbico) 18,2 mg Selénio 0,1 ug
Folato 8 ug

Em termos de rendimentos das partes constituintes do fruto de maracuja, Silva et al.
(2020) compararam a constituicdo percentual dos frutos de maracuja-roxo sob os sistemas de
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manejo convencional e organico. Cascas e sementes representaram juntas 60 e 64% do peso da
fruta, respectivamente, com equivaléncia nos dois sistemas de manejo. Dentre os subprodutos
do processamento do fruto, cascas e sementes podem ser utilizadas na alimentagéo, tanto
humana, como para racdo animal e na industria de cosméticos. O albedo das cascas € rico em
fibras soltveis (pectina), que sdo benéficas aos seres humanos, além de serem ricas em niacina
(vitamina B3), ferro, célcio e fosforo. Estudos buscam o aproveitamento de suas caracteristicas
e propriedades funcionais. As sementes de maracujé representam cerca de 6 a 12% do fruto e
podem ser fontes de carboidratos, proteinas e minerais. O percentual de 6leo na semente alcanca
25,7% do peso do farelo seco. O dleo obtido é altamente atraente para industrias cosméticas,
devido ao seu teor de acidos graxos insaturados. O farelo desengordurado obtido ap6s moagem
das sementes e extragcdo com solvente possui alto teor proteico e fibras (ESPIRITO-SANTO et
al., 2013; SPOLADORE et al., 2014; SEBRAE, 2016). Conforme Martin et al. (2006) o acido
linoleico (w-6) € um dos principais acidos graxos do 6leo da semente de maracuja (cerca de 55-
66%), seguido pelo &cido oleico (18-20%) e do acido palmitico (10-14%). Ja o &cido linolénico
(w-3) € encontrado em menor quantidade (0,8-1%) (LEONEL et al., 2000).

Jinkings et al. (2020) elaboraram a farinha do maracuja-amarelo a partir do exocarpo e
analisaram seus teores de umidade, cinzas, lipideos, proteinas, carboidratos e valor calérico
total. Com excec¢do da umidade, onde foi maior na polpa, todas as demais analises encontraram
valores superiores para a farinha a partir do exocarpo, demonstrando ser uma fonte alternativa
para 0 aproveitamento de residuos organicos, por possuir um aporte nutricional valioso.

Quanto ao potencial de uso, na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019), informa que
a droga vegetal consiste de folhas secas de maracuja contendo no minimo 1,0% de flavonoides
totais, expressos em apigenina (4°,5,7-triidroxiflavona), cuja formula quimica é CisH100s €
massa molar 270,24 g.mol™. Estudos relataram a presenca de varios componentes funcionais
no maracuja, como, principalmente, alcaloides, flavonoides e carotenoides. Assim, além da
valorizacdo pelos aspectos sensoriais, recentemente 0 maracuja tem sido valorizado por suas
propriedades funcionais, (SUNTORNSUK et al., 2002; COSTA; TUPINAMBA, 2005).

O maracuja também tem sido estudado para o tratamento contra a dependéncia a
canabinoides (termo genérico usado para descrever substancias naturais ou artificiais, que
ativam os receptores canabinoides) (DHAWAN; SHARMA, 2003), diminuicdo da resisténcia
a insulina em pacientes com diabetes tipo 2 (QUEIROZ et al., 2012) e alcoolismo crénico
(CARLINI et al., 2006). Outros usos, como por exemplo, macerados de folhas de agrido e de
maracuja emitiram atividade nematicida contra M. incognita, o que pode ser (til para a
industria produtora de nematicidas. A planta do maracuja possui ainda potencial para uso
ornamental, devido as suas belas flores, atrativas pelo seu tamanho, exuberante variedade de
cores e originalidade de formas (PEIXOTO, 2005; SILVA et al., 2019).

h) Toxicologia

O uso seguro de maracuja vem sendo apoiado por pesquisas, 0 que impulsionou seu
emprego em estudos farmacoldgicos. Medeiros et al. (2009) analisaram resultados de exames
laboratoriais a partir de ensaios toxicoldgicos clinicos da casca do maracuja como alimento em
ensaio com voluntarios: homens e mulheres, entre 20 e 60 anos. Os autores verificaram que a
administracdo da farinha do albedo de maracujd mostrou-se segura como alimento, com
propriedades promotoras de saude e sem sinais de toxidez nos 6rgédos e sistemas avaliados.
Apesar disso, a presenca de glicosideos cianogénicos no maracuja foram relatados (CLARO et
al., 2018).

Devaki et al. (2012) avaliaram a toxicidade de extrato de maracuja no sistema de ratos
Wistar albinos. A dose de administragcdo oral do extrato considerada segura foi de 2.000 mg:
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Kg™. No estudo n&o foi observada morte, sinais de neurologia ou mudangas comportamentais.
Assim como, o quadro hematoldgico e o peso do 6rgao ndo foram alterados.

2.3 Doencas Fitopatogénicas e Manejo

A Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentagéo e Agricultura (FAQO) estima que
se perde ou desperdica-se 1,3 bilhdo de toneladas de alimentos todos os anos no mundo. Com
parte desses alimentos seria possivel satisfazer as necessidades nutricionais das 815 milhGes de
pessoas que, em 2016, se encontravam em estado de inseguranca alimentar. No Brasil, estima-
se que aproximadamente 10% dos alimentos produzidos séo perdidos ou desperdigados. Do
ponto de vista econdémico, representam investimentos desperdicados que podem reduzir a renda
dos agricultores e aumentar as despesas dos consumidores. Para o ambiente, as perdas
ocasionam uma série de impactos, como emissdo de gases de efeito estufa desnecessarios e uso
ineficiente de solo e 4gua da producdo agricola, que, por sua vez, podem levar a reducéo de
ecossistemas naturais e de servi¢os ambientais. As perdas e o desperdicio nas cadeias de frutas
e hortalicas sdo relativamente maiores em razdo, principalmente, da maior perecibilidade,
quando comparadas a outros alimentos (LIPINSKI et al., 2013; MELO et al., 2018).

A partir da intensificagdo dos cultivos com precario manejo hd um favorecimento ao
surgimento de fitopatdgenos, com a manifestacdo de problemas fitossanitarios que podem
ocasionar perdas na producdo agricola ou alterar compostos quimicos da planta
(RUSSOMANO; KRUPPA, 2010). A doenca nas plantas, segundo Agrios (2005), pode ser
definida como a série de respostas invisiveis e visiveis das células vegetais e tecidos a um
organismo patogénico ou fator ambiental que resulta em mudancas adversas na forma, fungédo
ou integridade da planta e pode levar a comprometimento ou morte de partes da planta ou de
toda a planta. Estima-se que, doencas, insetos, e as ervas invasoras juntas anualmente
interferem na producdo ou causam destruigdo de 31 a 42% de todas as culturas produzidas
mundialmente. As perdas sdo geralmente mais baixas nos paises mais desenvolvidos e mais
elevadas nos paises em desenvolvimento, ou seja, paises que mais carecem de alimentos, a
maioria. Estima-se que, em média, de 36,5% das perdas totais, 14,1% sdo por doencas, 10,2%
por insetos e 12,2% por plantas daninhas. Considerando que 14,1% das culturas sdo perdidas
por doencas, a perda anual total por doengas € de cerca de US $ 220 bilhdes. Para estes deve-
se acrescentar 6 a 12% de perdas de culturas apos a colheita, particularmente altas nos paises
tropicais em desenvolvimento, onde treinamentos e recursos como refrigeracdo geralmente
estdo faltando. Além disso, essas perdas ndo incluem as causadas por fatores ambientais.

A necessidade de medidas para controlar doencas de plantas limita a quantidade de terra
disponivel para cultivo a cada ano, limita os tipos de culturas que podem ser cultivadas em
campos ja contaminados com certos microrganismos e requer anualmente, o uso de milhdes de
quilogramas de pesticidas para o tratamento de sementes, fumigacao de solos, instalagdes para
pulverizagdo ou tratamento pos-colheita de frutas. Tais medidas de controle ndo apenas
aumentam o custo da producédo de alimentos, alguns deles, por exemplo, rotagéo de culturas,
necessariamente limita a quantidade de alimento que pode ser produzido, enquanto outros
adicionam produtos quimicos tdxicos ao ambiente (AGRIOS, 2005).

Entre os métodos de manejo tem-se os controles: cultural, fisico, bioldgico, genético e
quimico de doencas de plantas. O controle cultural vai atuar de forma a favorecer o hospedeiro
com o objetivo de criar condi¢Ges desfavoraveis aos patdgenos e reduzir o indculo, atuando na
sobrevivéncia, producdo e disseminacdo de inoculo. Por exemplo, a pratica do roguing, a
eliminacéo de restos de cultura, o preparo do solo, a densidade de plantio etc. J4 o controle
fisico de doencas de plantas vai trabalhar basicamente com temperaturas e radiagGes, por
exemplo a refrigeracdo de produtos armazenados, o tratamento térmico de frutas, legumes,
6rgéos de propagacao, do solo, solarizacao do solo, eliminag&o de determinados comprimentos
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de onda, radiacdo UV, radiacdo ionizante e armazenamento em atmosfera controlada. Da
mesma forma, o controle biologico que atualmente vem crescendo bastante. Segundo Cook e
Baker (1983), o controle bioldgico é a redugdo de indculo ou das atividades determinantes da
doenca, realizada por ou através de um ou mais organismos que ndo o homem. Um dos avangos
tecnoldgicos mais significativos € o controle genético. E barato e de facil utilizacio. Para tal,
fontes de resisténcia devem ser identificadas, os genes de resisténcia incorporados em
cultivares comerciais e tragadas as melhores estratégias para o cultivar resistente (AMORIM et
al., 2011).

No que diz respeito ao manejo de doengas com o uso de produtos quimicos, os desafios
sdo enormes, ja que existem poucos produtos registrados para 0 uso e principalmente, em
relacdo aos produtos quimicos de baixa toxidez ou produtos de base biolégica. Apesar disso,
em 2020, de acordo com o MAPA (2020), a liberacdo e registro destes defensivos agricolas
biol6gicos e microbioldgicos superou 0 nimero de anos anteriores. No total em 2020 foram 95
produtos de baixo impacto registrados. Isto contribui imensamente para a sustentabilidade na
agricultura. Os produtos foram analisados e aprovados pelo Ministério da Agricultura, pelo
Ibama e pela Anvisa, de acordo com critérios cientificos e alinhados as melhores préaticas
internacionais.

O manejo de pragas na agricultura esta enfrentando desafios no desenvolvimento de
agentes adequados para o controle de insetos-praga e, a0 mesmo tempo, garantir a
sustentabilidade econémica e ecoldgica, ja que a maioria dos produtos quimicos pesticidas sdo
conhecidos por causar riscos humanos e ambientais (RATTAN, 2010). Uzéda et al. (2016)
verificaram a eutrofizacdo de solos sob praticas conservacionistas, 0 que aponta uma
preocupacado: deriva como fonte de contaminacdo, dificultando o controle em areas que néo
praticam agricultura convencional. Ahmed et al. (2001) relataram niveis altos de agrotoxicos
em cumina (Cuminum cyminum), uma planta medicinal.

A contaminagdo por agrotoxicos pode ocorrer por exposicdo direta ou por meio do
consumo de alimentos contaminados (D’AMATO, 2002). No tocante ao aumento da qualidade
e seguranca alimentar relativa ao consumo de frutas, a Anvisa (2020) implementou o
monitoramento do Programa de Avaliacdo de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA),
de ocorréncia anual. Ainda assim, tem sido detectado ndo conformidades em amostras de frutas,
residuos de ingredientes ativos altamente prejudiciais a salde. Foram consideradas
insatisfatorias 23% das amostras analisadas, destacando-se o ingrediente ativo carbofurano,
proibido no pais por meio da Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 185/2017. Outros
compostos acima do limite minimo de residuo ou agrotdxicos ndo autorizados também foram
detectados, o que traz indicios de que os ingredientes aprovados ainda ndo atendem as
necessidades das culturas (BRASIL, 2017).

O controle de doencas fangicas da parte aérea em plantas medicinais, condimentares e
aromaticas deve ser feito, preferencialmente, pelo emprego de variedades resistentes e pelo uso
de sementes, mudas e material propagativo livres de fungos, em locais sem ocorréncia de
doencas. A utilizacdo de técnicas culturais de controle pode elaborar na reducdo de danos
causados por doengas (RUSSOMANO; KRUPPA, 2010).

Recentemente no Brasil, a RDC N° 235/ 2018 tornou obrigatdria a partir de 1° de janeiro
de 2018 analisar residuos de agrotoxicos para os fitoterapicos registrados. Um laudo de controle
de qualidade deve ser apresentado em todas as peticdes de registro e pos-registro para plantas
medicinais cultivadas ou coletadas no Brasil que ndo comprovarem o sistema orgénico. Devera
ser apresentado o laudo da analise qualitativa e quantitativa dos residuos, conforme previsto
em Farmacopeia oficial, além dos constantes da ‘Lista de agrotdxicos selecionados para
analise’. Os agrotdxicos a serem pesquisados em cada fitoterapico foram definidos pela Anvisa
por meio da RDC n° 105/2016. O ultimo prazo foi até 25 de junho de 2019, antes, este ja havia
sido adiado por diversas vezes, por meio das RDCs n°® 77/2016, 93/2016, 105/2016 e 196/2017.
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Mundialmente, a presenca de residuos de agrotdxicos em plantas medicinais e fitoterapicos tem
sido comum, alerta a WHO (2007).

2.4 Doencas do Maracujazeiro

Inimeras doencas causadas por fatores bidticos e abidticos acometem a cultura do
maracuja e contribuem para baixa qualidade e produtividade, onerando custos, e causando
desisténcia e abandono de areas. Os agentes etioldgicos sdo: fungos, oomicetos, bactérias,
fitoplasma, nematoides e virus.

Quanto ao manejo destas doencas com 0 uso de produtos quimicos, dentre os
agrotoxicos e afins aprovados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (Quadro 3) encontram-se produtos com classificagdo toxicoldgica 4 (produto pouco
toxico) e classificacdo ambiental 1V (produto pouco perigoso ao ambiente), como o Timorex
Gold cujo ingrediente ativo é extrato de folhas de Melaleuca alternifolia (grupo quimico
terpenos). Este é registrado para Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae no maracuja. Ha
também produtos com classificacdo toxicoldgica | (extremamente toxico) e classificacdo
ambiental Il (produto muito perigoso ao ambiente), como o Orbis, cujo ingrediente ativo é o
tebuconazol (grupo quimico triazol), registrado para Cladosporium herbarum em maracuja
(BRASIL, 2020).

Quadro 3. Grupos quimicos dos produtos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento para controle de patdgenos no maracuja (BRASIL, 2020)

. L Classificagdo Classificagédo
Patdgeno Grupo quimico NP .
toxicoldgica ambiental
Benzimidazol
Carboxamida
CoIIetotrl_ch_um Dltlocar_bamato 1.2.3 4¢e5 LI e IV
gloeosporioides Estrobilurina
Inorganico
Triazol
Estrobilurina
Cladosporium herbarum Inorgénico 1,2,3,4e5 I elll
Triazol
Alternaria alternata Anilida 3 Y
Alternaria passiflorae Anilida 2 v
Sclerotinia sclerotiorum Anilida 3
Phytophth(_)ra nicotianae Morfolina 3
var. nicotianae
Xanthomonas_ campestris pv. Te_rpgn_o 4e5 Velll
passiflorae Antibidtico

Para o controle de algumas doencas, tais pelos agentes Septoria passiflorae,
Pectobacterium subs. carotovorum e nematoides ndo ha produtos registrados no MAPA até o
momento. Deste modo, praticas culturais como a utilizacdo de mudas e sementes sadias,
limpeza de maquinas e ferramentas agricolas, adubagdo verde, eliminacdo de restos vegetais
contaminados no campo e controle da agua de irrigacéo, sdo recomendadas (BRASIL, 2020).

Problemas fitossanitarios tém sido frequentes nas areas cultivadas de maracuja no
Brasil, em consequéncia do manejo inadequado. Segundo os autores Santos Filho e Junqueira
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(2003), o ciclo do maracuja vem ficando mais curto e muitas vezes inviabiliza o cultivo em
determinadas regides. De acordo com Pio-Ribeiro e Mariano (2016), varios problemas
fitossanitarios ocorrem em maracujazeiro e chegam a causar sérios prejuizos ou inviabilizar
economicamente a cultura em algumas areas. As doencas de maior ocorréncia incluem o
endurecimento dos frutos causado por virose, o superbrotamento por fitoplasmas, as murchas
bacterianas ou fangicas e fungos pos-colheita, que prejudicam diretamente o produto comercial
tornando-o improprio a comercializagdo. Dentre os problemas fitossanitarios que ocorrem na
cultura, o endurecimento dos frutos do maracujazeiro causado pelo Cowpea aphid borne
mosaic virus (CABMV), género Potyvirus, familia Potyviridae € considerada a doenga de
maior importancia para 0 maracuja no Brasil, pois limita seu cultivo com rapida disseminacéo
da infeccdo viral nos pomares, devido principalmente ao manejo inadequado (FIGUEIREDO
et al., 2020).

a) Doencas causadas por virus

As fitoviroses sdo causadas por parasitas obrigatorios, intracelulares, que podem
ocasionar doencas letais em plantas. Os virus afetam a producdo de alimentos principalmente
nos trépicos, sendo responsaveis por perdas no rendimento e na qualidade das colheitas. Perdas
severas nas plantacdes e fome generalizada em paises tropicais foram reportadas, sendo
responsaveis 0s géneros Begomovirus, Potyvirus, Tospovirus e Cucumovirus (SASTRY, 2013).

Entre as doencas, as de origem viral tém sido relatadas como responsaveis por
importantes perdas agronémicas em maracujazeiros mundialmente. As infeccdes virais podem
afetar severamente a cultura, com perdas de 100% na producdo e limitar sua expansao
comercial nas regides tropicais e subtropicais (ROBINAH et al., 2018). Alguns desses virus
estdo incluidos entre membros dos géneros Cucumovirus, Potyvirus, Begomovirus
(NASCIMENTO et al., 2006; FONTENELE et al., 2018).

Passion fruit woodiness virus (PWV)

Passion fruit woodiness virus (PWV) pertence ao género Potyvirus, familia
Potyviridae. Apesar de PWV ter sido identificado como causa do endurecimento dos frutos em
maracuja, pela primeira vez na Australia (MCKNIGH, 1953), a real causa da doenca foi
investigada em sete estados brasileiros e no Distrito Federal. Os sintomas de endurecimento
foram reproduzidos em maracuja-amarelo e os sintomas de mosaico foram induzidos em
feijoeiro. Todos os isolados infectados foram relatados como ndo hospedeiros do virus do
endurecimento do maracuja (PWV). O teste ELISA indireto demonstrou que estes estavam
sorologicamente relacionados entre si e também com o virus do mosaico transmitido por pulgao
(CABMV). Um grupo de isolados do Brasil previamente caracterizados que haviam sido
designados como PWV deveria ser reclassificado como CABMV, pois a presenca de PWV no
maracuja ainda néo foi confirmada no pais (NASCIMENTO et al., 2006).

Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV)

A virose do endurecimento dos frutos € uma das mais importantes doencas do
maracujazeiro, incitada pelo CABMV, virus do mosaico do caupi, que causa 0s maiores danos
econdémicos. A doenca vem inviabilizando a producdo de maracuja, tornando a cultura
itinerante. CABMV, membro do género Potyvirus incita uma grave moléstia desde a sua
introducdo, em 1978, no estado da Bahia (CHAGAS et al., 1981) e hoje, estima-se que ja ocorra
endemicamente em todo o Brasil. Uma vez instalado na cultura, o virus se dissemina com
muita rapidez, podendo chegar a 100% de plantas infectadas na lavoura (NARITA et al., 2012).
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O virus apresenta particulas filamentosas e flexuosas, com cerca de 690 a 760 nm de
dimens@es. Seu genoma é RNA de fita simples (SSRNA), senso positivo (+) e um dnico tipo de
proteina capsidial (aproximadamente 38 kDa). Pertence a familia Potyviridae e ao género
Potyvirus, que constitui o grupo taxondmico com o maior nimero de espécies virais incitantes
de doencas em plantas, portanto é o grupo de maxima importancia (SASTRY, 2013).

A transmissdo do CABMV pode ocorrer a campo de forma natural e rapida por dezenas
de espécies de afideos, embora o maracujazeiro ndo seja hospedeira de nenhuma espécie.
Outrossim, como esse virus é transmitido de forma ndo persistente e sim estiletar, o inseto-
vetor ndo deve ser controlado por meio de aplicagbes com inseticidas no maracujazeiro,
contudo, excesso de pulverizagdes sdo comuns na cultura, o que ocasiona grandes perdas e
abandono de areas (PERUCH et al., 2018). Ao lancar méo de inseticidas, a situacao se agrava,
além de ndo ter registros para a cultura do maracuja, estes estariam colaborando para aumentar
0 desequilibrio do sistema. Em Paty do Alferes, o virus do endurecimento dos frutos do
maracuja foi registrado pela primeira vez por Figueiredo at al. (2020) em ocorréncia
generalizada nos pomares e o0s principais sintomas relatados foram: crescimento retardado da
planta com o encurtamento dos entrenos, sintomas foliares de mosaico comum, mosaico
bolhoso, clareamento de nervuras e deformacdes, frutos com endurecimento do pericarpo,
deformacdes e diminuicao de tamanho e da polpa.

No Brasil, a incidéncia do CABMV é elevada e ndo existe controle, mas sim manejo
adequado para mitigar o problema. Nao ha variedades comerciais de maracujazeiros resistentes
ao virus, para seu manejo devem ser observadas algumas técnicas: formacdo de pomares a
partir de mudas sadias; erradicacdo de pomares antigos e plantas doentes; cuidados nos tratos
culturais para prevenir a transmissdo mecéanica do virus; controle de espécies reservatorios
naturais (FISCHER et al., 2008). Em alguns estados, como no Parana, de acordo com IAPAR,
os produtores estdo adotando o chamado ‘modelo de um ciclo’ (CARVALHO, 2015). Na
cultura do maracujazeiro geralmente preconizavam-se ciclos de cultivo de até trés anos, mas
em regides com o problema da virose, a renovacdo anual é necessaria (PERUCH et al., 2018).

Spadotti et al. (2019) demonstraram que o rouguing sistematico de plantas doentes foi
significativamente eficiente para 0 manejo da doenca no maracuja. A fim de facilitar a
identificacdo e subsequente remocdo de plantas infectadas. Essa pratica cultural pode ser
recomendada para gerenciar o CABMYV, desde que aplicada em escala regional por todos 0s
produtores de maracuja. Para facilitar a identificacdo e subsequente remocdo de plantas
infectadas, estas devem ser cultivadas separadamente em trelicas de arame ou em mandris. E
necessario que o0s tecnicos responsaveis por identificar e erradicar plantas infectadas, recebam
treinamento adequado para reconhecer prontamente os sintomas iniciais da doenga. A redugéo
de fontes externas do in6culo também é uma medida indispensavel que deve ser adotada pelos
produtores, para que a gestdo do endurecimento dos frutos por meio do descarte de plantas
doentes atinja a eficiéncia desejada.

Algumas regides utilizam o vazio sanitario para driblar o problema. O vazio sanitario é
uma das principais medidas de convivéncia com a virose do endurecimento dos frutos do
maracujazeiro, devido a reducdo dréstica do inoculo inicial do virus na regido, diminuindo a
progressdo da doenca, a exemplo de pomares catarinenses. A portaria estabelece o vazio
sanitario para o cultivo do maracujazeiro no periodo de 01 de julho a 31 de julho de cada ano,
no qual é proibido cultivar ou implantar pomar de maracuja, bem como manter ou permitir a
presenca de plantas vivas de maracujazeiro em qualquer fase de desenvolvimento, exceto
mudas em cultivo protegido com tela antiafideos. Os infratores das disposi¢des desta Portaria
ficam sujeitos as medidas fitossanitarias e as penalidades previstas na Lei n° 17.825/ 2019.
Além do vazio sanitario, tratos culturais como podas, desbrotas e uso de mudas sadias podem
prevenir a doenga, ainda, suprimir a presenca de variedades selvagens de maracuja em areas
circunjacente ao pomar, que também podem servir como repositorios do virus.
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Cucumber mosaic virus (CMV)

O virus do mosaico do pepino (CMV) é um membro do género Cucumovirus, familia
Bromoviridae, que infecta uma ampla gama de hospedeiras. E mais evidente a manifestacdo de
sintomas de mosaico em folhas. Desde que a infeccéo pelo CMV foi relatada, o progresso sobre
o virus foi feito sobre a organizacgéo e expressdo do genoma, ou virus replicacdo e movimento,
disseminacdo na natureza e resposta do hospedeiro. O CMV infectou plantas de maracuja em
Taiwan em 1981, posteriormente no Brasil em 1986 (JACQUEMOND, 2012).

Lan et al. (2020) ao estudarem a interagdo entre o virus CMV e a hospedeira P. edulis,
confirmaram que a infeccdo prejudicou o contetdo de fitoquimicos e, em seguida, o
desenvolvimento de maracuja e inversamente, a espécie modulou sua resisténcia ao estresse
por CMV aumentando os niveis de metabdlitos secundarios e as atividades dos componentes
das enzimas antioxidantes. No Brasil, 0 CMV tem sido raro em maracuja, principalmente
devido ao limitado movimento sistémico na planta (GIORIA et al, 2002).

Passiflora latent virus (PLV)

Um Carlavirus (género), pertencente a familia Betaflexiviridae, virus latente de
Passiflora (PLV) infecta naturalmente espécies cultivadas e selvagens na Australia, Alemanha,
Israel e Estados Unidos. A descoberta de PLV em algumas espécies do género Passiflora foi
possivel por meio da inoculagcdo do extrato de folhas sintomaticas em diferentes espécies
indicadoras. Em Chenopodium amaranticolor e Chenopodium quinoa desenvolveram sintomas
como manchas locais cloréticas, seguidas de clorose e necrose sistémica das folhas. Por outro
lado, ndo foram observados sintomas nas espécies indicadoras Nicotiana benthamiana,
Nicotiana clevelandii, Nicotiana occidentalis, Nicotiana tabacum ou Phaseolus vulgaris,
quando inoculadas com o0 mesmo virus. Espécies economicamente importantes, como P. edulis
e Passiflora ligularis, sdo potencialmente suscetiveis ao virus (TANG et al., 2008).

Passion fruit yellow mosaic virus (PFYMV)

PFYMV pertence ao género Tymovirus, familia Tymoviridae. A presenca de PFYMV
em maracuja-roxo foi relatada na Antioquia pelo trabalho de Mesa et al. (2019), no qual
sequenciaram completamente o genoma do PFYMV. O sintoma mais caracteristico é o
clareamento das nervuras, que ficam translucidas e bem visiveis quando observadas contra a
luz. Em plantas muito afetadas ocorre o encurtamento de entrends, 0s ramos se quebram com
facilidade, as folhas tornam-se coriaceas e os frutos ficam deformados, com casca espessa e,
algumas vezes, ocorre a reducdo do numero de sementes (KITAJIMA et al., 1986). O virus
também foi confirmado por Crestani et al. (1986) em plantas de maracuja com sintomas de
mosaico dourado, clareamento de nervuras e dobras foliares, em baixa incidéncia em Papucaia,
Cachoeiras de Macacu, Estado do Rio de Janeiro. Esses sintomas podem ser reproduzidos em
cerca de duas semanas por enxerto ou transmissao mecanica.

Passion fruit vein clearing virus (PVCV)

E conhecido no Brasil como virus do clareamento das nervuras do maracujazeiro,
devido ao seu sintoma caracteristico de clareamento em nervuras foliares. Outros sintomas,
como folhas e frutos também com tamanho reduzido e baixa produtividade foram relatados em
varios pomares brasileiros (KITAJIMA et al., 1986). PVCV pertence a familia Rhabdoviridae
e ocorre nas principais areas de cultivo do maracuja no Brasil. Foi citado pela primeira vez no
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Estado de S&o Paulo, onde é aparentemente inofensivo. Sua transmissdo em maracuja foi
realizada por enxertia, mas ndo por inoculacéo de extrato foliar (CHAGAS et al., 1987).

Telosma mosaic virus (TeMV)

Em Chiang Mai, provincia da Tailandia, foi identificado o virus causador de uma
doenca grave do mosaico em maracujd-roxo. Plantas com sintomas de mosaico coletadas no
viveiro da estacdo de pesquisa Royal Pangda foram usadas para isolamento do virus por
transferéncia de lesdo Unica em C. amaranticolor, seguido de propagacdo do virus para
purificacdo em N. benthamiana e inoculagéo reversa em maracuja-roxo. Microscopia eletronica
de folhas com sintomas tipicos revelaram particulas flexiveis semelhantes a Potyvirus, corpos
de inclusdo longos e giratérios no citoplasma das células infectadas também foram
evidenciados. O virus isolado era uma cepa do TeMV, familia Potyviridae, que compartilhava
84% de identidade (CHIEMSOMBAT et al., 2014).

Passion fruit green spot virus (PfGSV)

O virus PfGSV, género Cilevirus, familia Kitaviridae foi identificado na década de 90
em pomares de maracuja no Brasil ocorrendo intermitentemente (KITAJIMA et al., 2003;
RAMOS-GONZALEZ et al., 2020). Os sintomas de PFGSV em plantas de maracuja doentes
incluem manchas de aproximadamente 5 mm de bordas verdes brilhantes com ou sem necrose
central que se desenvolvem na casca de frutos maduros, e lesdes cloréticas ou necroticas
surgem nos caules, folhas e frutos. Essas feridas no caule as vezes exibem fendas profundas,
gue podem coalescer e circundar o ramo culminando na morte da extremidade distal. Nas
folhas, manchas distribuidas aleatoriamente se intercalam com manchas irregulares comumente
observadas ao longo das veias. Geralmente, lesdes foliares amareladas surgem durante os
estagios iniciais da infec¢do e gradualmente tornam-se manchas verdes em forma de ilha nas
folhas senescentes. A transmissdo ocorre por acaros do género Brevipalpus, familia
Tenuipalpidae (KITAJIMA et al., 2003; LUIZON et al., 2009).

Maracuja mosaic virus (MarMV)

Maracuja mosaic virus (MarMV) é um Tobamovirus da familia Virgaviridae,
infectante de Passifloraceae. O virus foi identificado na Florida, a partir de extratos de folhas
de P. incarnata infectadas. Esse isolado induziu sintomas sisttmicos de mosaico em plantas
inoculadas manualmente de N. benthamiana, P. edulis, Passiflora foetida, P. incarnata e P.
quadrangularis (HILL et al., 1992; SONG et al., 2006).

Tomato ringspot virus (TORSV)

Infeccdes de maracujd com ToRSV tem sido reportada no Peru, em associacdo com
Tomato ringspot virus (MarMV), género Nepovirus, familia Secoviridae. E um virus RNA
bipartido de fita simples de sentido positivo. A virose atinge um amplo circulo de hospedeiras,
perenes e anuais, lenhosas e herbaceas, as quais podem apresentar sintomas de anelamento,
clorose, reducdo na qualidade de frutos e manchas necréticas. Sua transmissdo pode ser por
meio de material de propagacdo, como mudas ou sementes de espécies hospedeiras, bem como
vetores, entre eles o nematoide Xiphinema americanum, o qual pode transmitir o TORSV em
seus estadios larvais ou forma adulta. Do mesmo modo, plantas invasoras podem assegurar a
sobrevivéncia do virus por longo periodo (LIMA; INOUE-NAGATA, 2018).
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Purple granadilla mosaic virus (PGMV)

Infeccdo natural de maracuja com PGMV foi encontrada apenas para P. edulis no
Brasil. As plantas infectadas exibem um mosaico suave ou em linha nas folhas, que se tornam
mais evidentes durante a estagdo fria e quase desaparecem durante o verdo. Os frutos das
plantas infectadas sdo menores, deformados e lenhosos (FISCHER; RESENDE, 2008;
COLARICCIO et al., 2018).

Passion flower little leaf mosaic virus (PLLMV)

O Passion flower little leaf mosaic virus (PLLMV) em maracuja causa sintomas de
mosaico amarelo nas folhas, reducdo acentuada do limbo foliar e do desenvolvimento das
plantas. PLLMV foi detectado causando danos severos em plantios de maracujazeiro em dois
municipios do Estado da Bahia no ano de 2001 e no Rio de Janeiro em 2008. Nesses locais foi
constatada que a incidéncia deste Begomovirus estava relacionada a colonizacdo das plantas
por Bemisia tabaci. Alves (2009) enfatiza que até 0 momento este virus nao representa uma
ameaca grave a cultura do maracujazeiro, possivelmente devido ao fato da planta ndo ser
preferida para a alimentagdo desse aleyrodideo (ALVES, 2009).

Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV)

Plantas infectadas por Passionfruit severe leaf distortion virus (PSLDV), género
Begomovirus, familia Geminiviridae exibem sintomas severos de mosaico, acompanhados de
manchas amarelas, folhas muito pequenas, malformacéo e rachaduras dos frutos, crescimento
reduzido das plantas e altos niveis de infestagdo de mosca branca em pomares de maracuja no
sudoeste da Bahia, Brasil. As epidemias tém sido intermitentes e estdo principalmente
associadas a presenca de moscas-brancas que colonizam plantas de maracuja. Como surtos de
doencas do Begomovirus em maracuja ocorreram apenas no sudoeste da Bahia, esse patdgeno
aparentemente ainda esta localizado (praga de quarentena A2 brasileira), e recomenda-se que
0 Ministério da Agricultura no Brasil estabeleca medidas de contencdo para impedir a
propagacdo do virus para outras areas produtoras de maracuja no pais (RODRIGUES et al.,
2019).

Sida mottle Alagoas virus (SIMAV)

Sida mottle Alagoas virus (SIMAV), pertencente ao género Begomovirus, familia
Geminiviridae, em maracuja exibe sintomas como mosaico severo e bolhoso, manchas
amarelas e deformacdo foliar. Em 2017, amostras de videira de maracuja (cultivar Flora Brasil-
200) tiveram diagndstico confirmado, sendo o primeiro registro de SIMAV em maracuja no
Brasil. As plantas amostradas apresentavam alta infestacdo por mosca-branca (MITUTI et al.,
2018).

b) Doencas causadas por fitoplasma

Fitoplasmas séo procariotos patogénicos a plantas, habitantes de floema, néo cultivaveis
em meio de cultura e naturalmente transmitidos por insetos vetores de maneira propagativa
persistente. Os fitoplasmas ao colonizarem o floema blogueiam a passagem de fotossintatos e
interferem na translocacdo descendente de nutrientes. Mais de 200 fitopatologias distintas que
infectam varios tipos de plantas foram determinadas como causadas por fitoplasmas. No Brasil,
os fitoplasmas estdo distribuidos em diferentes espécies de plantas. Em alguns casos, as
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fitoplasmoses associadas apresentam impacto econdmico; em outros, sdo observadas em
plantas da vegetacdo espontdnea e podem representar um componente importante ao
conhecimento epidemioldgico das doencas (MONTANO et al., 2011; MONTANO, 2013;
KOINUMA et al., 2020).

A doenca conhecida como superbrotamento, causada por fitoplasma, foi registrada pela
primeira vez em plantios de maracuja realizados no municipio de Araruama/ RJ e na regido
metropolitana de Recife/ PE (KITAJIMA, 1981), posteriormente foi registrada em mais 5
estados no Brasil: Bahia, Parand, Rio de Janeiro, Sergipe e Séo Paulo (RIBEIRO et al., 2008).
A doenca do superbrotamento é facilmente visualizada a campo, principalmente devido aos
sintomas de enfezamento da planta e proliferacdo de pequenos ramos na regido dos nos
(superbrotamento dos ramos), que se tornam eretos e sofrem encurtamento dos entrends. As
folhas apresentam-se com limbo reduzido, nervuras engrossadas, com clorose foliar
generalizada ou marginal, cor bronzeada e aspecto quebradigo, algumas vezes acanoada. Os
ramos afetados apresentam ainda flores anémalas, com calice aumentado e queda anormal de
flores e frutos, quando ha formacéo destes. Neste caso, pode ocorrer fendilhamento e queda ou
apenas reducdo de tamanho. Outros sintomas bastante caracteristicos de fitoplasmas incluem a
virescéncia, evidenciada pela formacéo de clorofila em 6rgdos florais que se tornam verdes e a
filodia, que consiste no desenvolvimento de folhas no lugar de estruturas florais. Estas
alteracdes culminam na reducgédo acelerada da producdo e da vida da planta (KITAJIMA,
COSTA, 1970, 1971; PIO RIBEIRO; MARIANO, 1997).

Davis et al. (2012) identificaram um novo taxon, infectando plantas de maracuja. Foram
observados sintomas de proliferacdo anormal de brotacdes, resultando em formacdo de
vassouras de bruxa em plantas doentes de maracuja em Bonito (Mesorregido do Agreste de
Pernambuco) e Vicosa (Minas Gerais) no Brasil. Esses sintomas estavam associados a
infeccbes por dois fitoplasmas mutuamente distintos. Candidatus Phytoplasma pruni e
Candidatus Phytoplasma sudamericanum. Este segundo representa um subgrupo
anteriormente ndo descrito no grupo 16SrVI. Para a disseminacdo dessa doenca, vetores e
enxerto de mudas sdo citados em diferentes pesquisas. A inspec¢do periddica deve ser realizada
para verificar a presenca de plantas infectadas e remové-las (BRADEL et al., 2008; FISCHER
et al., 2008).

c¢) Doencas causadas por bactérias
Mancha bacteriana oleosa

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae € uma bactéria que causa a mancha-
bacteriana, uma das mais importantes doengas do maracujazeiro e pode limitar a produgéo
dessa frutifera em algumas regides do Brasil (NAKATANI et al., 2009), como Bahia, Ceara,
Distrito Federal, Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (BRASIL,
2020). Seu controle ¢ dificil, principalmente condi¢des de clima quente e imido favorecem
grandes perdas comerciais, como temperaturas entre 27 e 35 °C e umidade relativa acima de
90% (PERUCH et al., 2011; PIO-RIBEIRO e MARIANO, 2016). No ano 2000, a denominacéo
da bactéria foi alterada de X. campestris pv. passiflorae (Pereira) Dye para X. axonopodis pv.
passiflorae (GOLCALVES e ROSATO, 2000).

Sao bactérias com a forma de bastonetes, gram-negativas, moveis por um flagelo polar,
ndo produzem esporos ou capsulas. Como sintomas foliares, inicialmente se observa lesdes
pequenas, encharcadas, oleosas, translicidas e na maioria, localizadas préximas as nervuras,
com halos visiveis. Pode ainda ocorrer enegrecimento vascular a partir dos bordos.
Posteriormente, as lesGes tornam-se marrons, deprimidas, sobretudo na face dorsal da folha,
com tamanho médio de 3 a4 mm de formato variado, mas raramente circulares. A coalescéncia
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de grandes areas necrosadas pode surgir e causar seca total da folha. Em relagdo aos frutos, as
lesGes surgem pardas ou esverdeadas, oleosas, circulares ou irregulares, com margens bem
definidas, que também podem coalescer. Frequentemente, as lesGes permanecem
superficialmente, mas podem penetrar até as sementes, inutilizando o fruto para consumo (P1O-
RIBEIRO; MARIANO, 2016). Os exsudatos bacterianos secam e formam uma crosta dura
sobre as lesGes e manchas que penetram na polpa fazendo com que os frutos caiam antes da
maturagdo ou tornando-os ndo comercializaveis (FISCHER; REZENDE, 2008).

A disseminacdo a longas distancias ocorre por mudas e sementes contaminadas na
lavoura. Ja a curtas distancias, por meio de respingos de agua da chuva e/ ou da irrigacéo e
durante os tratos culturais. Aberturas naturais ou ferimentos facilitam a infeccao e disseminacéo
da bactéria nos espacos intercelulares e tecidos vasculares. Condi¢fes ambientais com altas
temperaturas e umidade aumentam as infecces, contudo, essa bactéria é resistente a
dessecacdo, calor seco e radiacdo solar. Desse modo, a melhor forma de prevengao é o controle
cultural de doencas de plantas, com o0 uso de sementes e mudas sadias, maquinaria limpa,
rotacdo de cultura com espécies ndo hospedeiras por no minimo 3 anos para reduzir o potencial
de indculo. Para o tratamento dessa bacteriose, no MAPA tem o registro para o produto
comercial Timorex Gold (M. altemifolia). O tratamento preventivo com uso de antibidticos é
outra possibilidade de controle, como também a aplicacdo de fungicidas cupricos (JOY;
SHERIN, 2012; BRASIL, 2020).

Queima da folha (Pseudomonas syringae pv. passiflorae)

A bactéria Pseudomonas syringae pv. passiflorae infecta 0 maracuja ocasionando
sintomas de anasarca e queima foliar, doenca conhecida como queima das folhas do
maracujazeiro. A sua ocorréncia é de forma esporéddica e altamente influenciada pelas
condiges ambientais. E comum a ocorréncia da doenca em diferentes plantas daninhas. No
Brasil, a doenca é mais comum na regido Sul, devido as condic¢Bes climéaticas mais favoraveis.
Pesquisadores estdo testando estratégias de biocontrole da P. syringae com inibicdo de
motilidade, biofilme e fatores de viruléncia por espécies de Bacillus e Variovorax, bactérias
agentes de biocontrole que podem interferir no quorum sensing e viruléncia do patégeno (JOSE
etal., 2019).

e) causadas por fungos e oomicetos

O maracujazeiro geralmente é propagado por meio de sementes em virtude da facilidade
e do menor custo na producdo de mudas. No entanto, esta € a forma mais eficiente de
disseminacdo de patogenos, principalmente a longas distancias, sendo que os danos decorrentes
das doengas transmitidas ocorrem especialmente durante os estagios de germinagdo ou na
formagdo de mudas nos viveiros. Dessa forma, infere-se que a obtencdo de material de
propagacao (sementes, mudas de maracuja) sadio é imprescindivel para a producdo de mudas
saudaveis, assim evitando-se a disseminacdo desses patogenos (Alternaria sp., Fusarium spp.
e Lasiodiplodia theobromae) em areas isentas (PARISI et al., 2018).

As plantulas de viveiros estdo sujeitas ao apodrecimento de sementes (pré-emergente),
rizoctoniose ou mela e podridao-do-colo e raizes em plantulas, com subsequente tombamento
(damping-off) de pré e pds-emergéncia. Recomenda-se a desinfestacdo de substratos e
recipientes, bem como evitar o excesso de umidade pelo manejo correto da irrigacdo. Além das
doengas que ocorrem em mudas, 0 maracujazeiro pode ser infectado em todas as fases de
desenvolvimento no campo, e também na pds-colheita, 0 que ocasionard danos e/ ou perdas
diretamente ao produto comercial (FISCHER; REZENDE, 2008).
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Antracnose

O género Colletotrichum representa um dos mais importantes grupos de patégenos de
plantas em todo o mundo, os quais sao responsaveis pela ocorréncia de doencas em uma grande
variedade de espécies de plantas, tanto lenhosas quanto herbéceas, especialmente as frutiferas
em pds-colheita (CANNON et al., 2012).

A principal preocupacdo na producéo de frutas esta relacionada com a manifestacéo de
doencas na fase de pos-colheita, entre elas, a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporioides Penz. (anamorfo) cuja forma perfeita é o teleomorfo Glomerella cingulata. E
a doenca de maior ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais do mundo, a qual pode atingir
frutas como o mamao (Carica papaya L.), a manga (Mangifera indica L.), a banana (Musa
spp.), o caju (Anacardium occidentale L.), o maracuja e a goiaba (Psidium guajava L.), entre
outras (SILVA et al., 2006). Em pos-colheita no maracuja, esta é considerada a doenca mais
importante, principalmente em frutos desenvolvidos e sob condi¢des de alta umidade relativa
do ar e temperaturas elevadas (26 a 28 °C), o que acarreta uma reducdo no periodo de
conservacdo dos frutos. Outras partes da planta (folhas, botbes florais, gavinhas e ramos)
também podem ser afetadas (LIMA FILHO et al., 2003; FISCHER et al., 2005; SILVA et al.,
2009).

No maracujazeiro infectado, sintomas de manchas foliares aquosas evoluem de
tamanho e adquirem uma cor parda de bordos pardo-escuros. A partir da coalescéncia de lesdes,
formam-se grandes areas de tecidos necrosados. Com o passar do tempo, as lesbes causam
necroses no limbo foliar, rachaduras e desfolha. Nos ramos, manchas inicialmente com aspecto
oleoso evoluem a cancros que expdem os tecidos do lenho. Quando as lesdes circundam os
ramos, partes acima da area afetada morrem, ainda. Nos frutos jovens, as manchas passam da
aparéncia oleosa para a pardacenta, com a formacao de tecido corticoso, deprimido e murcho.
Nos frutos maduros, verificam-se manchas deprimidas de coloragéo escura que afetam a polpa,
muitas vezes apresentam-se como podriddo mole e provocam queda dos frutos. Em condicdes
favoraveis ao desenvolvimento da doenca, sinais do patdgeno sdo facilmente visiveis sobre
areas afetadas, na forma de pontuagdes, mais ou menos concéntricas, constituidas pelas
frutificagdes do fungo (VIANA et al., 2003; PIO-RIBEIRO; MARIANO, 2016).

O fungo sobrevive em restos culturais e frutos secos ou remanescentes no pomar.
Respingos de agua, insetos, sementes, implementos agricolas e mudas contaminadas sdo meios
propicios para sua disseminagdo. Seus danos sdo mais expressivos em plantios adultos,
geralmente ap0s o primeiro pico de safra, no qual chega a provocar secas em ramos e morte de
plantas. O fungo também infecta tecidos novos e brota¢Ges, podendo permanecer em estado
latente ou quiescente sem formar sintomas até que as condicGes climaticas se tornem favoraveis
ou ocorra algum estresse (JUNQUEIRA; GUIMARAES, 2007).

Dentre as medidas recomendadas para o controle dessa doenca, além do uso de
fungicidas quimicos, a realiza¢do de podas de limpeza e a remocéo de restos culturais, como
folhas e frutos; o uso de mudas sadias; manejo da irrigacéo e adubacéo equilibrada. Contudo,
as recomendagdes para manejo da doenga a campo ndo tém proporcionado controle eficaz e
cultivares comerciais do maracuja ndo tém demonstrado niveis de resisténcia satisfatorios. Em
pos-colheita, 0 manuseio adequado dos frutos é fundamental para evitar a ocorréncia de
ferimentos e, consequentemente, a incidéncia da doenca (JUNQUEIRA et al., 2003; FISCHER
et al., 2007).

Verrugose, cladosporiose, cancrose

Os fungos pertencentes ao género Cladosporium sdo denominados fungos demacios,
mielinizados ou pretos, por apresentarem coloragdo naturalmente acastanhada devido a
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presenca de pigmento melanico (dihidroxinaftalenomelanina) em sua parede celular. Este
pigmento, além de constituir um elemento fotoprotetor é considerado um fator de viruléncia do
fungo, uma vez que o protege contra estresse ambiental, antagonismo de outros organismos,
limitacdo de nutrientes, choque de pH, radiacdo ionizante e UV (ZAITZ et al., 2012; SIDRIM;
ROCHA, 2012).

O género Cladosporium compreende algumas espécies patogénicas e toxigénicas para
0s seres humanos, associados a infec¢des superficiais a graves do aparelho respiratorio, lesGes
intrabrénquicas, alergias, intoxicacdes e sepse com elevada mortalidade. Entre as principais
espécies de interesse médico associadas a doengas em humanos que requerem terapia esta
incluido Cladosporium herbarum (Pers.) Link, fungo considerado cosmopolita em sua
distribuicdo, que infecta seres humanos, animais e vegetais, causando diversos espectros de
doencas (PANDEY et al., 2016; MENEZES et al., 2017).

Nos vegetais, ocorre a verrugose, doenca que afeta a parte aérea das plantas,
principalmente partes jovens, ocasiona desfolha e morte de mudas em viveiros, reflete
negativamente no desenvolvimento e na producdo. A cladosporiose, verrugose ou cancrose é
comum no nordeste brasileiro e mais importante economicamente na Regido Sudeste. O agente
da doenca é C. herbarum, fungo da familia Davidiellaceae que, além do maracujazeiro infecta
a ervilha (Pisum sativum L.), o milho (Zea mays L.) e outras culturas. Os sintomas surgem
como pequenas manchas circulares (até 5 mm), translicidas, que se tornam opacas, asperas e
pardacentas. As folhas tém o limbo deformado e frequentemente, o tecido necrosado da lesdo
se rompe. Nos ramos, nas gavinhas e nos peciolos, as lesdes tém aspecto deprimido e alongado.
A éarea afetada pode cicatrizar, todavia com tecido corticoso fragil e quebradico. Os frutos
afetados tém sua polpa preservada, porém sdo rejeitados por seu aspecto desagradavel. Regides
de elevada umidade e temperaturas amenas sao favoraveis a ocorréncia da doenca, bem como
plantas desnutridas ou estressadas. Quanto a disseminacdo, ainda ndo esta confirmado se o
fungo é transmitido por sementes, porém sabe-se que a muda infectada é a forma mais comum
de disseminacdo (VIANA et al., 2003; MENEZES et al., 2017).

O controle da verrugose deve ser no sentido de eliminar a quantidade do inéculo inicial.
Os restos culturais devem ser destruidos pela aplicacdo de medidas que acelerem a sua
decomposicdo. Atualmente, o controle de doencas de parte aérea tem sido realizado por
fungicidas, com um elevado nimero de pulveriza¢bes (média de 16 a 36 aplicacbes por ciclo)
(PERUCH et al., 2018). No Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, dentre os
grupos quimicos autorizados (Quadro 3) ha 15 produtos comerciais registrados para o controle
dessa doenca, que incluem as classes toxicologicas de 1 a 5 e classes ambientais de 1l a 11
(BRASIL, 2020).

Rizoctoniose, mela, requeima

E causada por um fungo habitante do solo, necrotréfico, que promove uma diversidade
de doencas em plantas de diferentes espécies. Acerca de mudas recém emergidas, R. solani
(fase sexual - teleomorfo: Thanatephorus cucumeris) causa o damping-off ou tombamento de
mudas, que ocorre principalmente em condicGes de excesso de umidade em estufas e viveiros.
As mudas infectadas ficam improprias ao cultivo, apresentam o hipocoétilo de aspecto
encharcado e ocorre a mela ou tombamento.

Rhizoctonia solani € um dos agentes causais de doencgas associadas a raizes e tubérculos
em diferentes culturas, tais como arroz, feijdo, caupi, soja, batata, milho, beterraba, batata,
sacarina, repolho, tomate, capim braquiaria e alface. Nos hospedeiros fabaceos (feijao-caupi e
soja) e poaceos (arroz e capim-braquiaria) causa doencas foliares conhecidas como ferrugem
das folhas, da bainha e da teia. Além de infectar raizes, colo e caule ocasionando podriddes,
pode estar relacionado as manchas de parte aérea. O fungo atinge culturas hortalicas de grande
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importancia econdmica e causa perdas significativas de rendimento (YANG e LI, 2012;
WOICIECKOSKI; COSTA, 2016; CHAVARRO-MESA et al., 2020; TURKKAN et al., 2020;
ZRENNER et al., 2020). A incidéncia desse patdgeno aumenta o custo de mercadorias pelo
emprego de agroquimicos (fungicidas) necessarios para seu controle (LEROUX, 2003;
HERNANDEZ et al., 2008).

Murcha, podridéo fusariana ou fusariose

A doenca tem inviabilizado o cultivo nas areas produtoras de maracuj, com prejuizos
aos produtores mundialmente. Geralmente a ocorréncia € maior em areas onde ha altas
temperaturas e umidade relativa do ar, solos acidos, argilosos, mal drenados e infestados com
nematoides. O fungo Fusarium oxysporum produz macroconidios hialinos, microconidios
unicelulares e clamidésporos. O micélio aéreo do fungo apresenta fialides curtas, ja F. solani,
fidlides longas (GRUPO CULTIVAR, 2020).

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae sobrevive no solo por muitos anos, na forma de
esporos de resisténcia, estruturas de sobrevivéncia, os clamiddsporos. A penetracdo do
patdgeno nas raizes estd associada a ferimentos, causados principalmente por nematoides ou
por implementos agricolas (LIBERATO; COSTA, 2001). Os sintomas sdo caracterizados por
murcha repentina dos ramos ponteiros, colapso e morte, verificados em qualquer fase do
desenvolvimento vegetal. E comum alguns produtores perderem suas areas ainda no primeiro
ano, o que desestimula e dificulta a continuidade da lavoura na mesma &rea de ocorréncia da
doenca. Os sintomas também sdo evidenciados em plantas na fase reprodutiva (florescimento
e frutificagéo), geralmente ocorrendo em reboleiras, com pequenos ou grandes focos da doenga
distribuidos ao acaso nos pomares. Os frutos verdes murcham, enquanto os ja coloridos podem
amadurecer normalmente. As folhas perdem a cor verde-brilhante para verde-palido. Ja o caule
pode apresentar rachaduras no colo e coloragdo castanha ou ferruginosa nos feixes vasculares
e necrose em dire¢do a medula (GRUPO CULTIVAR, 2020).

Fusarium solani (teleomorfo: Haematonectria haematococca = Nectria
haematococca) causa uma doenca conhecida por podriddo-do-colo, infecta a raiz principal e a
regido do colo da planta, ndo agindo de forma sistémica, o que difere de F. oxysporum f. sp.
passiflorae que atinge a planta sistemicamente. A producdo de estruturas de resisténcia
(clamiddsporos) acompanhada da elevada gama de hospedeiros que o patégeno pode infectar
dificulta seu manejo. O fungo pode sobreviver em residuos organicos em decomposicao, restos
vegetais e no solo ao longo de muitos anos. Os sintomas incluem folhas de cor verde péalido,
murchas, desfolhamento e, finalmente, a morte das plantas ocorre como resultado da necrose
completa na regido do hipocétilo. O fungo sobrevive por anos como clamiddsporos no solo e
se dissemina por qualquer pratica que resulte no movimento de solo infestado, assim como
mudas infectadas sé&o também responsaveis pela disseminagdo. Solos mal drenados devem ser
evitados e uma irrigagdo cuidadosa deve ser conduzida para evitar o excesso de agua, estresse
hidrico e lesdes no colo e nas raizes das plantas. Sob condi¢des favoraveis ao patdgeno, o uso
de fungicidas é ineficaz. A boa resisténcia da raiz € eficaz para lidar com o problema em areas
contaminadas (NELSON et al., 1983; PORTO et al., 2016).

Requeima, podridédo-do-colo, podridao-do-pé, murcha de Phytophthora

Inicialmente, Phytophthora sp. foi classificado como fungo, mas sabe-se hoje que nao
estédo proximamente relacionados entre si, pertence ao Reino Cromista (=Straminipila), no qual
estdo organismos que podem ser unicelulares, multicelulares, filamentosos ou coloniais. Ainda
que haja semelhancas morfoldgicas aos fungos, suas paredes celulares ndo contém quitina e
sim glucana, e pequenas quantidades de celulose e hidroxiprolina (AGRIOS, 2005).
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Phytophthora é um oomiceto de grande importancia, além do maracujazeiro, atinge
plantas nativas, culturas agricola e florestais ocasionando danos econdmicos. As espécies
hospedeiras desse patdgeno incluem: acacia-negra (Acacia mearnsii), palmito jucara ou
palmiteiro (Euterpe edulis), antario (Anthurium andraeanum) (ERWIN; RIBEIRO, 1996;
SANTOS etal., 2004; PAIM et al., 2006; HANSEN et al., 2012; MARTIN et al., 2012; LOPES
et al, 2019), fumo (N. tabacum), citros (Citrus spp.), abacaxizeiro (Ananas comosus),
algodoeiro (Gossypium hirsutum), tomateiro (Lycopersicon esculentum), macadamia
(Macadamia integrifolia), gergelim (Sesamum indicum), mamédo (C. papaya), néspera
(Eriobotrya japonica), lucerna (Medicago sativa) e morango (Fragaria spp.). Os sintomas
primarios sdo caracterizados pelo desenvolvimento de inchago do caule ao nivel do solo, que
se torna macio e depois seca. Uma vez que esses sintomas se desenvolvem, a planta murcha e
eventualmente morre (VAN DEN BOOM; HULLER, 1970; VIANA et al., 2003).

Phytophthora nicotianae var. parasitica e Phytophthora drechsleri em maracuja na
Colémbia, foram identificadas pela primeira vez em nivel global como causadoras de lesdes no
maracuja roxo. No maracuja, a doenca causa destruicdo dos tecidos da coroa, caule inferior e
zona radicular proximal. Folhas e frutos também sdo afetados em todos os estagios de
desenvolvimento no campo e podem apresentar sintomas, como lesdes de tamanho variado que
podem coalescer, recobrindo toda a superficie vegetal. Para evitar o problema é recomendavel
desviar os plantios de locais mal drenados. Os agentes dessas doengas s&o muito relacionados
ao excesso de agua, pois na presenca deste formam estruturas de reproducdo moveis, 0s
zoosporos (GIL et al., 2017).

Mofo-cinza

Os sintomas de mofo-cinza foram relatados pela primeira vez com ocorréncia em flores
de maracuja, que se apresentaram marrons e depois morreram. Nos tecidos infectados foi
possivel visualizar massas de esporos cinza ou acastanhados produzidos e exteriorizados. Na
Coréia do Sul a incidéncia foi de aproximadamente 50% de infec¢des das amostras de plantas,
destas foi possivel recuperar cinco isolados de Botrytis sp., que tiveram sua identificacdo
confirmada por meio de testes morfoldgicos e moleculares (KWON et al., 2016). Parisi et al.
(2018) detectaram o género Botrytis sp. em 12% de amostras de sementes de maracuja-doce.
Dai a importancia, ja que as sementes se tornam um eficiente meio de propagacéo de patdgenos,
principalmente com danos devido as doengas nos estagios de germinacdo ou na formacédo de
mudas.

Podridao-preta-do-fruto

A doenga também foi chamada de podriddo-de-lasiodiplodia, cujo agente causal é o
fungo L. theobromae (Pat.) Griff. & Maubl. (=Botryodiplodia theobromae Pat.). Sua forma
perfeita, Botryosphaeria rhodina (Cooke) Arx., ainda ndo foi encontrada naturalmente no
maracuja. Esse fitopatdgeno é um dos fungos mais bem distribuidos na regido Nordeste e tem
um elevado namero de hospedeiras, principalmente entre as fruteiras tropicais, onde se incluem
as familias Anacardiaceae e Anonaceae, além do cacaueiro (Theobromae cacao), coqueiro
(Cocos nucifera), cupuaguzeiro (Theobroma gradiflorum), mamoeiro (C. papaya), bananeira
(Musa spp.), abacateiro (Persea americana) (VIANA et al., 2003).

Alternariose

A doenca também é conhecida como mancha-de-alternaria ou mancha-parda-do-
maracujazeiro e sua ocorréncia € generalizada em areas produtoras mundialmente, porém de
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forma esporadica e pode afetar folhas, hastes, flores e frutos. As altas temperaturas e umidade
relativa do ar podem aumentar a severidade da doenca e até mesmo favorecer a sua
disseminacdo para todo o pomar. No Brasil, apenas duas espécies sdo encontradas: o fungo
Alternaria passiflorae J.H. Simmonds, que sé infecta plantas de Passifloraceae e Alternaria
alternata (Fr.:Fr.) Keissl, fungo que infecta hospedeiras de outras familias, como o caquizeiro
(Diospyros kaky), o feijoeiro (P. vulgaris), o fumo (N. tabacum), o girassol (Helianthus
annuus), o mamoeiro (C. papaya) e pomaceas em geral. Alternaria passiflorae e A. Alternata
sdo fungos cuja forma perfeita ndo ocorre no Brasil (VIANA et al., 2003).

Podridao-floral

Rhizopus stolonifer, patdgeno fungico causador da podridao floral do maracujazeiro, se
desenvolve com maior intensidade apds periodos chuvosos, o que contribui para a queda de
flores. O fungo ataca flores recém abertas e frutos novos. Inicialmente, as partes internas dos
botdes florais séo atingidas, onde ocorrem lesdes encharcadas e posteriormente a queda destes,
apenas as sépalas permanecem. Sobre as lesdes, frequentemente observa-se a presenca de
micélio escuro e frutificacdo do fungo, principalmente em condi¢des de elevada umidade
(BOMFIM et al., 2010).

Outros fungos de menor importéancia na cultura

Sédo citados fungos de menor importancia na cultura do maracuja, porém estes podem
interferir na qualidade do produto, como Aspergillus sp., Curvularia sp., Geotrichum sp.,
Helminthosporium sp., Phytomices sp., Phoma sp. (queima-das-folhas), Streptomices sp.,
Pennicillium sp., S. passiflorae, S. passifloricola e S. fructigena e ainda, doencas de viveiro,
como a podridao-do-cauliculo, cujo agente é o fungo Vermicularia sp.; podriddo-de-raizes,
causada por Thielaviopsis basicola, por Fusarium sambucinum, por Sclerotinia sclerotiorum e
ferrugem causada por Puccinia scleriae (TRUJILLO et al., 1994; MANICOM et al., 2003;
VIANA et al., 2003; SALAZAR-YEPES; CARVALHO JR., 2010; SANTANA et al., 2018).

f) Doengas causadas por nematoides

Fitonematoides sdo parasitas que afetam seriamente as culturas mundialmente
comprometendo a producdo agricola e, por vezes inviabiliza a utilizacdo de numerosas areas
de cultivo (MARTINS; SANTOS, 2016). Dentre os problemas fitossanitarios apresentados por
frutiferas ao longo do seu desenvolvimento e producgdo, tem-se 0 parasitismo por nematoides.
Esses importantes parasitos de plantas encontram-se disseminados por todas as areas nas quais
a agricultura é explorada e praticamente todas as espécies cultivadas sdo suscetiveis a esses
patogenos, incluindo as frutiferas. A fauna nematoldgica na rizosfera e no rizoplano dessas
plantas é bastante diferenciada e complexa, com espécies de nematoides de alta capacidade
reprodutiva, o que pode ao longo do tempo causar declinio e reducdo na vida util do pomar
(DIAS-ARIEIRA et al., 2008).

Entre eles, o nematoide reniforme, Rotylenchulus reniformis e os das espécies
causadoras de galhas (Meloidogyne spp.) séo consideradas as mais importantes, com potencial
de causar dano econémico em maracuja, devido a menor producdo dos frutos e reducdo na
longevidade da planta (SHARMA et al., 2004; EL-BORAI; DUNCAN, 2005). H& descricdo
de outros fitonematoides com menor importancia: Scutellonema sp., Helicotylenchus sp. e
Pratylenchus sp. (PIO-RIBEIRO; MARIANO, 2016).

No Brasil, R. reniformis foi relatado pela primeira vez em Passiflora sp. no municipio
de Votuporanga, SP. Juvenis femininos de R. reniformis ao infectar raizes promove a formacéo
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de células de alimentagdo. A parte posterior do seu corpo fica fora da raiz e adquire grande
volume lembrando o formato de um ‘rim’, dai a denominacdo do nematoide R. reniformis.
Outros sintomas relatados sdo: reducdo da altura da planta, peso fresco e seco reduzidos,
amarelecimento foliar (SUAREZ-H; ROSALES, 2003; GARCIA et al., 2007). De acordo com
Inomoto e Fonseca (2020), R. reniformis € uma das principais pragas do maracuja no Brasil, e
poucos métodos de manejo estdo disponiveis atualmente, principalmente devido a falta de
resisténcia da planta hospedeira. O manejo de nematoides reniformes em maracuja deve ser
baseado em uma combinacdo de mudas e campos livres de nematoides.

As espécies pertencentes ao género Meloidogyne tém sido associadas a prejuizos em
diversas culturas. Essas espéecies apresentam dimorfismo sexual acentuado, no qual as fémeas
adultas sdo sedentarias e apresentam um corpo globoso, periforme ou em forma de saco. Os
machos tém o corpo vermiforme e habitam o solo. O juvenil de segundo estadio é a forma
infectante. O principal sintoma destes nematoides € a presenca de galhas nas raizes das plantas
hospedeiras, em decorréncia da hipertrofia e hiperplasia das células do parénquima vascular da
raiz no sitio de alimentacdo do nematoide (DIAS-ARIEIRA et al., 2008). Nos estudos de El-
Moor et al. (2009), os nematoides M. incognita e M. javanica sdo citados como responsaveis
pela reducdo do desenvolvimento vegetativo de plantas do género Passiflora.

2.5 Mecanismos de Defesa Vegetal a Fitopatdgenos

As plantas respondem a estresses de diferentes formas e estes podem ser divididos em
duas categorias principais. O estresse abidtico € fisico, por exemplo, luz, temperatura, déficit
hidrico, agressdo quimica que o ambiente possa impor a uma planta. O estresse bidtico é
resultado de um agente bioldgico quando interage com a planta, por exemplo insetos, doencas
as quais uma planta pode ser exposta durante sua vida atil. Algumas plantas podem ser feridas
por um estresse, o que significa que eles exibem uma ou mais disfuncGes metabdlicas. Se o
estresse € moderado e a curto prazo, a lesdo pode ser temporaria e a planta pode se recuperar
quando o estresse é removido. Se o estresse for grave o suficiente pode impedir a floracéo,
formacdo de sementes e induzir senescéncia, culminando na morte de plantas (HOPKINS;
HUNER, 2008).

A planta vai responder aos estresses sofridos de diferentes formas. Plantas tém sua
capacidade intrinseca de resistir a microrganismos patogénicos. Algumas sdo naturalmente
resistentes a danos causados por patdégenos, produzem compostos secundarios que sdo toxicos
ou gque rompem o ciclo de vida desses organismos (ALMEIDA, 2009). De acordo com
Pascholati e Leite (1995) a resisténcia € uma regra, enquanto a suscetibilidade aos agentes
fitopatogénicos mostra-se como excecdo. Isso levou os pesquisadores a investigarem seus
mecanismos de acao e isolamento de compostos ativos. Em razéo disso, ha a exploragéo de
plantas medicinais para o tratamento de infec¢bes microbianas de plantas e seres humanos, por
meio do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (DAS et al., 2010).

A resisténcia de um hospedeiro segundo Agrios (2005) é um sistema multicomponente
que resulta de um numero de mecanismos operando de maneira integrada e coordenada. Os
mecanismos de defesa devem ocorrer em uma sequéncia especifica apds o contato do patdgeno
com 0 hospedeiro. Para que a planta inicie defesas estruturais e quimicas contra patégenos é
importante que ela o reconheca brevemente. Assim que o patégeno estabelece contato fisico
com a planta, ela recebe sinais moleculares que indicam a sua presenca (Figura 7). Esses
eliciadores ndo especificos incluem toxinas, glicoproteinas, carboidratos, acidos graxos,
peptideos e enzimas microbianas extracelulares, como proteases e enzimas pécticas. Seguindo
tal reconhecimento, uma série de reag¢des bioquimicas e mudancas estruturais ddo inicio na
célula vegetal no sentido de afastar o patdgeno, suas enzimas e toxinas (PASCHOLATI;
LEITE, 1995).
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Figura 7. Representacdo esquematica da interacdo planta-patogeno. Fonte: AGRIOS, 2005.

As plantas possuem estruturas especializadas, substancias quimicas e mecanismos
sofisticados de autodefesa contra patdgenos. Geralmente, as plantas se defendem destes pela
combinacdo de armas de dois arsenais: primeiro, as caracteristicas estruturais que atuam como
barreira fisica e inibem o patdgeno de entrar e se espalhar na planta e segundo, as reacdes
bioguimicas que acontecem nos tecidos e células e produzem substancias toxicas ao patdgeno
(AGRIOS, 2005; VINOD; SABAH, 2018).

De acordo com Pascholati e Leite (1995) os mecanismos de defesa de uma planta podem
ser estruturais e bioquimicos, pré e/ou pos-formados em relacdo a tentativa de penetracdo do
patdgeno no hospedeiro. Os mecanismos estruturais pré-formados séo as cuticulas, tricomas,
estdmatos, fibras, pilosidade, vasos condutores e quanto aos pds-formados sdo: papilas, halos,
lignificacdo, glicoproteinas ricas nos aminoacidos hidroxiprolina (HRGP) e glicina (GRP),
camadas de cortica, camadas de abscisdo, tiloses. Ambos se constituem em barreiras fisicas a
penetracdo e/ou colonizacgéo do patogeno e estdo agrupados em estruturas de defesa celular, as
quais geralmente envolvem células individuais sob ataque do patégeno, e estruturas de defesa
histologica, que envolvem tecidos da planta a distancia do sitio de penetracdo do patdégeno. Os
mecanismos bioquimicos pré-formados sdo fenois, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos
fenolicos e cianogénicos, fitotoxinas, inibidores proteicos e os pos-formados séo fitoalexinas,
quitinases, B-1,3 glucanases, proteinas relacionadas & patogénese, inibidores proteicos e
espécies ativas de oxigénio, substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno ou
gerar condigdes adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro.

Os mecanismos bioquimicos pos-formados se diferenciam dos pré-formados quanto ao
nivel da substancia toxica presente nos tecidos. Nos mecanismos pos-formados, as substancias
encontram-se ausentes ou presentes apenas em baixos niveis antes da infeccao e ativadas em
resposta a presenca do patdgeno ou produzidas a partir de um precursor remoto. Em
confrontacdo a estes, nos mecanismos biogquimicos pré-formados, as substancias como
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compostos fendlicos, taninos e acidos graxos estdo presentes nos tecidos em elevadas
concentragdes, antes da presenca do patogeno (AGRIOS, 2005; SHARIFI-RAD et al., 2017).

a) Mecanismos de resisténcia estruturais pré-formados

O primeiro contato entre o patdgeno e a planta geralmente ocorre ao nivel de cuticula e
é em funcdo principalmente da composicao dessa camada lipidica, que a superficie hidrofdébica
impedird a formacao de filme d’agua.

Pascholati e Leite (1995) ilustram como a morfologia dos estbmatos contribui ou ndo
para a resisténcia dos hospedeiros. A exemplo da resisténcia das folhas de algumas espécies de
citrus contra a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri, agente causal do cancro citrico.
Citrus nobilis mostra-se resistente, enquanto o Citrus grandis mostra-se suscetivel a bactéria
devido a estrutura da crista cuticular que favorece uma fenda nos estbmatos com maior abertura.
Outro exemplo, a presenca de paredes celulares espessas, xilema e as fibras esclerenquimaticas,
ricas em lignina como ocorrem em folhas de pepino interrompem o avanco da bactéria
Pseudomonas syringae pv. lachrymans originando o sintoma conhecido por mancha angular.

b) Mecanismos de resisténcia estruturais pdés-formados de defesa celular e de defesa
histoldgica

As estruturas de defesa da parede celular envolvem mudancgas morfoldgicas da mesma.
Em resposta a tentativa de penetracdo do patdgeno em células vegetais normalmente de
gramineas pode ocorrer a deposic¢do de material heterogéneo entre a membrana plasmatica e a
parede celular no sitio de infeccdo, com a formacéo de papila. Acerca da defesa histoldgica,
quando ocorre precocemente e proximas ao sitio de infec¢do pode contribuir para a resisténcia
da planta ao patégeno. A titulo de exemplo, células do parénquima quando emitem projecdes
do protoplasma para o interior dos elementos condutores formando as tiloses, o que leva a
obstrucdo do xilema ou também a formacgdo de camada de cortica em tubérculos de batata
infectados por Rhizoctonia e impede o espalhamento do patdgeno (AGRIOS, 2005).

¢) Mecanismos de resisténcia bioquimicos pré-formados

Plantas resistem a algumas doencas causadas por determinados patdgenos devido a
presenca de um ou mais compostos antimicrobianos em suas células, antes da infeccdo. Alguns
destes compostos sdo potentes inibidores de enzimas de fitopatdgenos, tais como compostos
fenolicos (catecol, arbutina), saponinas (tomatina, avenacina) e proteinas antimicrobianas, que
podem atuar blogqueando a formacédo de hifas (AGRIOS, 2005). Os mecanismos bioquimicos
promovem condi¢Oes adversas para a sobrevivéncia do patdgeno e inibi¢do do crescimento. Por
exemplo, os extratos fungitdéxicos de alho, capim citronela, gengibre e nim sobre o
desenvolvimento do fungo Curvularia eragrostidis. Os extratos inibiram o0 crescimento
micelial, germinacdo e esporulagéo (BRITO; NASCIMENTO, 2015).

As plantas cianogénicas mantém o acido cianogénico compartimentalizado em vacuolos
das células de raizes, ramos, folhas, flores e frutos, assim isolado dos efeitos da enzima que
catalisa a liberacdo do gas cianeto de hidrogénio (HCN). Ha a produc¢édo de HCN quando ocorre
interacdo entre sorgo e o fitopatdgeno Gloeocercospora sorghi, com consequente detoxicagdo
do HCN para evitar efeitos toxicos (CASTRO, 2017).

As ‘Proteinas Relacionadas a Patogénese ou PR proteinas’ sdo distribuidas em 17
familias (PR-1 a PR-17) conforme a estrutura molecular e atividade enzimatica (VAN LOON
et al., 2006). Pascholati e Leite (1995) citaram as quitinases (PR-3) e B-1,3-glucanases (PR-2)
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agrupadas dentre as ‘PR proteinas’. Em milho, ha a expressdo da resisténcia dos tecidos a
Exserohilum turcicum em fun¢do do aumento na atividade total da -1,3-glucanase.

d) Mecanismos de resisténcia bioquimicos po6s-formados

As fitoalexinas sdo compostos com atividade antimicrobiana de baixa massa molecular
sintetizados pelas plantas, que se acumulam em células vegetais em resposta a infeccdo
microbiana. Geralmente, as fitoalexinas estdo ausentes ou presentes em concentragdes muito
baixas, mas rapidamente sintetizadas ap6s a invasdo por patdgenos. Os detalhes do metabolismo
da fitoalexina ainda ndo estdo claros. Aparentemente, uma variedade de pequenos
polissacarideos, glicoproteinas e proteinas de origem fungica ou bacteriana podem servir como
elicitores que estimulam a planta para iniciar a sintese de fitoalexinas. Estudos com células de
soja infectadas com o fungo Phytophthora indicam que os elicitores fangicos desencadeiam a
transcricdo do RNAm para enzimas envolvidas na sintese de isoflavonas. A producdo de
fitoalexinas parece ser um mecanismo de defesa comum. Algumas espécies de solanaceas
também sdo capazes de sintetizar fitoalexinas como os sesquiterpenos risitina e capsidiol
quando na presenca de agente elicitor (HOPKINS; HUNER, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A reacdo de hipersensibilidade € uma resposta induzida onde ha producdo de
fitoalexinas e vérias proteinas de defesa codificadas por genes da planta. A resposta
caracteristica ocorre em interacdes patdgeno versus hospedeiro, onde estes sdo incompativeis.
No ponto da tentativa de ingresso do patdégeno ocorre uma area de morte celular, o que limita a
colonizacao do hospedeiro pelo patégeno, em que esse permanece mais ou menos confinado ao
sitio de infeccdo, sendo inibido ou morto nos tecidos. Como exemplo, tem-se as bactérias
Pseudomonas syringae pv. glycinea e P. syringae pv. tomato que sdo capazes de incitar a
resposta de hipersensibilidade em variedades de plantas que possuem o gene D complementario
ao gene de aviruléncia D (avrD) da bactéria. A aviruléncia gerada limita a gama de plantas que
0 patogeno consegue infectar com sucesso e € bastante significativo nas interacGes
microrganismos versus plantas (SHEN; KEEN, 1993; MUR et al., 2008).

2.6 Resisténcia Induzida ou Adquirida por Produtos Quimicos Naturais

A inducdo de resisténcia é definida como um aumento da capacidade de defesa da planta
contra um amplo espectro de organismos fitopatogénicos, estes incluem fungos, bactérias e
virus. A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa vegetal latentes
existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bioticos ou abidticos. Os agentes
indutores capazes de ativar ou induzir resposta de resisténcia nas plantas sdo chamados de
elicitores. A sintese de fitoalexinas pode ser induzida tanto por eliciadores bidticos quanto
abioticos e o grau de expressao dessas moléculas nas plantas esta fortemente relacionado com
0 agente indutor utilizado. Esses compostos agem sobre os microrganismos induzindo a
granulacdo citoplasmatica, desorganizacdo dos conteudos celulares, ruptura da membrana
plasméatica e inibicdo de enzimas extracelulares microbianas (MAZARO et al., 2008;
CAICEDO-LOPEZ et al., 2021).

A exemplo de elicitor tem-se o peptidogalactomanana isolado de C. herbarum que teve
seu papel nas interagbes planta-fungo avaliado. O peptidogalactomanana é composto por
carboidratos (76%) e contém manose, galactose e glicose como seus principais
monossacarideos (razdo molar 52:36:12). O contato de células de tabaco com
peptidogalactomanana induz fortemente a expresséo de genes relacionados a defesa de plantas,
como a fenilalanina amonia-liase (PAL) e a lipoxigenase (LOX), o que sugeri ativacdo de
respostas de defesa nas células de tabaco (MATTOS et al., 2018).
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Nos ultimos anos, a busca por alternativas mais sustentaveis na produgdo agricola
motivou estudos de protecdo de plantas a avaliar o potencial de derivados de plantas medicinais
no controle de doencas, tanto pelo efeito direto em potenciais fitopatoégenos quanto por induzir
mecanismos de defesa nas plantas (OOTANI et al., 2013; MELO et al., 2017).

Alguns metabdlitos secundarios, associados a reacdo de hipersensibilidade parecem
constituir transducéo de sinal, vias de preparacdo que preparam células e tecidos para resistirem
a infeccBes secundarias. A reacdo é limitada a poucas células no momento da invasdo durante
um periodo de tempo que varia de horas a dias e a capacidade de resistir a patégenos se torna
gradualmente distribuidos por toda a planta. Com efeito, a planta reage a infeccdo inicial
desenvolvendo uma capacidade imunoldgica geral. Esse fenbmeno € conhecido como
resisténcia sisttmica adquirida (SAR). O desenvolvimento da SAR ainda ndo esta
completamente entendido, mas um componente do caminho de sinalizacdo parece ser o acido
salicilico (HOPKINS; HUNER, 2008).

De acordo com a revisdo de Vinod e Sabah (2018) a defesa das plantas envolve um
nimero de compostos que regulam a producdo de defesa quimica. Estdo intimamente
conectados com o acido salicilico, etileno, cido jasménico e acido abscisico. O acido salicilico
como agente indutor de resisténcia em Arabidopsis contra Peronospora parasitica € um
exemplo. Do mesmo modo, o Bion (Acibenzolar-S-methyl) é um ativador quimico da
resisténcia de plantas em pepino, que produz resisténcia induzida contra Colletotrichum sp.
Outro exemplo € a protecdo de plantas de sorgo em condi¢des de campo contra Exserohilum
turcicum por Saccharomyces cerevisae.

Melo et al. (2017) comprovaram que produtos naturais disponiveis comercialmente
induzem o acimulo de fitoalexinas, como o extrato da alga marinha Ascophyllum nodosum. O
aumento progressivo das doses da alga resultou em aumentos também progressivos de
fitoalexinas em soja e em sorgo, desse modo demonstraram alta correlagcdo do fator dose com
a quantidade de fitoalexina produzida. Werrie et al. (2021) em seus estudos destacaram o
potencial de inducdo de resisténcia sistémica adquirida por arvores de macieira, quando
trataram com injecOes de nanoemulsdes de OEs de canela e horteld em seus sistemas
condutores. Neste estudo, os autores provaram que ha um movimento sistémico dos OEs
injetados no tronco ao detectarem os componentes dos OEs injetados nas folhas das arvores.
Silva et al. (2017) utilizaram os OEs de citronela e capim limdo na ativacdo de respostas
bioquimicas de defesa em tomateiro contra a reducdo da pinta bacteriana (Pseudomonas
syringae pv. tomato), bem como promoveram aumento na quantidade de fenol total e
lignificagdo da parede celular da planta.

Quanto a fisiologia do parasitismo, a combinagdo de caracteristicas estruturais e reagdes
bioquimicas empregadas nas respostas de resisténcia da planta séo variaveis de acordo com o
patossistema patogeno versus hospedeiro verificado, bem como a idade da planta hospedeira,
do orgdo e/ou tecido afetado, do estado nutricional e das condi¢cbes ambientais (AGRIOS,
2005). Constantemente as plantas enfrentam ameacas impostas pelo ambiente, como ataques
de patogenos e condicdes fisicas adversas (seca, salinidade, temperatura, exposicdo a radiacao
UV). Por meio de receptores e sensores, as plantas reconhecem os sinais de ameaca e ativam
respostas de defesa contra estresses. As respostas incluem o acumulo de Metabdlitos
secundarios das plantas (MSp), tais como OEs, flavonoides, alcaloides, glicosideos, taninos,
resinas. A sintese de MSp ap0s a elicitacdo garante a sobrevivéncia, persisténcia e
competitividade da planta (THAKUR et al., 2019).

2.7 Metabolismo Secundario de Plantas

A soma de todas as reagdes quimicas que ocorrem em um organismo é chamada
metabolismo, na maior parte comuns e necessarias para o bom funcionamento das células e
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organismos. No entanto, muitas plantas desviam uma proporcdo significativa de carbono
organico (substancias organicas) e energia para a sintese de compostos, moléculas que podem
ndo ter papel obvio no funcionamento celular. Essas moléculas sdo conhecidas como
metabolitos secundarios e podem ser divididas em trés grandes grupos quimicamente distintos:
os terpenos (incluindo horménios, pigmentos, OEs, esteroides e borracha); 0os compostos
fenolicos (incluindo cumarinas, flavonoides, lignina e taninos); os compostos nitrogenados
(incluindo saponinas, glicosideos, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos e alcaloides). No
entanto, MSp ndo fazem parte da estrutura molecular essencial ou funcéo da célula, mas sim
possuem atividades bioativas que atuam na sobrevivéncia e adaptacdo vegetal e sua producéo
pode ser generalizada ou restrita (familias, géneros ou mesmo espécies em particular). Também
conhecido como produtos naturais, esses novos fitoquimicos foram inicialmente de pouco
interesse para pesquisadores por causa de sua aparente falta de significado biolégico. Contudo,
esses compostos conhecidos por terem significativas vantagens econdmicas e valor medicinal,
hoje ganham reconhecimento e investimentos cada vez maiores para implantacdo de pesquisas
(MONTEIRO et al., 2005; HOPKINS; HUNER, 2008).

Metabolismo secundario de plantas sdo parte importante do sistema de defesa das
plantas contra ataques patogénicos e estresses ambientais. O acumulo de MSp pode ser
influenciado por vérios fatores genéticos, ontogenéticos, morfoldgicos e ambientais. No grupo
dos alcaloides, a maioria destes compostos aumentam sua producdo em condi¢cfes adversas,
porém, em deficiéncia de elementos como o nitrogénio e potassio ocorre a reducao na producédo
destes (YANG et al., 2018). Os compostos organicos volateis (COV) produzidos pelas plantas
representam 1% dos metabolitos secundarios conhecidos até 0 momento e sao principalmente
terpenos, fenilpropanoides/ benzenoides e derivados de aminoécidos e &cidos graxos. Estes
COV geralmente sdo lipofilicos e possuem alta pressdo de vapor, facilmente podem atravessar
membranas celulares e serem liberados na atmosfera ou no solo (DUDAREVA et al., 2006).

Do mesmo modo, a importancia dos MSp relacionada a prevencéo de doencas é grande.
A exemplo da lignana, polifenol presente na linhaca, a qual desempenha acGes
anticarcinogénicas, como a¢édo antioxidante; diminuicdo dos fatores de proliferacdo e nutricdo
celular; efeito anti-inflamatério e acdo antiestrogénica (GOMES et al., 2012). Martins e
Nicoletti (2016) evidenciaram as propriedades terapéuticas de polifendis presentes no vinho,
tais como a capacidade do resveratrol em evitar a arteriosclerose, doencas inflamatorias e
alérgicas, problemas cardiacos, entre outros agravos a saude. Hilton e Marcucci (2016)
enfatizaram que embora o uso de alcaloides na terapéutica seja comum, seu uso indiscriminado
pode levar a agdes adversas no organismo, devido a sua toxicidade. A producgdo de MSp por
meio da elicitacdo abriu uma nova &rea de pesquisa que pode ter beneficios econdmicos
significativos para a industria farmacéutica e terapéutica (incluindo neutracéutica) (THAKUR
etal., 2019).

Moléculas como terpenoides, alcaloides e taninos sdo relatadas como potenciais
compostos defensivos de plantas de grande interesse econdmico e ecoldgico, cujas
propriedades antimicrobianas séo estudadas (MONTEIRO et al., 2005). MSp podem estar
presentes em diferentes partes das plantas e, a partir da dispersdo desses compostos
biossintéticos no ambiente, por lixiviacdo, exsudacdo, volatilizacdo e decomposicdo de
residuos, efeitos alelopaticos sobre o metabolismo de espécies receptoras (TAIZ; ZEIGER,
2013). Tais aleloquimicos funcionam como compostos quimicos de defesa e influenciam alvos
moleculares em herbivoros ou micrébios. Estes sdo Uteis para plantas contra a maioria dos
vertebrados, uma vez que os elementos das vias de sinalizacdo neuronal sdo bastante
semelhantes em todo o reino animal (RATTAN, 2010). A alelopatia, interacGes planta-planta
mediadas pela produgdo quimica € uma area relevante de pesquisa ecoldgica. Apesar desse
interesse, informacdes sobre a prevaléncia dessa interagdo e em quais espécies de plantas
ocorrem sdo escassas (MEINERS, 2014).
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Plantas superiores sdo uma fonte rica de MSp de ampla variedade, como taninos,
terpenoides, saponinas, alcaloides, flavonoides e outros compostos, sabidamente como tendo
propriedades antifingicas, o que representa uma potencial fonte para alcancar um controle
sustentavel de fungos fitopatogénicos e para reduzir a grande dependéncia de pesticidas
sintéticos utilizados atualmente. Metabdlitos antiflngicos de plantas podem ser inibidores pré-
formados que estdo presentes constitutivamente em plantas saudaveis (fitoanticipinas
constitutivas) ou podem ser sintetizadas em resposta ao ataque de patdgenos ou outras
condicdes de estresse (fitoalexinas). Em condicdes de estresse ou ataque de patdgenos, tanto
plantas resistentes como as susceptiveis podem produzir fitoalexinas em resposta ao ataque de
patdgenos, no entanto, estes compostos geralmente se acumulam mais rapidamente em altos
niveis em plantas resistentes. Essas moléculas podem ser usadas diretamente ou considerado
um precursor para o desenvolvimento de moléculas biodefensivas (RIBERA; ZUNIGA, 2012).

A sintese de MSp, seu contetido e também as propor¢6es dos compostos dependerdo da
interferéncia de fatores ambientais. MSp sofrerdo influéncia conforme os aspectos no qual a
planta estd submetida: sazonalidade, ritmo circadiano, estagio de desenvolvimento e idade,
temperatura, disponibilidade de agua, radiacdo UV, nutrientes do solo, altitude, composicao
atmosférica e dano aos tecidos. Alguns destes fatores apresentam correlacdes entre eles, neste
caso podem atuar em conjunto, como desenvolvimento e sazonalidade; indice pluviométrico e
sazonalidade; temperatura e altitude (GLOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009).

2.8 Oleos Essenciais

A Organizacdo Internacional de Normatizacdo (International Organization for
Standardization - ISO) define OE como um produto obtido a partir de matéria-prima vegetal,
seja por destilacdo com agua ou vapor, ou ainda, do epicarpo de frutas citricas por meio de
processo mecanico ou por destilagdo a seco. Sua composic¢ao engloba uma grande diversidade
de compostos, dentre estes, a maioria pertence a classe de compostos terpénicos (monoterpenos
e sesquiterpenos) ou fenilpropanoides. Os constituintes terpénicos, também chamados
isoprenoides, tais como 0s mono e sesquiterpenos sdo classificados por sua vez em
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas e compostos de enxofre. Alguns exemplos de derivados
terpénicos incluem mentol, funchona, citronelol, borneol e derivados do fenilpropano como o
anetol, o eugenol e o aldeido cindmico. No tocante aos fenilpropanoides, também conhecidos
como acidos cinamicos sdo sintetizados por plantas derivados da via do &cido chiquimico, a
partir dos aminoacidos fenilalanina e tirosina. Podem conter mais de sessenta componentes
quimicos diferentes, alta concentracdo ou apenas tracos (BAKKALI et al., 2008; KALEMBA,;
SYNOWIEC, 2019).

Como caracteristicas gerais, OEs sdo limpidos, com elevada lipofilicidade e
volatilidade, especialmente a temperatura ambiente, liquidos oleosos que se dissolvem bem em
etanol, solventes organicos ndo polares e lipidios e sdo insoliveis na agua. Sdo também
caracterizados por fragrancia marcante, antimicrobianos e antioxidantes. Os metabdlitos
secundarios dos OEs sdo originados das vias de fosfato de metileritritol e fenilalanina
(MEIRELES, 2009; REHMAN et al., 2016).

O papel ecoldgico dos OEs é bastante estudado. As interacbes mais conhecidas sdo
planta-planta (agentes alelopaticos, inibidores de germinacgéo) e planta-animal, para protecédo
como mecanismo de defesa, frequentemente repelente, deterrente ou tdxico e atrativo para
polinizadores (insetos, herbivoros). Existem ainda, diferentes teorias sobre suas possibilidades
como antioxidantes na medida em que doam hidrogénio em reacGes oxidativas, especialmente
na presenca de luz. Do mesmo modo, OEs s@o considerados produtos dotados de substancias
com propriedades bioativas, com capacidade de proteger plantas contra possiveis ataques

35



patogénicos (EVANS, 2009). Suas propriedades bioldgicas compreendem todas as atividades
que exercem sobre humanos, animais e outras plantas, devido a seus compostos volateis que
atuam de forma sinérgica ou antagdnica um com outro. Para compreender suas propriedades
bioldgicas, a caracterizacdo quimica do OE é muito importante (CASTRO et al., 2017).

2.9 Caracteristicas de Células e Tecidos Secretores em Plantas - Tricomas

Os tricomas epidérmicas vegetais que estdo presentes na maioria dos tecidos aéreos das
plantas sdo compostos de estruturas unicelulares ou multicelulares. Estas estruturas encontram-
se em duas categorias gerais: glandulares ou ndo-glandulares. Os tricomas glandulares se
distingue das células vizinhas por serem mais volumosos e apresentarem citoplasma mais denso
e nucleo hipertrofiado. Esta célula inicial dos tricomas aumenta gradualmente de volume,
sofrendo ulteriormente uma divisdo periclinal ou anticlinal. Os diferentes tipos de tricomas
dependem de sua morfologia e capacidade de secrecdo (ASCENSAO et al., 1999;
HUCHELMANN et al., 2017).

Entre os tricomas glandulares, dois tipos morfoldgicos distintos diferem de acordo com
0 tamanho da cabeca e comprimento do caule. Sdo destacados: o peltado, definido como
tricoma de haste curta (unicelular ou bicelular) com uma cabeca secretora grande composta de
quatro a dezoito células dispostas em um ou dois circulos concéntricos e o capitado, que
normalmente possui uma haste cujo comprimento é superior a metade da altura da cabeca
(GLAS et al., 2012).

Tricomas ndo glandulares agem no sentido de protecdo fisica das plantas, pela formacao
de barreira mecéanica contra estresses biéticos e abidticos. Sdo constituidos por células vivas.
Pesquisadores também evidenciaram seu envolvimento na producdo, armazenamento e
liberacdo de substancias biologicamente ativas. Os tricomas ndo glandulares participam da
interagdo quimica das plantas com o meio ambiente, bem como os tricomas glandulares
(TOZIN et al., 2016).

As secrecdes vegetais possuem composicado quimica variavel e complexa. Algumas séo
solucdes aquosas ricas em sais, aminoacidos e aclcares, outras sao misturas mais ou menos
complexas, constituidas essencialmente por metabolitos primarios ou por metabolitos primarios
e secundarios. Existem diferencas na prevaléncia dos componentes lipofilicos e hidrofilicos
entre os morfotipos glandulares e entre as células de um mesmo tricoma (TOZIN;
RODRIGUES, 2017).

A morfologia diversa dos apéndices epidérmicos implica em diferentes secre¢Ges
sintetizadas e fungdes bioldgicas distintas. Em espécimes da familia Lamiaceae, geralmente 0s
tricomas glandulares peltados armazenam substancias lipofilicas, enquanto os tricomas
glandulares capitados contém carboidratos e alcoois. Tricomas glandulares de plantas tém a
capacidade de biossintetizar e secretar centenas de metabdlitos especializados, muitos dos quais
biologicamente ativos, que contribuem para adaptacédo das plantas ao ambiente e superacgéo de
estresses biodticos ou abidticos (BIASI; DESCHAMPS, 2009; FENG et al., 2021). Além de seu
papel na protecéo de plantas, essas substancias tém despertado interesse pela importancia dos
compostos como produtos farmacéuticos, ingredientes de aroma e fragrancia ou pesticidas
(SCHUURINK; TISSIER, 2020).

A Figura 8 apresenta o esquema de um tricoma glandular epidérmico em corte
transversal demonstrando a célula secretora e a cavidade extracelular subcuticular de
armazenamento de OEs. Estes sdo produzidos nas células secretoras e acumulados em uma
cavidade extracelular que se forma entre as células secretoras e a cuticula sobrejacente
(HOPKINS; HUNER, 2008).
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Figura 8. Esquema de um tricoma glandular epidérmico. a. Cavidade extracelular subcuticular;
b. Cuticula; c. Células secretoras; d. Célula basal; e. Epiderme; f. Meséfilo. Fonte: Ana
Rosa de Figueiredo, 2021.

2.10 Propriedades Bioativas dos Oleos Essenciais

De acordo com Schiedeck (2006) a denominacdo plantas bioativas se vincula a espécies
vegetais que tem acdo sobre outros seres vivos manifestando efeito pela sua presenca naquele
espaco ou pelo uso direto de substancias delas extraidas, mediante uma intencéo ou significado
humano. A importancia de estudos cientificos na area é completamente justificavel. Plantas
com potencial fungicida, fungistatico, bactericida ou bacteriostatico em suas moléculas, como
OEs, contribuem para o desenvolvimento de novos produtos naturais com propriedades
medicinais, em substituicdo aos agrotéxicos convencionais, agressivos ao homem e ao
ambiente (DE ARAUJO et al., 2011).

Entre os métodos naturais, os OEs vém se destacando, por apresentarem grande
potencial antimicrobiano, devido a existéncia de substancia bioativas em seus constituintes
(FILIPPIS, 2001). Pesquisadores elucidaram que fendis (1,8-cineol (eucaliptol), carvacrol,
octanol), alcoois (a-terpineol, terpinen-4-ol, linalol), aldeidos, cetonas (canfora), a-pineno, [3-
pineno, p-cimeno sdo compostos quimicos com amplo espectro de efeitos bioldgicos
(HERMAN et al., 2016; SHARMA et al., 2017). O efeito antifungico dos OEs é variavel e
intimamente associado a atividade dos principais componentes, que por sua vez sao causados
pelas diferentes interacdes entre 0s compostos quimicos constituintes (HERMAN et al., 2016).

Em geral, as atividades bioldgicas dos OEs sdo bem documentadas, principalmente no
que diz respeito as atividades microbioldgicas. Varios estudos tém sido realizados avaliando
suas atividades frente a diversos tipos de microrganismos, como deterioradores de alimentos,
patogenos e fitopatdgenos, o que revela o potencial de determinados OEs no controle de tais
microrganismos (BAKKALI et al., 2008). Finalmente, praguicidas baseados em OEs sdo
ecoldgicos, de baixa toxicidade, reduzida persisténcia ambiental e compativeis com programas
de controle bioldgico (MOSSA, 2016).

No presente estudo de tese foram investigados OEs com potenciais de atividade
antifangica. Os OEs das plantas medicinais estudadas nesta tese englobam as espécies
medicinais Ocimum basilicum, Origanum vulgare, Zingiber officinale, Citrus sinensis,
Eugenia caryophyllus, Cinnamomum cassia, M. alternifolia, Cymbopogon winterianus,
Mentha arvensis, Thymus vulgaris e Lavandula dentata (Figura 9 A-K).
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Figura 9. Plantas medicinais. A. Ocimum basilicum; B. Origanum vulgare (Fonte: The Free
Dictionary, 2012); C. Zingiber officinale (Autor: The free Dictionary, 2012); D. Citrus
sinensis (Autor: Wikimedia Commons, 1872); E. Eugenia caryophyllus (Autor: Erowid
Center, sem data); F. Cinnamomum cassia (Autor: Franz Eugen Kohler, 1887.
Wikipédia); G. Melaleuca alternifolia (Autor: Geoff Derrin, 2017. Wikipedia); H.
Cymbopogon winterianus (Autor: Camila Stefanie Fonseca de Oliveira, 2010); I.
Mentha arvensis (Autor: Janet Novak, 2002); J. Thymus vulgaris (Autor: Reddy et al.,
2014); K. Lavandula dentata (Autor: Ana Rosa de Figueiredo, 2019).
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2.11 Espécies Medicinais
2.11.1 Basilicdo (Ocimum basilicum L.)

Pertence a familia Lamiaceae, subfamilia Ocimoideae, e compreende mais de 30
espécies distribuidas em regides da Asia, Africa e das Américas. E uma das familias mais
utilizadas como fonte global de especiarias e extratos com fortes propriedades antimicrobianas
e antioxidantes, tem grande importancia econémica (HOSSEINZADEH et al., 2015). Plantas
da familia Lamiaceae tém como caracteristica a abrangéncia de espécies que sdo fortemente
aromaticas. Ocimum basilicum, conhecido popularmente como basilicdo, apresenta hastes
quadradas em secédo transversal e as folhas dispostas de forma que, o arranjo de um par de
folhas cruza ao proximo par formando uma cruz. As flores sdo pequenas, de seis a dez, dispostas
em espirais nos nés da inflorescéncia. Tanto o célice como a corola tém a forma de um sino. O
calice ¢ bilabiado, sendo que o labio superior, geralmente é largo e o inferior, geralmente tem
quatro dentes pontiagudos estreitos. O cauliculo da flor é mais curto que o calice. Existem dois
pares de estames de estilo bifurcado. O fruto se encerra no calice frutifero maduro, que mede 5
a 9 mm de comprimento (HUGH, 2005; NAHAK et al., 2011).

Tradicionalmente, o género Ocimum é um dos mais importantes e amplamente utilizado
para o tratamento de vérias doencas, incluindo reumatismo, paralisia, epilepsia, febre alta,
diarreia, insolacao, influenza, gonorreia, doencas mentais, dores abdominais, resfriados, tosse,
sarampo, bem como possui atividades antipiréticas, anti-helminticas, com efeitos estomaticos,
antieméticos e antimalaricos (EZEKWESILI et al., 2004; THOMFORD et al., 2018; ZAGOTO
etal., 2021).

No basilicdo podem ser encontrados constituintes quimicos, tais como linalol, geraniol,
metil eugenol, metil chavicol, p-allanisol, 1,8-cineol, trans-a-bergamoteno e acetato de nerila,
que integram um perfil fitoquimico potencial para atividades farmacoldgicas com propriedades
medicinais e nutracéuticas (DHAMA et al., 2021).

A utilizacdo do basilicdo pode ser bastante ampla, desde seu potencial de uso em
sistemas agricolas, como por exemplo, seus efeitos alelopaticos contra ervas invasoras de folha
larga e gramineas estudados por Mekky et al. (2019), para potencial uso como bioherbicida
biodegradavel. Os autores verificaram que os extratos de folhas de basilicdo (em metanol,
acetona e agua) podem ser utilizados por agricultores para controlar ervas invasoras em
pomares horticolas, como também o potencial de uso de extratos e OE de basilicdo contra
fitopatdgenos.

No tocante ao manejo de nematoides em sistemas agricolas, a busca por medidas
alternativas de controle em substituicdo aos nematicidas convencionais é uma preocupacao
mundial, o que justifica pesquisas com substancias naturais por serem eficientes e ecoldgicas.
Neste sentido, Martins e Santos (2016) avaliaram o efeito de extratos vegetais, entre eles o
extrato de basilico, na motilidade e mortalidade de juvenis de Meloidogyne incognita raga 2.
Os extratos obtidos a partir de folhas secas sob infusdo ou sob maceracdo em &gua foram
diluidos e distribuidos em placas de Petri, as quais foram adicionados 50 juvenis de segundo
estadio (J2). Ap6s permanecerem 48 horas nos extratos e, em seguida, transferidos para agua,
a percentagem de J2 mortos foi determinada. Os J2 ainda ativos foram inoculados em mudas
de tomateiro ‘Santa Clara’ para avaliar a sua infectividade. Os autores constataram alta
atividade nematicida com mais de 70% de J2 mortos.

Da mesma forma, o OE de basilicdo apresentou efeito antifungico, conforme os estudos
de Koci¢-Tanackov et al. (2012), no qual o OE foi potente contra os fungos Penicillium
aurantiogriseum,  Penicillium  glabrum, Penicillium chrysogenum, e Penicillium
brevicompactum. A maior sensibilidade foi na inibicdo completa do crescimento de P.
chrysogenum com extrato de basilicdo a 1,5%. O OE a 0,6% exibiu 100% de taxa de inibi¢éo
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do crescimento micelial (ICM) para os fungos patogénicos do arroz Fusarium moniliforme e
Pyricularia grisea e 50% de ICM para Fusarium proliferratum, mas néo foi eficaz contra R.
solani. O OE a 0,8% inibiu a germinagéo de esporos de F. moniliforme (91%) e Alternaria
brassicicola (100%) (P1YO et al., 2009). O OE a 3000 ppm exibiu inibicdo completa contra os
fungos toxigénicos A. flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus e F. moniliforme
(SOLIMAN; BADEAA, 2002).

Similarmente, as atividades antifingicas de constituintes quimicos presentes no OE de
basilicdo foram citadas. O eugenol e o cineol exibiram atividade antifungica forte contra
Absidia glauca, Aspergillus nidulans, A. niger, Colletotrichum capsici, F. moniliforme,
Pestalotia psidii, Rhizopus nodosus e A. alternata (SOKOVIC et al., 2013). Costa (2009)
também constatou atividade inibitéria do OE. O autor cita uma inibicdo consideravel do
crescimento da bactéria fitopatogénica P. carotovorum e sua concentracdo inibitoria minima
(CIM) eficaz a 2%.

Atividade antifungica, antimicrobiana e antiviral também foram relatadas por outros
autores. Castro e Lima (2011) demonstraram expressivo potencial antifungico do OE de
basilicdo sobre cepas de C. albicans e Candida tropicalis. Rubab et al. (2020) investigaram o
potencial fitoquimico, antibacteriano e antifingico de extratos (CHCIlz 100%; CHClz/MeOH
95:5 a 50:50) do basilicdo como medicamentos e concluiram que os extratos metandlicos foram
mais ativos e potentes contra bactérias gram-positivas (Clostridium defficile, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus), bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi e
Klebsiella pneumoniae) e fungos (A. flavus, A. niger e Candida albicans). Estudos de Martins
(2010) apontam atividade antimicrobiana do OE extraido do basilicdo como fonte de compostos
com potencial terapéutico, sendo os seus constituintes majoritarios metil chavicol e linalol, os
responsaveis por sua atividade bioldgica. Os autores Chiang et al. (2005) citam ainda, que 0s
extratos etandlicos, extratos aquosos e constituintes purificados de basilicdo, como apigenina,
linalol e acido ursélico, exibem um amplo espectro de atividade antiviral contra os virus de
DNA (herpes, adenovirus e hepatite B) e RNA (coxsackievirus e enterovirus).

2.11.2 Orégano (Origanum vulgare L.)

O género Origanum, amplamente encontrado na regido do leste do Mediterraneo,
pertence a familia Lamiaceae (ALIGIANNIS et al., 2001). Origanum vulgare L., conhecido
comumente como orégano € uma planta aromatica, geralmente cultivada como um pequeno
subarbusto perene em climas amenos. Suas folhas séo ovais, compactas, dispostas de forma
oposta e cobertas por tricomas glandulares. Os caules jovens sdo tipicamente quadrados e
peludos e tornam-se amadeirados com a idade. As flores sdo pequenas, em cachos que variam
em cor do branco ao rosa ou roxo palido. Todas as variedades sdo dotadas de OE
(BRITANNICA, 2021).

O orégano € um dos condimentos mais usados no Brasil no preparo de alimentos devido
a sua alta capacidade de agregar sabor e aroma, mas também como aditivos em algumas
bebidas. Seu OE também é bastante utilizado, devido as propriedades bioativas sobre fungos e
bactérias e ainda, se situa entre os mais eficazes agentes antimicrobianos e antioxidantes
(FERNANDEZ-PAN et al., 2012; SILVA et al., 2021). Visto que, o orégano possui principios
ativos importantes como os OEs (carvacrol e/ ou timol, linalol e p-cimeno), polifendis
(flavonoides e acidos fendlicos), triterpenoides e esterdis (HAWAS et al., 2008; GUTIERREZ-
GRIJALVA et al., 2017; PEZZANI et al., 2017).

O OE de orégano tem potencial de reduzir os danos ocasionados por patégenos em pds-
colheita. De acordo com Lopez-Reyes et al. (2010), tratamentos de macds com OE de orégano
(1 e 10%) mostraram eficécia significativa na reducdo do crescimento de Botrytis cinerea e
Penicillium expansum. Pérez-Alfonso et al. (2012) relataram que os constituintes carvacrol e
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timol (10, 25, 50, 100, 250 e 500 pL.L* de carvacrol, timol ou a mistura (1: 1) de carvacrol +
timol) aplicados ao limé&o, resultou em baixa decomposicdo fangica induzida por Penicillium
digitatum e Penicillium italicum. A acéo conservadora do OE de orégano tem sido relatada na
literatura, geralmente atribuido aos compostos presentes majoritarios: carvacrol e timol. Esper
et al. (2014) ao tratarem gréos de soja e milho com OE de orégano inibiram a aflatoxina B1 e
o0 crescimento fungico de A. flavus, agente que infecta alimentos como milho, soja e outras
commodities produzindo toxina altamente tdxica e cancerigena.

Pesquisadores (BEDOYA-SERNA et al., 2018) relataram que nanoemulsdes do OE de
orégano encapsulado apds aplicagdo em queijo minas padréo apresentou efeito inibitdrio sobre
0s trés géneros de fungos avaliados, Cladosporium sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. Dutra
et al. (2019) indicaram o uso do OE de orégano como conservante natural. Os autores
constataram atividade antioxidante do OE e atividade antimicrobiana eficaz contra
Alicyclobacillus acidoterrestris, bactéria responsavel por deterioracdo em bebidas citricas.
Neste OE, os autores verificaram que o composto majoritario foi o acetato de carvacrol
(59,61%) e ainda, em microscopia eletronica de varredura, 0s autores constataram danos as
células tratadas. Além do seu efeito na conservacdo do alimento, o OE apresentou efeito
repelente contra 0 mosquito Aedes aegypti, causador da dengue, chikungunya e zika, de acordo
com Oliveira et al. (2021). O extrato foliar de orégano é um forte hipoglicemiante, conforme
os trabalhos de Yu et al. (2021) no qual os autores apoiam o uso farmacoldgico de orégano
como um fitoterapico antidiabético ou suplemento dietético.

2.11.3 Gengibre (Zingiber officinale Roscoe)

Zingiber officinale Roscoe (gengibre) é uma planta da familia Zingiberaceae originaria
do Sudeste Asiatico, que ap6s introdugdo de variedade de rizomas gigantes por agricultores
japoneses nos estados de Sdo Paulo e Parana, tornou-se uma cultura comercial. A planta é
herbacea, perene, cujo rizoma é amplamente comercializado em funcdo de seu emprego
alimentar como tempero e industrial, especialmente como matéria-prima para fabricacdo de
bebidas, perfumes e produtos de confeitaria como paes, bolos, biscoitos e geleias, bem como
na medicina popular (excitante, estomacal e carminativo) (SERPE; BONATO, 2004;
NEGRELLE et al., 2005; SOUSA; PROENCA, 2021).

Seu uso é bem conhecido, os chineses ja o utilizavam ha muito tempo e é frequente no
tratamento de disenteria, malaria, reumatismo e resfriados (SABULAL et al., 2006). Varias
propriedades do gengibre foram comprovadas cientificamente. Mao et al. (2019) enfatizam que
compostos constituintes de raiz de gengibre possuem mdltiplas atividades bioldgicas incluindo
antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, anticancer, neuroprotetor, protetor
cardiovascular, protetor respiratorio, antiobesidade, antidiabético, antinausea, e atividades
antieméticas. Também tem sido utilizado como antibacteriano, antifingico e antiviral
(NASSAN et al., 2014; MOON et al., 2018).

O consumo do gengibre vem crescendo ano a ano no pais por causa da difusdo das
informagdes sobre os beneficios que o rizoma pode oferecer & saide. O mercado internacional
de raizes tropicais ja apresenta hoje uma demanda definida e, ainda, com uma potencialidade
muito grande de crescimento. O gengibre brasileiro é comercializado visando principalmente a
exportacdo, tanto no estado fresco, como na forma de produtos derivados como OE e 06leo-
resina. Na média 70 a 80% da producdo in natura se destina principalmente para Estados
Unidos, Reino Unido, Holanda e Canada. O OE contém componentes volateis responsaveis
pelo aroma, enquanto a Oleo-resina contém, além dos constituintes aromaticos volateis, 0s
componentes ndo Vvolateis, responsaveis pela pungéncia caracteristica do gengibre
(MENDONCA; GOUVEIA, 2020).
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Compostos fenolicos como gingerol, shogaol, paradol, quercetina, zingerona,
gengenona-A e 6-desidrogingerdiona, e terpenos, tais como [-bisaboleno, a-curcumeno,
zingibereno, a-farneseno e 3-sesquifelandrene estdo presentes no OE de gengibre (YEH et al.,
2014; PRASSAD et al., 2015; SCHADICH et al., 2016; JI et al., 2017). Estes compostos
quimicos vdo variar bastante em funcdo de uma série de fatores que incluem a origem
geografica, o tempo de secagem das raizes, a maturidade dos rizomas no momento da colheita,
e 0 método do preparo do material. A vista disso, cada produto apresenta determinada
caracteristica fisico-quimica e o mercado para cada um deles é bastante distinto. No Brasil, o
OE de gengibre de Morretes (PR) apresentou os constituintes majoritarios geranial (23,6 a
30,3%); neral (10 a 14,8%); geraniol (5,8 a 7,6%); acetato de geranila (3,5 a 4,5%); 1,8-cineol
(3,6 a 5,9%); canfeno (2,8 a 5,8%), zingibereno (2,3 a 5%); R-felandreno (0,5 a 4%) e R-
bisaboleno (2,8-3,4%) (DEBAGUE et al., 2011). Em funcdo dos compostos presentes no seu
OE, o gengibre tem determinada agdo antimicrobiana. Nos estudos de Garcia Yamamoto-
Ribeiro et al. (2013), o OE de gengibre inibiu o crescimento de Fusarium verticillioides
reduzindo a biossintese de ergosterol e afetou a integridade da membrana nas doses 500 a 5000
ug.mLt, Também foi citado a ICM de A. flavus nas doses 5 a 150 ug.mL™, bem como a
supresséo da aflatoxina e ergosterol (NERILO et al., 2015).

Ribeiro et al. (2018) evidenciaram um efeito antimicotoxigénico do OE de gengibre a
partir da inibicdo na produgdo da micotoxina desoxinivalenol, produzida pelo fitopatdgeno
Fusarium graminearum em meio de cultura a partir da concentragdo 91 ug.mL* de OE. A
exposicao a niveis elevados de contaminacdo por desoxinivalenol (tricoteceno pertencente a
familia de sesquiterpenoides) pode desencadear anorexia, vomitos, diarreia, hemorragia na
mucosa estomacal e intestinal.

Em estudos para avaliacdo do efeito de extratos de gengibre também foi possivel
evidenciar o efeito inibitorio sobre o crescimento micelial de Alternaria solani. Mascarenhas
et al. (2018) obtiveram atividade antifungica no controle in vitro do L. theobromae, fungo
causador de podriddo da raiz em mandioca, com a aplicacdo de extratos hidroalcéolico e aquoso
de gengibre a partir de 15%. Pedroso et al. (2009) utilizaram extrato de gengibre a 30% para
controle de A. solani in vitro com reducdo de 40% do crescimento micelial.

2.11.4 Laranja-doce (Citrus sinensis L. Osbeck)

Mattos Jr. e colaboradores (2014) do Centro de Citricultura salientaram que Citrus
sinensis L. Osbeck (laranja-doce), considerada a principal espécie de citrus mundialmente em
fungéo de sua importancia comercial e industrial, ndo & uma espécie pura, mas sim um hibrido
entre outras espécies de citros. Hoje, pode ser encontrado distribuido mundialmente
(SIMPSON; OGORZALY, 2001). A arvore possui folhas largas, brilhantes e perenes, de
tamanho médio e ovais, 0s peciolos tém asas estreitas. Suas flores sdo brancas, com cinco
pétalas e muito perfumadas. Como caracteristicas do fruto, seu desenvolvimento nao é
climatérico, apresenta casca oleosa, coriacea e polpa interna suculenta comestivel, dividida em
segmentos chamados carpelos. O fruto € uma baga modificada conhecida como hesperidio, seu
formato usual é redondo e a cor da polpa laranja com varia¢Ges (BRITANNICA, 2020).

Ha milhares de anos, as frutas citricas sdo uma cultura comercialmente importante.
Conforme o relatério do USDA (2021), o Brasil continua sendo o maior produtor de laranja
com média anual de producdo de 17 milhGes de toneladas em 2020/2021, seguido pela China,
Unido Europeia, Estados Unidos e México com 7,5; 6,5; 4,1 e 4 milhdes de toneladas,
respectivamente.

Cascas de frutas geralmente sdo consideradas como residuos de descarte formados
durante o processamento industrial e representam um sério problema, pois exercem impacto
prejudicial sobre o ambiente (DUDA-CHODAK; TARKO, 2007). O rendimento de suco de
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frutas citricas € menos da metade do peso do fruto e uma grande quantidade de residuos de
subprodutos tem sido produzida todos os anos. Os subprodutos citricos, principalmente o OE,
subproduto mais vital do processamento de citros, poderiam ser fontes de antioxidantes naturais
e antimicrobianos (MANTHEY; GROHMANN, 2001; FERHAT et al., 2006), de maneira que,
0 residuo de citros é uma fonte valiosa de d-limoneno, flavonoides, carotenoides, fibras
alimentares, acgUcares soluveis, celulose, hemicelulose, pectina, polifendis, acido ascorbico,
metano e OEs (SHARMA et al., 2017; REZZARDORI et al., 2012).

Oleos essenciais citricos s&o amplamente utilizados como aditivos naturais em varios
produtos alimentares e bebidas. Véarios estudos demonstraram suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes e relataram que ha uma relacdo entre 0os compostos quimicos
presentes com suas propriedades expressas. O OE de laranja-doce € indicado como um inibidor
eficaz de fungos contaminantes da biodegradacdo e do armazenamento de culturas agricolas.
Seu uso na conservagéo de alimentos tem sido eficaz na protecao contra fungos deteriorantes e
de pos-colheita, como A. flavus e Aspergillus parasiticus. Em razdo da presenca de terpenos,
flavonoides, carotenos e cumarinas, seu OE apresenta fortes atividades antioxidantes e
antimicrobianas (SHARMA; TRIPATHI, 2008; VIUDA-MARTOS et al., 2008; KOSTOVA et
al., 2011; VELAZQUEZ-NUNEZ et al., 2013; ABDEL-FATTAH, 2015).

Gomes (2011) testou 0 OE de laranja-doce sobre os fitopatégenos F. oxysporum, A.
alternata e Colletotrichum musae para investigar sua atividade antifingica. Estudos no qual o
autor obteve 6timos resultados para os fungos testados. A atividade antifingica,
antiaflatoxigénica e antioxidante do OE de laranja-doce, do mesmo modo, foram verificadas
nos estudos de Singh et al. (2010), nos quais a producéo de aflatoxina foi inibida completamente
a 500 ppm de OE e 250 ppm de limoneno. Os autores citaram atividade antioxidante do OE
como sequestrador de radicais livres DPPH de maneira dose-dependente com ICsg para eficacia
de eliminagc&o de radicais de 9,45 microl.ml,

Outras atividades biologicas também foram descritas na literatura. Khanikor et al.
(2021) relataram que OEs citricos e seus constituintes tém potencial atividade biocida contra
diversos insetos-praga. O Limoneno, principal constituinte, assim como os compostos [-
citronelal, linalol, pineno, B-cariofileno, 3-mirceno, terpineno, citral, entre outros, séo citados
pelos autores como tendo efeitos inseticidas contra diversas espécies de insetos-praga. Isto
indica que os OEs citricos apresentam atributos para serem usados como defensivos verdes
comerciais. Everton et al. (2021) também citaram caracteristicas antimicrobianas do OE de
laranja-doce contra as bactérias E. coli e S. aureus. Os autores caracterizaram quimicamente o
OE e determinaram seu principal constituinte, limoneno em 81,5% da composi¢&o. Souza et al.
(2021) verificaram forte atividade larvicida de emulsdes do OE de laranja-doce sobre larvas da
mariposa Galleria mellonella, in vitro e in vivo, caracterizada pela maior concentracdo de
limoneno (90%) como agente bioativo.

2.11.5 Cravo (Eugenia caryophyllus Thumberg.)

Eugenia estd entre os 75 géneros pertencentes a familia Myrtaceae (com
aproximadamente 3000 espécies), nativa dos trépicos, particularmente na Ameérica tropical e
na Australia. Eugenia caryophyllus conhecida popularmente como cravo ou cravo-da-india é
uma pequena arvore aromatica, perenifdlia que pode atingir 15 m de altura, de formato c6nico
quando jovem a cilindrico, quando adulta. As folhas sdo simples, opostas, glabras e aromaticas,
lamina lanceolada, inflorescéncia terminal racemosa tipo corimbo, flores bissexuais, frutas sem
sementes e de coloracdo roxo avermelhada. As plantas dessa familia sdo usadas como tempero
na culinaria mundialmente e sdo ricas em OE, relatado por sua importancia medicinal devido
as propriedades anti-inflamatorias, analgésicas, antipiréticas (JOY et al., 2001; SILVEIRA et
al., 2021).
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O cravo é utilizado no processamento de alimentos, farmécia, perfumaria e cosméticos.
Tem sido usado para melhorar o peristaltismo, como anestésico, anti-helmintico natural,
dispepsia, gastrite e diarreia; como antipirético, afrodisiaco, aperitivo, expectorante,
antiemético, ansiolitico, miorelaxante, antifingico, descongestionante, anti-inflamatério e
hipnotico; também é utilizado no tratamento da asma e varios disturbios alérgicos, como
vermifugo, agente antibacteriano, dores de cabeca, dor de garganta, distdrbios dentarios e
respiratorios, doencas do sistema digestivo, afrodisiaco e para tratamento de distarbios sexuais
no homem (TAJUDDIN et al., 2003; JAIN; SHARMA, 2019).

O OE de cravo e o composto isolado, eugenol, derivado do OE amplamente utilizado
nas areas médica e alimenticia, apresentam atividade contra diversos microrganismos. Um
ensaio in vivo realizado por CASTRO et al. (2017) avaliou a acdo direta destes e também da
associacdo entre estes contra o fungo A. alternata em frutos de pitaia (Hylocereus undatus
Haw.). Os ensaios indicaram que o OE integral e o eugenol reduziram significativamente o
crescimento fangico e demonstrou inclusive uma interacdo sinérgica do cravo combinado ao
eugenol, com destaque para o este ultimo, que foi efetivo no controle da doenca no fruto em
pos-colheita. O potencial de uso do OE e seu composto no controle de A. alternata é de grande
importancia, visto que este fungo causa doengas em uma extensa gama de hospedeiras.

Kalupahana et al. (2020) alcancaram controle eficaz para antracnose, com a inibi¢éo do
crescimento micelial de Colletotrichum siamense em 100% com o OE de cravo de 1 a 5 puL por
placa de Petri. Por meio da mesma técnica de avaliacdo do crescimento micelial in vitro, o OE
de cravo teve efeito antifungico contra C. herbarum, com ICM e Taxa de crescimento micelial
(TxCM) calculadas e inibi¢do completa do fungo a partir da dose 12,8 uL (FIGUEIREDO et
al., 2021).

Além desses efeitos bioldgicos do OE de cravo, efeitos antimicrobiano e praguicida
também foram citados em outros estudos, tanto para fins agricolas ou de satde publica. Ensaios
realizados por Lucas et al. (2012) demonstraram o efeito antibacteriano a partir de 0,1% contra
X. vesicatoria. O OE agiu sobre a morfologia e ultraestrutura bacteriana, o que ocasionou perda
de material eletro-denso e alteracdes no citoplasma, danos a parede celular e reducdo da
severidade da mancha bacteriana do tomateiro em mudas. Os OE de cravo e de anis estrelado
(Ilicium verum) foram testados sobre o gorgulho do caupi (Callosobruchus maculatus), uma
praga de armazenamento. Os dois OEs apresentaram potencial efeito fumigante sobre o
gorgulho do caupi, com concentracéo letal (CLso) relativamente baixa de 22,36 ¢ 20,27 pL.L™*
de ar para I. verum e E. caryophyllus, respectivamente, sendo uma alternativa aos inseticidas
quimicos sintéticos para o controle de pragas em gréos armazenados (MATOS, 2020).

Thirach et al. (2003) avaliaram a atividade antifungica de extrato de cravo e 0 composto
eugenol, em comparagdo com a anfotericina B contra isolados dos fungos C. albicans e
Cryptococcus neoformans. Os resultados obtidos pelos autores indicam que o extrato de cravo
apresentou atividade inibitdria mais potente contra C. albicans do que o eugenol na CFM em
67,5 + 15,39 e 15,4 + 6,47 mg.ml, respectivamente. Ja para C. neoformans, as CFM foram
22,22 + 12,71 e 10,06 + 4,9 mg.ml?, respectivamente. A anfotericina B continuou sendo o
fungicida mais eficaz com CFM para C. albicans de 0,47 + 0,21 pg.ml™* e para C. neoformans,
CFM de 0,51 + 0,25 pg.ml*t. O OE de cravo também foi comprovadamente eficaz para
repeléncia aos mosquitos das espécies Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles
dirus. Da mesma forma foi relatada atividade inseticida em Pediculus capitis e atividade
acaricida contra Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides pteronyssinus (KIM et al.,
2003; YANG et al., 2003). A eficacia do OE de cravo encapsulado e testado sobre as bactérias
Listeria monocytogenes, S. enterica e S. aureus foi observada por Barbosa et al. (2021). Os
autores sugerem que a incorporacao de alimentos em filmes comestiveis ou finos poderia ser
aplicada para estender a vida de prateleira de produtos.
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2.11.6 Canela (Cinnamomum cassia L.)

O género Cinnamomum pertencente a familia Laureaceae € composto por arvores e
arbustos. Consiste em 250 espécies de plantas distribuidas em regiGes tropicais e subtropicais
da América do Norte, América Central, América do Sul, Asia, Oceania e Australia, na maioria
aromaticas e muitas delas usadas como especiarias e medicamentos fitoterapicos (RANI et al.,
2017). Cinnamomum cassia L. é bastante popular e conhecida como canela. A arvore possuli
folhas grossas, coriaceas, verde escuro, estreitas, pontiagudas, de formato oval e caracterizadas
por uma camada de cera tornando-as brilhantes na aparéncia (RAVINDRAN et al., 2004).

A canela tem amplo uso na culinéria, para temperos, molhos, confeitaria e bebidas.
Produz OEs da casca e de folhas, que sdo economicamente importantes e utilizados para
aromatizar alimentos e bebidas e também, em preparacdes farmacéuticas e perfumaria
(ZACHARIAH; LEELA, 2006; XING et al., 2010). E vasto o potencial do OE de canela devido
as suas propriedades medicinais, antimicrobianas, afrodisiacas, anti-helminticas, inseticidas,
antiaflatoxicogénico, hiperuricémicas, antitirosinase, antimelanogénese e antioxidantes
(CHANG et al., 2017; SINGH et al., 2020; KACANIOVA et al., 2021).

Cinamaldeido (3-fenil-2-propenal) é o principal componente ativo do OE da canela
(Cinnamomum sp.), tem amplo uso em atividades bioldgicas e farmacoldgicas, tendo sido
relatado atividade antimicrobiana, antioxidante, antidiabética, anticancer, dentre outras. Os
compostos terpénicos que compdem o cinamaldeido tém poderosa atividade antimicrobiana
contra fungos e bactérias, sendo seu mecanismo de acao dose dependente. Este inclui a inducéo
de apoptose, inibicdo da proliferacdo celular nas respostas imunes mediadas por mondcitos/
macrofagos, diminuicdo da producdo de Oxido nitrico induzido por lipopolissacarideos
(CHANG et al., 2017; FIGUEIREDO et al, 2017). Lee et al. (2005) verificaram que o
cinamaldeido em uma dosagem de 100 pg.mL* mostrou um efeito inibitorio contra o patdgeno
de mudas R. solani de 85,7%, de 100,0% contra patogenos de raiz, Ganoderma australe e F.
solani e de 85,8% contra o patdgeno C. gloeosporioides. Semelhantemente, Cheng et al. (2006)
obtiveram resultados que demonstraram o cinamaldeido proveniente de lugares distintos
possuiam a atividade antifungica mais forte por inibir completamente Trametes versicolor,
Lenzites betulina e Laetiporus sulphureus (fungos que crescem em arvores) na concentracao de
200 pg.mL™,

A utilizacdo de po e extratos de canela favorece a qualidade sanitaria de sementes de
amendoim por reduzir a incidéncia de fungos com eficiéncia no controle A. niger, Penicillium
spp. e Rhizopus spp., sem afetar a qualidade fisiologica das sementes (SOARES, 2014).

Kacaniova et al. (2021) avaliaram o OE de canela quanto a sua atividade antioxidante,
antimicrobiana, bem como antibiofilme contra os microrganismos Stenotrophonomonas
maltophilia, B. subtilis, Penicillium citrinum e Penicillium crustosum. O OE avaliado pelos
métodos de disco difusdo em agar e difusdo em caldo foi fortemente eficaz contra todos os
microrganismos testados. J& o método da fase de vapor foi eficaz e ativo contra todos os
Penicillium spp.

Um estudo avaliou a atividade antibacteriana de OESs e seus principais compostos sobre
E. coli e S. aureus e na atividade antibiofilme, avaliado pela quantificacdo do nimero de células
viaveis (unidade formadora de col6nia - UFC). A quantificacdo de biomassa (absorbancia =
OD570 nm) também foi realizada para avaliar a atividade antibiofilme. Escherichia coli foi
reduzida em 100% com OE de canela (MILLEZI et al., 2019).

2.11.7 Melaleuca (Melaleuca alternifolia (Maiden & Betch) Cheel)

O género Melaleuca, pertencente a familia Myrtaceae subfamilia Leptospermoideae e
inclui aproximadamente 100 espécies nativas da Australia e Ilhas do Oceano Indico (VIEIRA
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et al., 2004). Melaleuca alternifolia, popularmente conhecida como &rvore de ch4, tea tree ou
melaleuca, frequentemente apresenta-se como arbusto ou pequena arvore de 4 a 7 m de altura,
folhas alternadas, lineares, com 1 a 3,5 cm de comprimento. Quanto & morfologia floral, as
flores sdo solitarias, exibem uma coloragéo branca, pétalas arredondadas e ovais, com 2 mm de
comprimento e largura e feixes estaminais de 11 mm de comprimento em nimero de 30 a 35
filamentos espalhados por toda a garra (ROYAL BOTANIC GARDENS, 2015).

O principal produto de melaleuca é o OE, visto que tem grande importancia medicinal
por possuir comprovada acao biologica contra diversos patdgenos. A constituicdo quimica da
melaleuca é bem conhecida, esta é rica em terpinen-4-ol, principal responsavel por suas
propriedades antifiingicas e antibacterianas. Demais compostos incluem a-pineno, a-terpineno,
para-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, gama-terpineno, a-terpineol (OLIVEIRA et al., 2011;
ROANA et al., 2021).

A atividade do OE de melaleuca sobre diferentes agentes fitopatogénicos vem sendo
descrita na literatura. De acordo com Terzi et al. (2007), o OE de melaleuca e seus componentes
(terpinen-4-ol, y-terpinen e 1,8-cineol) podem ser considerados fungicidas naturais em
potencial contra fitopatdgenos. Em seus estudos, todos os fungos tratados, tais como F.
graminearum, Fusarium culmorum, Pyrenophora graminea e folhas de cevada infectadas com
Blumeria graminis foram suscetiveis ao OE e seus componentes. Entre os componentes do OE,
o terpinen-4-ol foi 0 mais eficaz.

Chidi et al. (2020) evidenciaram o potencial antifungico do OE de melaleuca sobre o
crescimento de cepas de Penicillium griseofulvum isolado de lentilha e Penicillium verrucosum
isolado de uvas secas e ainda, na producédo de micotoxinas. Os autores demonstraram que o OE
de melaleuca em diferentes concentracdes interrompeu completamente a producéo de acido
terrestrico e ocratoxina A por P. griseofulvum em meio de cultura, bem como seu crescimento
micelial foi inibido. Penicillium verrucosum também teve seu crescimento micelial e producédo
de micotoxinas inibidos.

Nos estudos realizados por Medice et al. (2007) utilizando OE de melaleuca no controle
da ferrugem asiatica da soja, os autores verificaram reducdo significativa na severidade da
doenca, semelhante a conferida pelo fungicida padréo utilizado. J& Lucas (2009) demonstrou a
eficiéncia do OE no controle da mancha bacteriana do tomateiro causada por X. vesicatoria.

Martins et al. (2010) verificaram que o OE de melaleuca em concentracfes a partir de
0,2% incorporado ao meio de cultura reduziu o crescimento micelial dos fungos Macrophomina
phaseolina, S. sclerotiorum e A. alternata.

O OE de melaleuca tem sido usado ha anos como agente antimicrobiano, devido as suas
propriedades antiflngicas e antibacterianas, sendo eficaz contra E. coli, S. aureus, Candida e
Trichophyton mentagrophytes, bem como Aspergillus sp. e Penicillium sp. Quanto ao seu modo
de acdo, o OE tem a capacidade de penetrar na parede celular e na membrana citoplasmética
dos organismos, o0 que compromete a integridade e leva a morte celular de fungos e bactérias.
Seus compostos atuam ocasionando vazamento do citoplasma, distor¢do de hifas e esporos.
Além de matar o fungo, inibe a atividade das micotoxinas. A melaleuca é benéfica na inibicéo
da zearalenona (micotoxina que imita 0 hormonio reprodutivo estrogénio). Esta micotoxina é
produzida principalmente pelo fungo F. graminearum e do desoxinivalenol (mais conhecido
como DON), micotoxina que pertence a familia dos tricotecenos, e pode ser produzido por
diferentes géneros de bolores. O género mais comum sao os bolores Fusarium, mas também
sdo destacados 0s géneros Mirothecium, Cephalosporium, Verticimosporium e Stachybotrys)
(BROWN, 2021). O OE de melaleuca promoveu também a vacuolizacdo do citoplasma da
bactéria X. vesicatoria e inibiu seu crescimento in vitro a 10% de concentragdo e na
concentracdo 0,1% reduziu a severidade da mancha bacteriana do tomate (LUCAS et al., 2012).

Ardiana (2021) afirma que o OE de melaleuca tem atividade antimicrobiana contra
bacteérias, virus, fungos e parasitas. Com o objetivo de melhorar a eficcia terapéutica, Roana
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et al. (2021) associaram o OE de melaleuca a antifingicos convencionais (cetoconazol e
itraconazol), estes, ap0s exposicdo prolongada resultam em falhas terapéuticas e infeccbes
cronicas. Essa associagdo demonstrou sinergismo e atividade fungicida contra Trichophyton
rubrum, dermatofito constante em 70% das dermatofitoses. Hammer et al. (2004) relataram que
o OE de M. alternifolia apresenta atividade fungistatica e fungicida sobre dermatéfitos e fungos
filamentosos.

Correa et al. (2020) testaram a CIM do OE de melaleuca para os microrganismos: E.
coli, S. aureus e C. albicans, com a finalidade de incorpora-lo em creme com atividade
antimicrobiana e obtiveram resultados promissores para o desenvolvimento de formulas
farmacéuticas como possivel alternativa terapéutica frente aos microrganismos testados. A
CIMso correspondeu a reducdo de 50% do halo de crescimento na menor concentragdo de
emulsdo do OE. Os resultados obtidos mostraram que as concentra¢ées minimas inibitorias para
os microrganismos avaliados foram 9,0 mg.mL ™ para Staphylococcus aureus, 4,5 mg.mL* para
E. coli e 4,5 mg.mL* para C. albicans.

2.11.8 Citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt)

Cymbopogon winterianus (citronela) é uma planta medicinal aromaética, originaria do
Ceildo e da India, semelhante ao capim-limio, pertence a familia Poaceae, subfamilia
Panicoideae. Estd amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia e
América. A planta € perene, herbacea, cespitosa e pode chegar a um metro ou mais de altura.
As folhas sdo verdes, estreitas, amplexicaules, linear lanceoladas, de faces asperas e bordo
cortante. E bastante conhecida por conter em suas folhas alto teor de OE com propriedades
antimicrobianas, repelentes e baixa atividade antioxidante, tendo como constituintes
majoritarios o limoneno (3,4%), b-citronelal (45%), B-citronelol (14,5%) e geraniol (20,7%)
(COUTO, 2006; CASTRO et al., 2007; SCHERER, 2009; AVOSEH et al., 2015).

A eficiéncia do OE de citronela foi observada no controle de doencas fitopatogénicas,
com atividade antimicrobiana sobre diversos fitopatdgenos, tais como Fusarium subglutinans
f. sp. ananas (SANTOS, 2001), Ralstonia solanacearum com controle de 100% do moko da
bananeira em mudas inoculadas e tratadas com o OE a 3,75%, mas as folhas das plantas
apresentaram fitotoxidez (AMORIM et al., 2011), C. coffeicola e H. vastatrix. (PEREIRA,
2008), X. vesicatoria (LUCAS, 2012) e a bacteria P. carotovorum (COSTA, 2009). Danos a
parede celular da bactéria X. vesicatoria também foram relatados por Lucas et al. (2012), bem
como promoveu controle pos-colheita de Colletotrichum sp., em péssego e B. cinerea, em
morangos (FONTANA et al., 2021). Para o controle de patdgenos de solo, como Fusarium spp.
e S. sclerotiorum, o OE apresentou alto potencial fungicida de acordo com Fontana et al. (2020).
Os autores constataram ICM total dos fungos a 0,8 puL.mL™.

Silva (2007) verificou que o OE de citronela a 1,25% promoveu reducéo de 50% na
incidéncia do mal-do-Panama causado por F. oxysporum f. sp. cubense, bem como inibiram in
vitro 100% a germinacdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi (MEDICE et al., 2007). Perini
(2011) utilizou o OE de citronela no controle da brusone do arroz causada por P. grisea e
avaliou o seu efeito na forma curativa, bem como preventiva. O autor constatou que a aplicacao
do OE na concentracdo de 2% promoveu auséncia dos sintomas da doenca e agiu de forma
preventiva em concentracgdes de 1,5 a 2% do OE em metade das repeti¢des nos dois casos.

Pereira et al. (2012) pulverizaram plantas de café de doze meses de idade com
tratamento de OE de citronela (1.000 puL L™?) e inocularam Hemileia vastatrix e Cercospora
coffeicola sete dias ap0s, a fim de induzirem resposta de defesa do cafeeiro as doencas ferrugem
e cercosporiose. O OE de citronela controlou a ferrugem e a cercosporiose com eficiéncias de
47,2 e 29,7%, respectivamente.
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O OE teve agéo bactericida sobre E. coli nos testes de microdiluicdo com 100% de
eficiéncia bactericida até a concentracdo 1:1024 (COSTA et al., 2020). A inibicao bacteriana
foi a CIM 250 a 1000 pg.mL™ e apresentou atividade anticandida com CIM na faixa 125 a 500
ug.mL?* (VERMA et al., 2020). O mecanismo de acdo do OE n&o foi estudado o suficiente,
mas Oliveira et al. (2015) constataram alteracdes morfoldgicas, vazamento celular, lise celular,
ligacdo do OE ao ergosterol, inibicdo da formacdo de pseudohifas e clamidoconideos em C.
albicans. Similarmente, Pereira et al. (2011) verificaram alteracbes morfoldgicas nas cepas
fangicas de T. rubrum, fungo comum em dermatofitoses. Os autores constataram ainda, a perda
de conidiagéo, alteragdes na forma e pigmentagdo das hifas. A atividade antimicrobiana foi
relatada contra cepas de Staphylococcus isoladas de otite externa canina pelo método de
microdiluicdo em placa de 96 pocos. O OE foi utilizado a uma concentracdo maxima de 10% e
minima de 0,04% (MARTINI et al., 2021).

2.11.9 Menta (Mentha arvensis L.)

Menta é uma planta aromatica da familia Lamiaceae que inclui 42 espécies, 15 hibridos,
e centenas de subespécies, variedades e cultivares, amplamente distribuida na Europa. A
espécie M. arvensis é originaria dos climas temperados da Europa e da Asia Ocidental e Central.
E cultivada em grande escala no Brasil, China, Paraguai, Japdo, Tailandia, Angola e india. A
planta possui flores tubulares, em grupos de 20 ao redor das axilas das folhas, que variam da
cor rosa a lilas claro e branca com manchas escuras. O calice é peludo, cerca de um terco do
comprimento da flor. As folhas tém até 5 cm de comprimento e 2,5 cm de largura, de forma
ovoide a eliptica, pontiaguda na ponta, bordas serrilnadas e caules curtos, sdo fortemente
aromaticas quando esmagadas. Os caules sdo quadrados, ascendendo para eretos, verdes ou as
vezes vermelhos e peludos (DORMAN et al., 2003; MINNESOTA WILDFLOWERS, 2006;
LAWRENCE, 2006; LORENZI; MATQS, 2008; SALEHI et al., 2018).

Tem importancia econdmica mundial devido ao seu amplo uso em cosmética, culinéria,
aromatizacdo de alimentos e bebidas. Também apresenta importantes atividades
farmacoldgicas, como prevengdo do desenvolvimento de céancer e efeitos antiobesidade,
antimicrobianos, anti-inflamatorios, antidiabéticos e cardioprotetores, resultado de seu
potencial antioxidante (SARIC-KUNDALIC et al., 2009; SHAIKH et al., 2014; TAFRIHI et
al, 2021).

Kumar et al. (2007) citam outras propriedades do OE de menta como antiaflatoxigénico
e antioxidante. O OE exibiu potente atividade antioxidante no bioensaio de acido 2,2'-azino-
bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfurico e inibiu completamente a producédo de aflatoxina B1 pela
cepa toxigénica de A. flavus a 0,05 mg.mL™. Os autores utilizaram o OE de menta contra as
cepas A. flavus, A. niger, A. fumigatus, B. theobromae, Cladosporium cladosporioides, F.
oxysporum, Helminthosporium oryzae, M. phaseolina e Sclerotium rolfsii, nas quais o OE
demonstrou amplo espectro fungitdxico a 0,10 mg.mL™.

Nos estudos de Ozdemir e Gozel (2018) foi avaliado a eficacia do OE de menta contra
0 nematoide M. incognita em tomateiro. Os autores concluiram que o OE tem o efeito toxico
com doses de aplicacdo de 3% e 5% para M. incognita. Pesquisadores sugerem que metabolitos
secundarios como compostos fendlicos e flavonoides na planta podem ser separados por varios
métodos, e 0s componentes mais eficazes neles podem ser detectados e a pesquisa enriquecida
(BEN EL HADJ ALl et al., 2015).

Do mesmo modo atividade antibacteriana do OE de menta sobre o crescimento de E.
coli, P. aeruginosa, S. flexneri, K. pneumoniae, S. aureus (SUGANDHI; BAI, 2011), B. subtilis,
Streptococcus aureus, P. aeruginosa (TAFRIHI et al., 2021) e Aeromonas spp. foi
demonstrada. A constituicdo quimica do OE contém principalmente monoterpenos oxigenados
(97,1%) e mentol (86,1%), geralmente como componente majoritario (CHAGAS et al., 2020).
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O componente quimico mentol foi citado por Gadelha et al. (2003) como responsavel pela acdo
curativa e preventiva da fusariose que afeta o peddnculo do maméao (COUNCIL OF EUROPE,
2005; KALEMBRA; SYNOWIEC, 2019).

2.11.10 Tomilho (Thymus vulgaris L.)

Thymus vulgaris, planta medicinal popularmente conhecida como tomilho € nativa do
sul da Europa e encontra-se distribuida mundialmente. Pertence a Lamiaceae, familia na qual
0 género Thymus reune varias espécies amplamente distribuidas na regido do Mediterraneo e
usadas como antibacterianas e anti-inflamatorias na farmacopeia tradicional
(HOSSEINZADEH et al., 2015). O tomilho é um pequeno arbusto perene que raramente atinge
40 cm de altura e os caules ficam lenhosos com a idade. As folhas sdo de formato ovais a
retangulares e a parte aérea € usada para a producdo de OE, principalmente por destilagdo a
vapor (PRASANTH REDDY et al.,, 2014). Seus constituintes ativos sdo reconhecidos
cientificamente, como o timol e o carvacrol, os quais tém caracteristicas similares as de
bactericidas e fungicidas (PINTO, 2001).

O tomilho é amplamente utilizado nas indUstrias alimenticia e farmacéutica. Diversos
paises o cultivam, especialmente em areas rurais, dependentes de medicamentos fitoterapicos
para tratar patologias, incluindo doengas relacionadas a inflamagdo como reumatismo, inchago
muscular, picadas de insetos e dores. E empregado em préaticas médicas tradicionais e
modernas. O OE de tomilho tem demonstrado que seus compostos apresentam propriedades
anti-inflamatorias, antioxidantes, antibacterianas, vermifugas e antifangicas. Além disso, o
tomilho é considerado adstringente, anti-helmintico, carminativo, desinfetante, ténico e é
largamente utilizado na culinaria, na industria farmacéutica e de cosméticos (PRASANTH
REDDY et al., 2014; HOSSEINZADEH et al., 2015; GOLDJIL et al., 2020).

De acordo com Segvi¢ Klari¢ et al. (2006), timol e o OE de tomilho, cujos principais
componentes séo p-cimeno (36,5%) e timol (33%), apresentaram forte atividade fungicida e/
ou fungistatica contra os géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Trichoderma, Mucor
e Rhizopus. O OE de tomilho e timol também exibiram forte atividade antifungica contra
Rhizopus oryzae com CIM de 128 a 512 ug.mL™ para ambos. Kim et al. (2008) obtiveram a
atividade antifingica do OE na concentracéo de 28.10" mg.mL! sobre Phytophthora cactorum
e Cryphonectria parasitica, com taxas de inibi¢do de 100%.

Almada et al. (1998) observaram efeito fungitoxico do OE em plantas de pepino
inoculadas com Pseudoperonospora cubensis em casa de vegetacdo. Medice et al. (2007)
observaram reducéo de 34,6 a 62,3% na severidade da ferrugem da soja em diferentes cultivares
tratadas com o OE a 0,3%, além de um efeito direto sobre a formacdo de urédias e
urediniésporos do fungo Phakopsora pachyrhizi. Sob microscopia eletrénica de varredura foi
verificada murcha dos urediniosporos quando tratados com o OE de tomilho. o que também foi
observado por Pereira (2008) em plantas de cafeeiro tratadas com OE de tomilho e inoculadas
com C. coffeicola.

O estudo de Moutassem et al. (2019) avaliou a atividade antifingica do OE de tomilho
contra F. oxysporum f. sp. ciceris e seus efeitos na inducéo de resisténcia sisttmica em gréo-
de-bico em testes in vivo, nos quais o OE foi eficaz na reducdo da severidade do gréo-de-bico
com uma taxa de inibicdo de 99,3. Com o OE de tomilho, Kumar et al. (2008) inibiu
completamente o crescimento micelial de A. flavus a 0,7 uL.mL™ e exibiu um amplo espectro
toxico contra diferentes fungos, como F. oxysporum, C. herbarum, Curvularia lunata, A.
terreus, A. niger, A. fumigatus, A. alternata e Botryodiplodia theobromae. Riccioni e Orzali
(2011) relataram uma CIM muito baixa (<0,05%) do OE de tomilho contra patdgenos fungicos
transmitidos por sementes, tais como Ascochyta rabiei, Colletotrichum lindemuthianum, F.
graminearum, F. culmorum, Drechslera avenae, Alternaria radicina e Alternaria dauci. Os
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autores concluiram que o OE pode ser usado na agricultura de forma segura e ecoldgica no
tratamentos de sementes, para prevenir e controlar doencas transmitidas por estas.

O OE de tomilho mostrou boa atividade inibitoria contra P. syringae, com valores de
CIM de 1,43 a 11,5 mg.ml ! na formagao de biofilme, ¢ a producao de coronatina, siringomicina
e tabtoxina foram inibidas na maioria das cepas (CAREZZANO et al, 2017).

Além do seu potencial uso agricola, o0 OE de tomilho € estudado para outros fins. Os
estudos de Boukhatem et al. (2020) sugerem o uso do OE de tomilho em aromaterapia e/ ou
como ingrediente ativo na prevencdo e tratamento de infecgdes fungicas e inflamacéo tdpica.
Os autores determinaram in vitro a atividade antifungica contra as cepas de C. albicans e C.
parapsilosis, a CIM variou de 0,3 a 0,15 pL.mL™,

2.11.11 Lavanda (Lavandula dentata L..)

Lavandula dentata L., conhecida popularmente como lavanda pertence a familia
Lamiaceae e € nativa do leste e sul da Espanha. Apesar disso, a planta é bem adaptada a climas
tropicais e se encontra distribuida globalmente (BIASI; DESCHAMPS, 2009). No Brasil, o
cultivo da lavanda vem crescendo devido ao seu grande potencial para uso em fitoterapicos,
aromaterapia, cosmeticos, culinaria e turismo (ADAMUCHIO et al., 2017). A espécie L.
dentata esta bastante adaptada as condic¢Ges brasileiras e também vem sendo chamada de
lavanda Brasil, devido aos trabalhos desenvolvidos com OE da lavanda de modo pioneiro
(AMARAL, 2015).

A lavanda tem grande potencial econdmico e é considerada uma espécie medicinal com
grande potencial de uso. E uma planta aromatica, lenhosa, de porte subarbustivo, caule
quadrado e muito ramificado. As folhas séo do tipo revolutas, verdes acinzentadas e apresentam
superficie peluda, oposta, lanceolada, com &pice agudo e bordas dentadas (FIGUEIREDO et
al., 2021).

O OE de lavanda possui propriedades ativas, tais como sedativas, antioxidantes,
antibacterianas, antifangicas, carminativas, antidepressivas e citotoxicas (JUSTUS et al.,
2019). Seus constituintes majoritarios sdo o 1,8 cineol e canfora (MARTINS et al., 2019;
FIGUEIREDO et al., 2021).

A rigueza em compostos quimicos com propriedades bioativas da lavanda contra
potenciais fitopatogenos tem sido objeto de pesquisas diversas. Devido a seus compostos
quimicos, o OE de lavanda tem sido citado como efetivo na inibi¢do do crescimento micelial e
esporulacdo de fungos fitopatogénicos (LOPEZ-MENESES, 2015; MOUMNI et al., 2021).

Ozcan et al. (2018) examinaram o OE de Lavandula stoechas, cujos principais
constituintes identificados foram Linalol (49,9%), acetato de linalil (14,4%), acetato de
lavandulil (5,7%), o-terpineol (5,6%), terpineno-4-ol (5,1%), lavandulol (3,7%), (E)-B-
ocimeno (2,6%) e (Z)-p-ocimeno (2,4%), quanto a sua atividade antifungica contra
fitopatogenos. Os autores obtiveram efeitos inibitorios sobre o crescimento micelial dos fungos
testados, com efeito pronunciado em B. cinerea, seguido por A. alternata e F. oxysporum.
Similarmente, Angioni et al. (2006) analisaram o OE de L. stoechas quanto a sua atividade
antifangica pelo método de difusdo em disco de papel. Contudo, o constituinte majoritario em
folhas e flores foi fenchona (52,6 e 66,20%, respectivamente), sequido por canfora (13,13 e
27,08%, respectivamente). O OE foi eficaz na inativacdo de R. solani e F. oxysporum e menos
eficaz contra A. flavus.

As propriedades da lavanda incluem atividades larvicida e inseticida. Os compostos
principais do OE de lavanda, tais como 1,8-cineol, canfora, a-pineno, trans-pinocarveol, linalol
e borneol tém apresentado efeito toxico contra larvas de Culex pipiens, sendo as concentracoes
letais LCso e LCqgo de 2.670 e 7.400 pg.ml™, respectivamente (EL-AKHAL et al., 2021). Silva
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et al. (2020) constataram que a lavanda apresenta atividade repelente para Nauphoeta cinerea
na forma de OE, extrato aquoso ou alcdolico.

A atividade antibacteriana do OE de lavanda também foi citada para cepas: Gram-
negativas, as bactérias E. coli e P. aeruginosa com CIM de 10 e 20 ug.mL™ e bactérias Gram-
positivas, S. aureus e Streptococcus fasciens com CIM de 5 pg.mL™ para ambas. Os autores
citaram um teor de canfora elevado no OE, 50,3% na espécie (BOUAZAMA et al., 2017).

2.12 Possiveis Mecanismos de Acéo de Oleos Essenciais Contra Microrganismos

Em geral, o mecanismo de acdo pode ser devido a uma alteracdo fisica, quimica ou
bioquimica nos microrganismos causada pela exposicdo a um agente antimicrobiano. O
mecanismo de acdo de um OE depende principalmente da concentracdo e do tipo de constituinte
quimico presente. Diferentes constituintes podem operar por mecanismos distintos e atingir
diversos microrganismos, como bactérias gram-positivas ou gram-negativas, leveduras ou
bolores, porque diferem na composigdo de suas membranas celulares. A atividade
antimicrobiana dos OEs pode ser regulada por mais de um mecanismo de acao, pois diferentes
constituintes podem ter alvos celulares distintos (HYLDGAARD et al., 2012; GUO et al.,
2021).

O mecanismo de acdo dos OEs ndo foi completamente descrito, porém diferentes
pesquisas sugerem que sua atividade antimicrobiana se deve a interacdo deste e de seus
fitoconstituintes com as membranas celulares, o que pode levar a alteracdo da permeabilidade
celular, ao desequilibrio hidroeletrolitico e a lise de membrana, devido ao acimulo na bicamada
lipidica, gragas ao seu caréter lipofilico (HAMMER et al., 2004; CAVALCANTI et al., 2011).
Embora o modo de acdo inibitéria dos OEs contra a germinacdo ainda permaneca incerto,
possiveis mecanismos de acdo, como por exemplo porqué a germinacao de conidios pode ser
reduzida ou totalmente inibida foram propostos. Além disso, os impactos dos OES na
germinacdo de esporos podem ser atribuidos a desnaturacdo do sistema enzimatico, responsavel
pela germinagdo de conidios ou interferéncia com o aminoacido e / ou inibicéo da transdugdo
da atividade dos sinais envolvidos no processo de germinacdo (TIAN, 2012).

Oleos essenciais podem afetar a integridade de um microrganismo por diversas vias,
com potencial para impactar qualquer sistema danificando a estrutura, bem como fungoes
celulares e consequentemente causando a morte da célula, como por danos a membrana celular,
vazamento de ions de potassio, alteracbes na morfologia celular, alteracdes nas propriedades
da membrana, interrupcdo da homeostase intracelular do pH, interrupcdo da homeostase
intracelular de Ca?*, inibicdo de enzimas, inibicdo da divisdo celular, alteragbes na producéo
de toxinas ou inibicdo da respiracdo celular (LAMBERT et al., 2001; BURT; REINDERS,
2003; KWON et al., 2003; BENNIS et al., 2004; BOUHDID et al., 2009; RAO et al., 2010;
HEMAISWARYA et al., 2011; GUO et al., 2021).

Conforme observado por Cavalcanti et al. (2011) em seus estudos, nos quais realizaram
uma analise em microscopia eletronica de varredura dos efeitos provocados pelo OE de
Rosmarinus officinalis (alecrim), evidenciou-se alteragdes morfologicas sobre cepas de
Candida albicans causadas pelo OE confirmando a hipdtese de que esses produtos alteram a
permeabilidade celular.

Além das reconhecidas atividades citoprotetora e antioxidante de muitos desses
compostos, atividades larvicidas, inseticidas e antiparasitarias tém sido associadas a indugéo de
estresse oxidativo em parasitas, aumentando os niveis de 6xido nitrico no hospedeiro infectado,
reduzindo a resisténcia do parasita ao oxigénio reativo e aumentando a peroxidacao lipidica,
ocasionando danos graves as membranas celulares (LUNA et al., 2019).

O constituinte quimico cinamaldeido, presente no OE da canela e também em sementes
da leguminosa Senna obtusifolia, inibe a sintese de quitina na parede das células de fungos,
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deste modo age como um fungicida (BANG et al., 2000). Quanto ao mecanismo de acdo do
carvacrol, composto ativo presente em alguns OEs como no orégano, tem sido sugerido que
este interage com a membrana celular dos patégenos bacterianos. O mecanismo de a¢do dos
OEs tem sido bastante discutido, mas devido a quantidade e variedade dos compostos quimicos
presentes torna-se dificil a atribuicdo de um mecanismo de acdo especifico para a atividade
antimicrobiana (CARSON et al., 2002; BONA et al., 2012).

Pesquisadores (DE BILLERBECK, 2001; HELAL et al.,, 2007) por meio de
microscopia eletronica observaram desaparecimento de regides de parede celular de hifas de
Aspergillus niger e Aspergillus flavus apds o tratamento com OE de citronela. Medice et al.
(2007) e Pereira (2011) verificaram a inibicéo total da germinacdo de uredinidsporos de P.
pachyrhizi e C. coffeicola. Lucas (2009) observou, em microscopia eletronica de transmissao,
que células de Xanthomonas vesicatoria expostas ao OE apresentaram degradacdo da parede
celular e alteracdo na densidade citoplasmética. O OE de citronela, bem como seus extratos
brutos etandlico e metanolico podem atuar como eliciadores na inducgéo de fitoalexinas, como
observado por Moreira (2008) em plantas de sorgo.

A eficacia dos OEs em condicdes in vivo pode resultar da combinacdo de atividade
antifungica direta e a elicitacdo de respostas de defesa na planta hospedeira. Bem EI Hadj Ali
et al. (2015) concluiram que o efeito protetor do OE de tomilho contra Fusarium, fungo que
causa murcha em tomate, pode ser devido a indugdo de resisténcia por acumulacdo fendlica e
peroxidase nas raizes e folhas trés dias ap6s o tratamento. Os autores sugerem que tratamentos
com OE de tomilho poderiam contribuir para limitar a propagacédo do patégeno, suprimir o
crescimento micelial e diminuir a concentracao de esporos no solo.

Oleos essenciais afetam as células microbianas por varios mecanismos: atacando a
membrana celular, destruindo enzimas, comprometendo o material genético, causando
perturbacdo da forca motriz do proton, fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacdo do
conteddo celular (OUSSALAH et al., 2006). Por serem hidrofobicos, estes podem entrar na
bicamada fosfolipidica da parede celular e da mitocondria distorcendo a estrutura e torna-las
mais suscetiveis a vazamento celular (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014).

Constituintes quimicos presentes em OEs, como por exemplo o carvacrol, eugenol e
linalol, constituintes do OE de orégano; o timol, presente nos OEs de orégano e tomilho; o 1,8-
cineol, presente em OEs como basilicdo, gengibre, melaleuca e lavanda, foram testados em
avaliacGes antimicrobianas isoladamente ou em conjunto. Carvacrol e 1,8-cineol causaram
modificacdo severa na constituicdo da parede celular, degradacdo da membrana plasmatica,
encolhimento das células, condensacdo do conteudo citoplasmético, vazamento do material
intracelular e colapso celular de Aeromonas hydrophila (SOUSA et al., 2015). Ja o timol foi
revelado a causar alteracdo da membrana celular de Pseudomonas putida, inibigcdo da atividade
ATPasica e liberacdo de proteinas intracelulares ATP e outros constituintes (OUSSALAH et
al., 2006).

Os efeitos sinergicos do carvacrol com linalol, eugenol e timol tém sido estabelecidos,
e pode ser devido aos constituintes timol e carvacrol desintegrarem a membrana externa,
tornando mais facil para o eugenol entrar no citoplasma e combinar-se com proteinas
(BASSOLE et al., 2011). Do mesmo modo, KRISHNA KISHORE et al. (2007) enfatizaram
que a atividade antifungica de OEs pode ndo ser facilmente correlacionado com qualquer
constituinte individual, mas com uma mistura de compostos presentes. Embora algumas
substancias quimicas individuais de determinados compostos tenham potencial antimicrobiano
de forma independente, os efeitos dos OEs sdo predominantemente devidos as interagdes dos
componentes quimicos que os compdem (HYLDGAARD et al., 2012).

Os resultados obtidos por tratamento com OEs mostram importantes anormalidades
morfologicas apresentadas pela perda visivel do conteudo do citoplasma, fragmentacéo,
explosdo, a inibico total ou parcial da germinacéo e lise dos tubos germinados. Estes resultados
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também foram obtidos por Cordova-Albores et al. (2016). Os autores relataram que a aplicacdo
do OE de Jatropha curcas causou danos morfoldgicos e celulares no micélio e conidios de F.
oxysporum. Os OEs de louro e de tomilho inibiram o crescimento micelial, esporulagéo e
germinacdo conidial do Fusarium sp. e reduziram a severidade de murcha do gréo de bico. A
resisténcia do grdo-de-bico tratado com OEs de tomilho e louro sobre F. oxysporum f. sp.
ciceris verificada por Moutassem et al. (2019) é principalmente atribuida ao acimulo de
compostos fendlicos, sendo o maior teor de polifendis obtido com tomilho (22,7 a 57,5 mg.g
1. A reducdo do crescimento micelial in vitro de Bipolaris oryzae foi destaque mesmo em
pequenas concentracdes (3%) do OE de orégano (ZANANDREA et al., 2004).

Dorman e Deans (2000) relataram que a maioria dos OEs deve exercer efeito
antimicrobiano afetando a estrutura da parede celular bacteriana, desnaturando e coagulando
proteinas. Além disso, segundo os mesmos autores, os OEs podem também alterar a
permeabilidade da membrana plasmaética, causando a interrupcao de processos vitais da célula,
como transporte de elétrons, translocacao de proteinas, fosforilacdo e outras reacdes, o que
resulta na perda do controle quimiosmotico e leva a morte celular.
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3 METODOLOGIA

A titulo de ilustracdo, a Figura 10 apresenta um organograma com o resumo geral das
analises realizadas na tese a fim de facilitar o entendimento da sua sequéncia.

Coletas OEs
| I
) Coletas de
Diagnoses material Comerciais
vegetal
Caracterizagio
Cladosporium Colletotrichum Rhizoctonia | morfologica
| S — R - IL

Destilago
(lavanda)
ICMe T,CM
—
Caracterizagio
Testes in vive | qumica
| ——
CIMe CFM
Mudas Frutos

Figura 10. Resumo geral das analises.
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3.1 Delimitac8o da Area de Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Paty do Alferes (Figura 11 A-C), localizado na
Regido Centro-Sul do Estado do Rio de Janeiro a 43° 42’ de longitude oeste e a 22° 42° de
latitude sul, o qual abrange uma area de 314,34 km?, a 610 metros de altitude, entre os
municipios de Miguel Pereira, Vassouras, Paraiba do Sul e Petrépolis. O mapa da cidade de
Paty do Alferes por perspectiva de satélite apresenta suas coordenadas, conforme a Figura 11
C. O clima é tropical umido de altitude (Cfa), segundo a classificacdo Koppen, identificado
como quente e muito Umido. Sua pluviosidade média anual é 1.637 mm. A economia local
provém da agricultura, do comércio, da pecuéria e do turismo. Foram obtidas amostras a partir
de sitios e fazendas em sete localidades: Campo Verde, Caetés, Lameirdo, Palmares, Boa Vista,
Coqueiros e Maravilha.

Figura 11. A. Paty do Alferes-RJ; B-C. Mapas apresentam a localiza¢do do Municipio de Paty
do Alferes. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, elaborado a partir do Google Earth, 2021.

3.2 Coletas de Amostras
a) Coletas de material para diagnose

As coletas a campo de plantas sintomaticas e solo para os estudos de diagnose foram
realizadas em lavouras com maracujazeiros (Figura 12 A-D), no municipio de Paty do Alferes-
RJ. No periodo de maio de 2018 a maio de 2019, plantas sintométicas e amostras de solo foram
coletadas com o objetivo de verificar a ocorréncia de doencas fitopatogénicas nos pomares. A
partir de mudas ou pés selecionados, plantas inteiras ou partes destas infectadas (folhas, ramos,
frutos, flores) foram coletadas por meio do método de amostragem sistematica e depositadas
em sacos de papel kraft, devidamente identificadas e transportadas aos laboratérios Fauna do
solo e Ecologia Microbiana, da Embrapa Agrobiologia, mantendo-as sob refrigeracdo até o
momento da andlise de diagnose. Do mesmo modo, o solo coletado foi mantido refrigerado,
contudo, em sacos plasticos de 50 L de capacidade (FREIRE, 2000; AGRIOS, 2005).
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Figura 12. Cultivo de maracuja. A. Lavoura de maracuja; B. Rama com frutos; C-D. Conducao
em trelica vertical tipo cerca. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2019.

b) Coleta de material vegetal para extracéo de OE de lavanda

Foram coletadas plantas de lavanda sadias, sem sintomas de patologias, deficiéncias ou
outras anormalidades cultivadas em Sebollas, distrito de Paraiba do Sul - RJ, sob clima tropical
de altitude (Cwa), localizado a 275 m de altitude. O material vegetal foi coletado com poda de
um terco da parte aérea das plantas em plena floracéo, na primavera de 2019, horério da manha.
Todo o procedimento foi realizado com luvas para evitar contaminacéo das plantas e possivel
alteracdo dos constituintes quimicos do OE (Figura 13 A-D).

Figura 13. Lavandula dentata. A. Cultura a campo; B. Ramos colhidos de lavanda; C, D.
Detalhe no momento da coleta. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2019.

3.3 Diagndstico de Doencas e Obtencdo dos Potenciais Fitopatdgenos nas Amostras de
Plantas e Solo

Este trabalho foi conduzido nos laboratorios da Embrapa Agrobiologia (Figura 14 A-
D) e Campus da UFRRJ, no periodo de maio de 2018 a janeiro de 2020.
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Figura 14. EMBRAPA Agrobiologia: Instituto Johanna Dobereiner. A. Laboratorio de Fauna
microbiana; B. Sala de microscopia; C e D. Laboratério de Ecologia Microbiana. Fonte:
Ana Rosa de Figueiredo, 2018.

As amostras de plantas coletadas a campo seguiram para a pesquisa e confirmacéo do
agente causal. Inicialmente, a parte aérea, raizes e frutos foram observados com base em
sintomas caracteristicos de doencas bidticas causadas por virus, bactérias, fungos e nematoides.

A deteccdo da ocorréncia de doengas em maracuja seguiu conforme a presenca ou
auséncia de enfermidades nas plantas. Foram calculados os niveis de incidéncia (quantificacdo
binéria, a doenca ocorre ou ndo) por meio da contagem do percentual de ocorréncia de amostras
(plantas, folhas, caules, frutos) infectadas em relacdo ao total de unidades examinadas. Em
alguns casos, ao mensurar a incidéncia de doencas pode-se relacionar diretamente a severidade
da doenga no campo, como murchas vasculares e podriddes em frutos. O presente estudo ndo
teve a intensdo de realizar a patometria das doencas. A severidade dessas doencas nas plantas
e o nivel de perdas ocasionados possivelmente seria tema para outro estudo e demandaria um
periodo maior de amostragem (trés anos no minimo) (AMORIM, 1995; AGRIOS, 2005).

a) Isolamento do agente causal - fungos e bactérias

A obtencdo dos isolamentos dos fitopatogenos foi pelo método sisteméatico em meios
de cultura e iscas bioldgicas conforme a Instrucdo Normativa N° 28 (BRASIL, 2009). O
isolamento foi realizado pelos métodos direto e indireto, de acordo com a qualidade do material
analisado, com posterior caracterizagdo dos isolados. As placas foram incubadas de 26 a 27 °C
+ 2 °C por 15 dias para a recuperagdo dos patégenos (ROMEIRO, 2001; ALFENAS; MAFIA,
2007).

Na diagnose, a identificacdo dos microrganismos deu-se a partir dos tecidos infectados
em meios de cultura e isolamento das colonias individualizadas. Os testes de patogenicidade,
quando necessarios, foram efetuados conforme os postulados de Koch (KOCH, 1876). Os
fungos crescidos apés incubacdo foram examinados em lupa e por microscopia e, de acordo
com suas caracteristicas morfoldgicas, identificados com base em descri¢cdes e chaves
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sistematicas (BARNETT; HUNTER,1972; SUTTON, 1980; ROSSMAN et al., 1987,
HANLIN, 1990).

b) Nematoses

Para a identificacdo morfologica de espécimes de nematoide a partir de amostras de
solo foi realizado o método do peneiramento combinado com flutuagdo em centrifuga e funil
de Baermann modificado (BAERMANN, 1917; JENKINS, 1964; HOPPER, 1970; COOLEN;
D’HERDE, 1972).

A analise direta a partir de raizes infectadas e lavadas para exame sob lupa foi realizada
para a busca de nematoides endoparasitas, semi-endoparasitas e ectoparasitas. Com auxilio de
estilete, os nematoides foram pescados e transferidos para uma lamina temporaria para
observacdo da morfologia, anatomia e estrutura para o diagnostico em microscopia. Foram
verificados e mensurados o corpo, estilete, es6fago, estruturas reprodutivas (ovario,
espermateca, espicula), vulva, cuticula, regido cefélica, regido labial, regido caudal, regido
perineal e outras estruturas. Por essa metodologia foram identificados nematoides parasitas em
seus diferentes estdgios, fémeas imaturas, machos, juvenis, cistos e ovos. O preparo de
cuticulas para analise perineal de Meloidogyne sp. foi realizado a partir de fémeas sob a lupa.
Com o auxilio de um estilete e bisturi, a regido cefalica foi retirada e delicadamente foi
espremida a massa de ovos do corpo da fémea. O corpo foi cortado ao meio e a cuticula lavada
em solucdo de &cido acético e organizada em lamina de vidro lado a lado para exame em
microscopia. No minimo vinte cuticulas por amostra foram organizadas em lamina para as
mensuracOes e identificacdes dos espécimes (SHURTLEFF; AVERRE, 2000).

c) Viroses

Foram realizados testes bioldgicos com a inoculacdo mecanica em gama de hospedeiras
padrdo para a deteccdo de viroses, assim como para a manutencdo do in6culo viral. Amostras
qgue se apresentaram positivas nos testes bioldgicos foram submetidas a caracterizacdo
sorol6gica empregando-se a técnica PTA-ELISA (“Plate Trapped Antigen” - “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay”), para a confirmacgdo do agente infeccioso (MOWAT; DAWSON,
1987; ALMEIDA; LIMA, 2001; ZERBINI et al., 2006).

d) Preparo de inoculo viral e transmissdo mecanica de virus via extrato vegetal
tamponado

O indculo viral foi preparado em almofariz previamente autoclavado, por meio de
maceracao do tecido vegetal infectado na proporcéo de 1 g de tecido foliar para 10 mL de
solucdo fosfato de sddio 0,01 M, ph 7,0 na dilui¢do 1:20 (peso:volume).

As mudas foram inoculadas mecanicamente aos 30 dias de idade utilizando-se extrato
infectivo de virus recém-preparado, a partir de plantas exibindo sintomas viréticos. A
identidade do isolado foi previamente determinada mediante testes em plantas indicadoras. Em
seguida adicionou-se pequena quantidade de abrasivo celite 0,1 g.g™* na folha, numa proporgéo
de 1 g de tecido foliar para 9 mL da solucdo e o virus foi inoculado por leve friccdo das partes
superiores das folhas com o pistilo previamente embebido no extrato. Cinco mudas de
maracujazeiro com quatro folhas definitivas expandidas foram mecanicamente inoculadas
(duas folhas jovens por planta). O mesmo numero de plantas foi inoculado apenas com o
tampéo (controle). Apds as inoculacdes, as plantas foram delicadamente lavadas com agua em
pissete e mantidas em telado para a verificagdo dos sintomas (NOGUEIRA, 2007).
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e) Gama de hospedeiras padrao para testes de diagnose

Para os testes da gama de hospedeiras foram empregadas espécies indicadoras ou
diferenciadoras das familias: Chenopodiaceae (C. amaranticolor e C. quinoa), Cucurbitaceae
(Cucurbita pepo cv. Caserta, Cucumis sativus), Leguminosae (P. vulgaris cv. Preto, Vigna
unguiculata cv. Manteigdo, V. unguiculata cv. Paulistinha), Solanaceae (Nicotiana rustica, N.
tabacum, N. benthamiana) e Passifloraceae (P. edulis). As plantas foram inoculadas
separadamente com o indculo obtido a partir das amostras infectadas, de forma mecanica.
Efetuou-se a andlise visual dos sintomas decorridos 15 dias da inoculago.

3.4 Guarda e Estoque de Microrganismos

As bactérias e fungos isolados a partir das amostras coletadas foram estocadas em tubos
de ensaio com agua salina a 0,85% de NaCl, autoclavada e resfriada previamente.

3.5 Preparo dos Indculos Fungicos

Os inéculos fangicos foram produzidos em arroz ou esporos em agua, de acordo com o
microrganismo. Para fungos que esporulam facilmente, uma suspensdo de esporos foi
preparada seguindo o método padrdo 0,5 McFarland, a qual é equivalente a 108 UFC mL*
(JEHL et al., 2020).

Para a producdo de in6culo em arroz, um fragmento micelial com 15 dias de idade foi
colocado assepticamente em frasco de vidro contendo 100 g de arroz e 50 mL de agua
previamente autoclavados. Os frascos foram agitados diariamente e, ap6s a incubagéo por 7
dias em temperatura ambiente obteve-se o indculo.

3.6 Oleos Essenciais Avaliados Quanto a Sua Atividade Antimicrobiana

Os OEs (Quadro 4) utilizados nos ensaios foram dez (10) comerciais da marca Ferquima
e um (1) extraido a partir de plantas coletadas em uma lavoura de lavanda conforme descrito
no item ‘3.2°. As espécies vegetais foram escolhidas devido ao amplo potencial de acdao no

controle de fitopatdgenos citados na literatura.

Quadro 4. Oleos essenciais utilizados na pesquisa e sua forma de obtencéo

Espécie Familia Forma de obtengéo Nome comum
Ocimum basilicum Lamiaceae Destilacdo a vapor das folhas Basilicdo
Origanum vulgare Lamiaceae Destilacdo a vapor das folhas Orégano
Zingiber officinale Zingiberaceae Destilacdo a vapor da raiz Gengibre
Citrus sinensis Rutaceae Prensagem a frio da casca dos frutos Laranja-doce
Eugenia caryophyllus Myrtaceae Destilacdo a vapor dos botbes Cravo
Cinnamomum cassia Lauraceae Destilacdo a vapor de folhas, talos e cascas Canela
Melaleuca alternifolia Myrtaceae Destilacdo a vapor das folhas Melaleuca
Cymbopogon winterianus Poaceae Destilacdo a vapor das folhas Citronela
Mentha arvensis Lamiaceae Destilacdo a vapor das folhas Menta
Thymus vulgaris Lamiaceae Destilacdo a vapor das folhas e flores Tomilho
Lavandula dentata Lamiaceae Destilacdo a vapor das folhas e flores Lavanda
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3.7 Extrac&o de Oleos Essenciais

O OE de lavanda foi obtido a extragdo por extrator de arraste a vapor (Figura 15 A-B),
por um periodo de 1 hora e 45 minutos, realizada no Laboratorio da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO-RIO), Seropedica-RJ. O tempo de
extracao foi considerado finalizado ap06s a ndo alteracdo no volume extraido em intervalos a
cada 15 minutos. Foi realizada a separacdo das fases e o OE acondicionado em frasco tipo
ambar em freezer, para a preservacdo dos seus compostos quimicos. Utilizou-se 5 Kg de L.
dentata (um tergo da parte superior das ramas com inflorescéncia) com secagem de 24 horas a
temperatura ambiente a aproximadamente 26 °C.

Figura 15. Destilacdo por arraste a vapor. A. Caldeira com ramas de Lavandula dentata; B.
Hidrolato e 6leo essencial no momento da extracdo. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo,
2019.

3.8 Caracterizacio Quimica dos Oleos Essenciais Extraidos

O procedimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Quimica dos Produtos
Naturais (LQPN), Instituto de Quimica (UFRRJ). A analise quimica dos componentes dos OEs
foi obtida por meio de Cromatdgrafo Gasoso (modelo HP 5890 - Series Il) acoplado a
Espectrometro de Massas (QP2010 Plus - Shimadzu) (CG-EM) e um cromatografo gasoso com
detector de ionizacdo por chama (CG-DIC). A anélise da composi¢do quimica dos OEs (CG-
EM) foi realizada por meio de coluna cromatografica tipo capilar de silica - DB-5
(comprimento: 30 m x didmetro interno: 0,25 m x espessura do filme:0,25 um) e gas hélio (56,9
KPa) como carreador de elevada pureza (99,999%), com fluxo constante de 12 psi (vazéo: 1
mL.min1). Os pardmetros instrumentais das temperaturas do injetor (Split: 30) e da interface
(detector) foram 220 e 250 °C, respectivamente. A amostra de OE foi submetida a diluicdo em
solvente hexano (1 mL) e o volume 1 pL (proporcao 1/100, v/v) foi injetado.

Na ionizagdo por GC-MS foi utilizado o impacto de elétrons a 70 eV. A programacao
de aquecimento do forno cromatografico estabelecida foi temperatura da coluna a 60 °C,
subindo a um gradiente 2°-3” °C.min"t a 260 °C e mantido a essa temperatura por 10 min.

As quantificacdes dos componentes dos OEs foram por meio CG-DIC (HP-5890 série
I1), nas mesmas condicOes experimentais de CG-EM, porém a temperatura do detector foi
fixada a 250 °C. O percentual de quantificacao relativa de cada componente no OE foi estimado
com base na percentagem da area do pico em relacéo a area total dos picos no extrato (DIC).

A identificacdo dos compostos foi realizada por meio de seus indices de retencgéo (IR),
calculados para cada constituinte a partir da injecdo de solucdo padréo de 24 hidrocarbonetos
(n-alcanos) com serie homologa de n-alcanos (C8 a C20) nas mesmas condi¢des da amostra. O
indice de Retencdo (IR) foi calculado conforme a equacio de Van Den Dool e Kratz (Equagéo
1e2) (VAN DEN DOOL; KRATS, 1963).
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Série homologa e indice de retencéo:

Série homologa = Tipyq) — Ty ¢H)]

R = (g-i-n)XlOO

(Tsn) — Tn (2)

Onde:

Tc = tempo de retencdo do composto a ser analisado;

Tn = tempo de reten¢do do hidrocarboneto anterior a substancia analisada;
Tn+1) = tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior a substancia analisada;
n = namero de carbonos do hidrocarboneto.

No cromatograma, cada pico foi identificado pela comparacdo do espectro de massa
obtido com os da biblioteca do banco de dados de espectro de massas eletronico (NIST08) e
pela consulta da literatura especializada (ADAMS, 2001).

3.9 Morfologia e Anatomia de Lavandula dentata

A morfologia e a funcdo dos tricomas glandulares sdo caracteres de importancia.
Caracteristicas morfoldgicas e anatbmicas de L. dentata podem auxiliar na identificacdo de
campo e diferencia-la de outras espécies (FIGUEIREDO et al., 2021).

A pesquisa foi realizada na EMBRAPA Agrobiologia, de setembro de 2019 a janeiro
de 2020. No estudo, material vegetal adulto fresco (ramos com folhas e inflorescéncia) foram
utilizados para analisar as variaveis: habito de crescimento, tipo de ramo, classificacdo de
tricomas e epiderme, morfologia e arranjo celular (FIGUEIREDO et al., 2021). Para as
mensuracdes (Figura 16 A-F) diretas da parte aérea da planta utilizou-se uma fita métrica e
paquimetro digital Jomarca equipado com pinga digital (capacidade: 0-150 mm). Para as
dimens@es microscdpicas foi operado um microscopio optico (Zeiss - Axioplan), no qual foram
feitos cortes finos com o auxilio de bisturi em folhas, brécteas, célices, corola e caule das
plantas. As se¢Bes foram colocadas em dgua na auséncia de corantes e organizadas entre ldmina
e laminula, a seguir analisadas por microscopia optica (incrementos: 40 a 400 x) e camera.

Figura 16. Mensuragdes macroscopicas e microscopicas de Lavandula dentata. A. Paquimetro
digital marca Jomarca; B. Mensuracédo de folha com paquimetro; C. Amostras vegetais
mensuradas; D. Sala de microscopia; E. Mensuragdes microscopicas; F. Folha com
borda dentada. Barra de escala 10 mm. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2020.
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3.10  Bioensaios para Deteccdo de Atividade Antimicrobiana dos Oleos Essenciais in
vitro Sobre Microrganismos

3.10.1 Antibiograma - método de difusdo em agar com discos de papel filtro

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em &gar em meio
solido (CLSI, 2015), com discos de papel filtro para os microrganismos C. herbarum e C.
gloeosporioides. Em placas de Petri (diametro: 9 cm) com uma camada (5mm) de meio de
cultura BDA foi inoculado o patdgeno (108 UFC.mL™) a partir do centro da placa.
Posteriormente, o microrganismo foi espalhado pela superficie do meio de cultura (SMC) com
auxilio de alca de Drigalski. Decorridos 10 minutos, com o auxilio de uma pin¢a foram
transferidos cinco discos de papel filtro previamente autoclavados, dispostos de forma
equidistantes em cada placa de Petri. A seguir, com o0 auxilio de uma pipeta automatica foi
dispensado em cada disco de papel filtro 10 uL de cada tratamento e os controles. Para o
controle positivo, o fungicida tiofanato metilico 1.000 ppm e como controle negativo (branco),
o solvente dimetilsulfoxido (DMSO) 10% e Tween 20 a 0,8%.

As placas foram imediatamente embrulhadas em papel filme e papel aluminio,
acondicionadas em camara incubadora B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a 27 °C e
examinadas a cada dia para verificar quanto a presenca de halo de inibicéo a partir do disco de
papel filtro. Na auséncia deste, houve resisténcia ao OE testado e quando verificada a presenca
do halo, sensibilidade ao tratamento. Neste caso, as medidas dos halos de inibicdo foram
efetuadas por meio de um paquimetro digital (Figura 17 A-E).

Figura 17. Preparo de material para bioensaios. A. Oleos essenciais comerciais; B. Oleos
essenciais armazenados para trabalho; C. Preparo do microrganismo; D. Esquema de
placa de Petri para método de difusdo em agar com discos de papel filtro; E.
Antibiograma apds a incubacdo sobre camara de leitura. Fonte: Ana Rosa de
Figueiredo, 2019.

No processo de solubilizacdo/ diluicdo dos OEs, os bioensaios realizados ocorreram de
forma qualitativa, no qual os OEs foram testados na concentragdo 320 pL.mL™, diluidos em
10% de DMSO e Tween 20 a 0,8%. Desta forma, foi possivel realizar um screening dos OEs e
determinar os que apresentaram potencial de causar sensibilidade ao microrganismo testado.
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3.10.2 Determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)

A técnica de avaliacdo antimicrobiana por microdiluicdo em placa de 96 pocos foi
realizada seguindo os protocolos do Clinical Laboratory Standard Institute (VAN VUUREN,
2008; CLSI, 2015) com os microrganismos C. herbarum e C. gloeosporioides para a
determinacédo da CIM. Foram utilizadas microplacas com 96 pocos de fundo redondo. Em cada
orificio da placa foram depositados 100 uL de meio de cultura caldo batata-dextrose contendo
10% da suspensdo fangica (conforme descrito em material e métodos, item 3.5 preparo dos
inéculos fungicos) e 100 uL. de emulsdao de OE de cada tratamento. A partir da linha ‘A’ foi
feita dilui¢do seriada até a linha ‘H’. A cada pogo seguinte foi transferido 100 pL do pogo
anterior e assim sucessivamente (Quadro 5 e Figura 18).

Quadro 5. Diluigdes seriadas dos 6leos essenciais para a técnica de avaliacdo antimicrobiana
por microdilui¢io (uL.mL?)

Concentracao da Concentracédo no

Poco ermulsio D0GO Dose no poco Oleo essencial (%)

1A 320 160 32 16

2B 160 80 16 8

3C 80 40 8 4

4D 40 20 4 2

5E 20 10 2 1

6F 10 5 1 0,5

7G 5 2,5 0,5 0,25

8H 25 1,75 0,25 0,125

PR AT TI I XY
5 /l‘-’ﬂ:ﬂ;’l J _Jv_ A% fg) .
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Figura 18. Técnica da avaliacdo antimicrobiana por microdiluicdo em placas: Placa fundo em
U com os tratamentos e controles. 'Basilicdo, orégano, 3gengibre, *laranja-doce,
Scravo, ®canela, 'melaleuca, Scitronela, °menta, ‘°tomilho, tlavanda. Fonte: Ana Rosa
de Figueiredo, 2019.

Controles positivo e negativo foram adicionados ao ensaio na coluna 12 de ‘A’ até¢ ‘D’
e de ‘E’ até¢ ‘H’, respectivamente. O controle de crescimento utilizado foi DMSO (10%) e
Tween 20 na concentracdo 0,8% para confirmar a atividade restrita aos produtos. Para o
controle positivo, foi utilizado o fungicida tiofanato metilico 1.000 ppm. As microplacas foram
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seladas com parafilme para evitar perdas por evaporagdo quando no momento da incubacéo,
em incubadora B.O.D. a temperatura de 27 °C por 48 horas.

A determinacdo da CIM foi observada mediante teste visual, observando-se a presenca
ou ndo de crescimento. A CIM foi estabelecida como a menor concentracao capaz de inibir
visualmente o desenvolvimento do microrganismo, pela presenca ou auséncia em cada poco
comparado ao controle (CAVALCANTI et al., 2011).

3.10.3 Determinacéo da concentracéo fungicida minima (CFM)

A CFM foi determinada a partir de cada indculo (C. herbarum e C. gloeosporioides) do
teste anterior (CIM) que ndo apresentou crescimento 96 horas apds a incubacéo. Uma aliquota
de cada tratamento com base na CIM foi cultivada em BDA e incubada por 72 horas em camara
incubadora B.O.D. a 27 °C, seguido de leitura. Sendo considerada a CFM, a menor
concentracdo do OE que ndo apresentou crescimento visivel do subcultivo (ESPINEL-
INGROFF et al., 2002; PEREIRA et al., 2011). Desta forma, o efeito fungicida ou fungistatico
dos OEs utilizados nos tratamentos onde resultaram ou ndo em inibicdo do microrganismo em
teste foi avaliado. Os efeitos esperados foram de morte (fungicida) ou inibicdo (fungistatico -
inibicdo da germinacdo de esporos e do crescimento micelial e antiesporulante sem a morte
imediata do patégeno - inibi¢do da reproducédo por esporula¢éo) do microrganismo.

3.10.4 Efeito de dleos essenciais na germinacao de conidios de C. gloeosporioides in vitro

Oleos essenciais foram testados para avaliar seus efeitos na germinacao de conidios de
C. gloeosporioides. Aliquotas de 500 uL de batata-dextrose e OE na concentracdo a partir dos
resultados da CIM foram adicionadas a tubos estéreis com 500 pL de suspensdo de conidios
(conforme descrito em material e métodos, item 3.5 preparo dos indculos flngicos) e incubadas
imediatamente a 27 °C. Por meio de coletas de amostras com 48 h da incuba¢édo, o nimero de
conidios germinados em relagdo a testemunha sem OE foi avaliado (OGBEBOR et al., 2007).

3.10.5 Efeito de 6leos essenciais no crescimento micelial

O crescimento micelial de R. solani sob efeito de OEs foi verificado por meio das
mensuragdes da ICM e TxCM.

Foi dispensado na SMC BDA 40 pL de cada emulsdo de OE dos tratamentos, seguido
de espalhamento com o auxilio de alca de Drigalski. As placas de Petri foram alocadas em
camara de fluxo laminar por um periodo de 1 hora para a secagem das mesmas.

Foi utilizado o meio de cultura BDA para o desenvolvimento da colonia micelial (15
dias de crescimento) do fungo a ser testado. Com o auxilio de uma alga de metal flambada e
em condigOes assépticas transferiu-se um disco de BDA com micélio de 5mm de diametro,
obtido do bordo da coldnia com furador de metal para o centro de cada placa de Petri. Em
seguida, as placas foram transferidas para uma camara incubadora B.O.D., no escuro, a uma
temperatura de 25 °C * 3 °C. Placas de Petri contendo apenas 0 meio de cultura BDA com
DMSO e Tween 20 a 0,8% foram usadas como controle negativo. Para o controle positivo, foi
utilizado o fungicida tiofanato metilico 1.000 ppm. As avaliacbes foram realizadas por
medicoes do didametro micelial (média de duas medidas diametralmente opostas), por meio de
um paquimetro digital (Figura 19), com verifica¢fes das coldnias no 3° e 6° dias de incubac&o.
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Figura 19. Pagquimetro digital para as mensuracgdes e placas com crescimento fungico. Fonte:
Ana Rosa de Figueiredo, 2019.

Os OEs foram diluidos em 10% DMSO e Tween 20 na concentracdo 0,8%. Realizou-
se diluicdo seriada a partir da concentracdo de 32% de cada OE e testou-se a sensibilidade a
um gradiente definido de concentracdes (Quadro 6) (ROMEIRO, 2001).

Quadro 6. Concentracdo de 6leo essencial (OE) das diluicbes em série e quantidade depositada
na superficie do meio de cultura (SMC)

Diluicéo (%) Concentragao
32 320 uL.mL?1 = 12,8 uL OE.SMC™*
16 160 uL.mL™* = 6,4 uL OE.SMC*
8 80 pL.mL*= 3.2 pL. OE.SMC!
4 40 pL.mL™= 1,6 uL OE.SMC™*

a) Inibicao do crescimento micelial (ICM)

A ICM (Equacdo 3) para cada tratamento foi calculada com base nos didmetros de
crescimento fangico, medidos no 3° e 6° dias de incubacdo, sendo:

(CC - Ctrat)
ICM = —X100
Cc 3)

ICM = taxa de inibicdo do crescimento micelial
Cc = didmetro de crescimento do microrganismo controle
Curat = didmetro de crescimento do microrganismo testado no tratamento

b) Taxa de crescimento micelial (TxCM)

A TxCM (Equacéo 4) foi calculada a partir de mensuracGes de diametros de crescimento
fangico no 3° e 6° dias de incubacdo, sendo:

T, CM = (1%;) (@)

TxCM = taxa de crescimento micelial
D+ = Diametro final da col6nia a ser testada (mm)
D, = Diametro do controle (mm)
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3.11 Efeito dos Oleos Essenciais sobre Fitopatégenos em Maracuja in vivo

a) Avaliacdo em mudas de maracuja

Sementes de maracuja foram semeadas em bandejas de isopor de 72 células com
substrato autoclavado preparado a partir de areia e vermiculita. Ap6s a germinagdo e emisséo
da 42 folha, as mudas foram transplantadas para copos com o mesmo substrato. As mudas foram
aspergidas com OE na dilui¢do 160 nLOE.mL™ (16%) e a seguir inoculadas por aspersdo com
a suspensao fungica de conidios contendo 5 x 10° conidios.mL™ sobre as faces abacial e adaxial
das folhas medianas, previamente perfuradas com uma escova de cerdas de aco fino. Os
conidios foram produzidos em meio liquido (batata-dextrose) e extraidos por centrifugacao
(10.000 rpm por 10 minutos), seguida de ressuspensdo da parte sélida em é&gua estéril. A
concentracdo final foi ajustada com auxilio de cdmara de Neubauer. As mudas inoculadas
foram mantidas em cdmara Umida até o final do experimento. As plantas permaneceram em
sistema float para irrigacdo e mantidas a baixa temperatura (21 °C) na sala de germinacédo sob
programa de fotoperiodo de 12h (Figura 20 A-D).

Figura 20. Preparo de mudas para inoculacdo. A. Galpdo de autoclavagem; B. Bandejas de
semeadura em casa de vegetacdo; C. Mudas inoculadas e mantidas em sistema float na
sala de germinacgdo; D. Mudas lavadas. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2020.

As verificacdes foram anotadas quanto a presenca de sintomas ou morte das mudas a
partir de 7 dias apds a inoculacdo. Decorridos 40 dias da inoculacdo, as mudas tratadas e o
controle tiveram suas raizes lavadas e foram examinadas sob microscopia Optica para verificar
a incidéncia da antracnose, presenca de sinais ou sintomas do agente etiolégico, sua viabilidade
ou possivel controle.

Para verificacdo da sensibilidade do fitopatégeno ao OE seguiu-se a escala de notas para
a severidade da doenca com base na percentagem de &rea lesionada nas plantas de maracuja,
conforme apresentado no Quadro 7.
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Quadro 7. Sensibilidade ao 6leo essencial baseado na severidade da doenca. Fonte: Ana Rosa
de Figueiredo, 2019

Severidade com base na &rea lesionada Notas Sensibilidade ao OE
0 0 Altamente sensivel
1a24% 1 Muito sensivel
25a49% 2 Sensivel
50 a 74% 3 Pouco sensivel
752100 % 4 Quase insensivel
>50% lesdo ou morte 5 Insensivel

b) Avaliacdo em frutos de maracuja

Frutos sadios foram higienizados por imersdo em solucéo de hipoclorito de sodio a 1%
por 10 minutos, em seguida lavados em agua destilada. Com a ponta de uma agulha foram
feitos dois orificios na regido de maior circunferéncia do fruto e a seguir, depositou-se a
suspensdo de 30 pL ajustada para 5 x 10° conidios.mL™? sobre os orificios. Os frutos foram
colocados em camara Umida a temperatura ambiente (+ 21 °C). Ap6s 12 horas, 0s tratamentos
com os OEs diluidos (160 nLOE.mL correspondente a 16%) foram aspergidos sobre o fruto,
na regido da inoculacdo, mantendo-se a incubacdo por 10 dias. A partir do 3° dia os frutos foram
examinados diariamente até a avaliacdo final ao 11° dia. Os frutos foram avaliados com
medic¢des dos didmetros médios das lesdes.

3.12 Delineamento Estatistico

Todos os ensaios foram realizados em triplicata visando maior preciséo e os resultados
expressos pela média aritmética obtidas nos trés ensaios. Foram testados na presenca de
controles positivo e negativo ou de esterilidade. Os dados foram tratados por meio do programa
estatistico BioEstat 5.0. Utilizou-se o teste de correlacdo de Spearman para avaliar o grau de
associagao entre as variaveis mensuradas. Os graficos foram plotados por meio do programa
estatistico BioEstat 5.0 e do aplicativo Microsoft Excel. As barras de erros com os valores
estatisticos de desvio padrdo da amostra também foram adicionadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Diagnostico de Doengas no Maracuja

Por meio do diagndstico foi possivel verificar a ocorréncia de doencas fitopatogénicas
em maracuja. Os pomares de maracujid amostrados apresentaram uma serie de doencgas tanto
abioticas, como por exemplo injurias causadas pelo vento, como doencas causadas por fator
bidtico. As injUrias causadas pelo vento significam portas de entrada para possiveis patogenos
e consequentemente, as plantas afetadas estdo mais sujeitas as doencas causadas por
fitopatdgenos, assim como diminuicdo da area fotossintética das mesmas, reducgdo na qualidade
e produtividade. As doencas causadas por fitopatdgenos ocasionam perdas severas na producao
ou inviabilizam cultivos de maracuja na regido e desestimulam os produtores. Isso devido a
ndo atenderem as técnicas adequadas ao cultivo de maracuji, na maioria das vezes nao
investem na renovacdo dos pomares e utilizam o manejo de doengas ja a partir do uso de
controle quimico. Ainda, os produtores carecem de assisténcia técnica e na tentativa de
extinguir ou controlar o problema ha vasta e extensa aplicacdo de fungicidas e inseticidas, bem
como o uso de produtos ndo autorizados para a cultura, como carrapaticidas conforme relatado
por alguns produtores locais. Essa dindmica aumenta a probabilidade da ocorréncia de
desequilibrios no sistema e organismos resistentes a produtos quimicos. A auséncia de técnicas
adequadas de manejo, o uso ndo racional de métodos e praticas de controle de doencas de
plantas foram verificados para tal cultura, que sofre problemas principalmente ocasionados por
virus e perdas devido as doencas ocasionadas por fungos em poés-colheita. Nas plantas
analisadas, os patdgenos incidentes nos maracujazeiros foram reunidos no Quadro 8 e Figura
21 A-O.

Quadro 8. Fitopatdgenos incidentes nas amostras de material vegetal (parte aérea, raizes) e

solo

Agente etiol6gico Local isolado Doenca
Alternaria alternata folha mancha parda do maracujazeiro
Cladosporium herbarum botéo floral e fruto cancrose/ verrugose
Fusarium sp. raiz fusariose
Rhizoctonia solani folha e caule mela

parte vegetativa, fruto e

Colletotrichum gloeosporioides raiz antracnose
Phytophtora sp. caule podriddo do colo
Cowpea aphid borne mosaic virus folha endurecimento dos frutos
Meloidogyne sp. raiz nematoide das galhas
Rotylenchulus reniformis raiz nematoide reniforme
Xanthomonas axonopodis pv. folha Mancha-bacteriana do
passiflorae maracujazeiro ou crestamento

68



Figura 21. Diagnose de doenc¢as em maracuja. A. Maracujazeiro em espaldeira a campo; B, C
e D. Sintoma foliar de mosaico, mosaico bolhoso e clorose causados por virose; E. Ovo
de nematoide em estadio inicial do desenvolvimento embrionario; F. Nematoide juvenil
macho; G. Mancha foliar; H. Micélio de Rhizoctonia solani; I. Sintomas de cancrose
em bot&o floral; J. Isca de maca para detecgdo de Phytophthora sp.; K. Sinais de hifas
do fungo Cladosporium sp. em tecido floral; L e M. Sinais de Colletotrichum sp. com
setas, conidios e hifas; N. Conidios de Fusarium sp.; O. Hifas e conidios de Alternaria
sp. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2018.

Os pomares apresentaram elevada incidéncia de virose, fungos e com menor frequéncia,
a mancha bacteriana. O percentual de incidéncia média de fitopatdgenos detectados e sua
distribuicdo nos pomares das diferentes localidades estdo reunidos na Figura 22 A e B.
Conforme Amorim (2005), a avaliacdo da incidéncia pode ser usada de forma limitada quanto
a quantificacdo de danos e severidade as plantas, sendo satisfatério para analisar doencas
sistémicas viroses sistémicas por existir correlacdo entre incidéncia e severidade, bem como
murchas e podriddes em frutos, em que uma Unica lesdo € suficiente para impedir a
comercializacdo do produto.
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Alternaria alternata EG—_——— 17.14
Cladosporium herbarum W— 7.36
Fusarium sp. ¥ 1.50
Rhizoctonia solani W 4.36
Colletotrichum gloeosporioides M—— 12.93
phytophthora sp. ¥ 1.57
Cowpea aphid borne mosaic virus EE——" 100.00
Meloidogyne sp. W 2.95
Rotylenchulus reniformis B 2.14

Xanthomonas axonopodis B 2.86

CABMV ALT' CLA? FUS® RS* COL® PHY® MELOI” RENI® XANT?
#wPamares wMarvilha »Campo Verde » Caetes mLameirdo wBoa Vista mCoquetros

Figura 22. Ocorréncia de fitopatbgenos em maracujazeiros em Paty do Alferes-RJ. A.
Percentual de incidéncia média de fitopatogenos; B. Distribuicdo da incidéncia de
fitopatgenos nas localidades; *Alternaria alternata; 2Cladosporium herbarum;
3Fusarium sp.; *Rhizoctonia solani; °Colletotrichum gloeosporioides; ®Phytophthora
sp.; "Meloidogyne sp.; ®Rotylenchulus reniformis; ®Xanthomonas axonopodis. Barra
indica desvio padrdo da amostra. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2021.

Do mesmo modo como vem ocorrendo em Paty do Alferes, no que diz respeito ao
cultivo de maracuja por pequenos produtores, Silva e Garcia (2012) relataram que o controle
de pragas vem sendo feito com herbicidas, fungicidas e até carrapaticidas. Numa busca por
‘qualidade do produto’ imposta pelo mercado, produtores recorrem ao uso de agrotdxicos,
abrindo mé&o de préticas naturais. Contudo a partir do conhecimento de técnicas adequadas e
seguras, bem como experiéncias no cultivo da cultura, os produtores tendem a incorporar tais
praticas visando tornar sustentavel sua producao, tanto em relacdo ao seu provento econémico
como também no tocante a sua salde e do ambiente. Assim, estudos neste campo sdo de grande
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importancia no sentido de geracdo de informacdo técnica de maneira acessivel por meio de
publicacdes, livros, periddicos, teses, entre outras.

De acordo com Silva et al. (2004) as doencas no maracuja sdo controladas,
principalmente, por meio de aplicacbes sistematicas de agrotdxicos, cuja utilizacdo
indiscriminada acarreta uma série de problemas, tais como: a contaminacao do solo, da &gua,
dos alimentos e dos consumidores, a aquisicdo de resisténcia de fitopatdgenos e a diminuicao
de populacBes de organismos benéficos ou néo alvos.

Dentre os fungos isolados nesta tese, os microrganismos C. herbarum, C.
gloeosporioides e R. solani foram selecionados para testes de sensibilidade junto a OEs. S&o
fitopatdgenos que incitam doencgas com elevado potencial de causar perdas de mudas, do
produto comercial ou ainda, diminuicdo da qualidade do produto no mercado. Principalmente
os patogenos C. herbarum e C. gloeosporioides, que podem contaminar os frutos no campo e
permanecerem quiescentes até a maturacdo, momento em que sdo capazes de ocasionar perdas
na producdo. Destes, C. gloeosporioides é considerado o fungo de maior importancia em pos-
colheita e chega a inviabilizar a producao.

De acordo com Martins (2006), as doencas causadas por esses patdgenos sdo
consideradas importantes no maracujazeiro por ocasionarem perdas e danos, especialmente
apos a colheita. Herman et al. (2007) também comprovam a gravidade principalmente de C.
gloeosporioides em pos-colheita. Os autores identificaram e quantificaram doencas de pos-
colheita e avaliaram caracteristicas fisicas e quimicas de frutos de maracuja produzidos em dois
sistemas de cultivo, o convencional e o organico. A ocorréncia de podriddes foi elevada, tanto
no pomar organico como no convencional, sendo que a antracnose foi a principal doenca, com
100% de incidéncia nos frutos de todos os pomares analisados.

4.1.1 Doenca causada por virus

Endurecimento-dos-frutos-do-maracujazeiro (Cowpea aphid borne mosaic virus -
CABMV)

Nos testes bioldgicos (Quadro 9) o virus expressou respostas caracteristicas de
CABMYV nas inoculacGes mecanicas em gama de hospedeiras-padréo e foi detectado em todas
as amostras testadas.

Quadro 9. Resultados dos testes biologicos em hospedeiras-padrdo para Cowpea aphid borne
mosaic virus (CABMV)

Hospedeiras-padrao Resposta Sintoma

Nicotiana tabacum - Né&o

Nicotiana benthamiana + Lesdo sistémica mosaico
Nicotiana glutinosa - Néo

Nicotiana rustica - Néo
Chenopodium amaranticolor + Lesdo local clorética e necrética
Chenopodium quinoa + Lesdo local clorotica e necrética
Vigna unguiculata cv. Manteigao - Néo

Vigna unguiculata cv. Paulistinha - Néo

Cucumis sativus - Néo

Phaseolus vulgaris cv. Preto + Lesdo sistémica mosaico
Cucumis pepo cv ‘Caserta’ + Lesdo sistémica mosaico

+ Hospedeira-padréao exibiu sintomas; - Hospedeira-padrao assintomatica.
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Estas reacOes expressadas corroboram com outros estudos (NASCIMENTO et al.,
2004; LIMA et al., 2018), nos quais 0s autores analisaram as propriedades bioldgicas de um
isolados do CABMV obtido a partir de amostras de maracuja com sintomas de endurecimento
dos frutos.

Na presente pesquisa, a pureza do virus a partir de folhas infectadas de maracuja com
o0 isolado purificado biologicamente também foi comprovada por meio de teste sorolégico
PTA-ELISA (“Plate Trapped Antigen”-“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”). Os extratos
das amostras sintométicas avaliadas reagiram com antissoro especifico para CABMV, o que
confirmou a presenca da virose. Também foi evidenciado a presenca do virus a partir de cortes
ultra finos de tecidos infectados, em microscopia eletrénica, com a formacéao de inclusbes do
tipo cata-vento presentes no nucleo e citoplasma das células corroborando com outros estudos
(EDWARDSON et al, 1984; FIGUEIREDO et al., 2000).

A virose foi detectada nos pomares analisados a partir do seu segundo ano de plantio,
em 2018, nas plantas de rebrota que permaneceram no campo apo6s a poda. Os produtores
locais relataram grandes perdas devido principalmente a queda na produtividade e producéo de
frutos sem valor ou pouca qualidade comercial. As plantas naturalmente infectadas a campo
exibiram sintomas que incluem frutos de pequeno tamanho, pericarpo reduzido, folhas
cloréticas, mosaico bolhoso, clareamento de nervuras e parte vegetativa com encurtamento de
entrends, 0 que ocasiona baixa estatura das plantas. Verificou-se que as plantas de rebrota
estavam 100% sintomaticas e as amostras testadas indicaram infeccdo por CABMV.

A alta incidéncia da virose nos pomares inspecionados é justificavel, devido
principalmente a falta de investimentos dos produtores na renovacio dos pomares. Areas
antigas apos a producdo tiveram as plantas podadas, permaneceram nas lavouras e as plantas
infectadas ndo foram erradicadas com praticas de rouguing. Os pomares ndo foram renovados,
as plantas infectadas rebrotaram dando continuidade a lavouras 100% sintomaticas
apresentando mosaico e embolhamento foliar, principalmente.

Os virus do género Potyvirus normalmente sdo transmitidos naturalmente de maneira
ndo-persistente ou estiletar por varias espécies de afideos (pulgdes), principalmente o Myzus
persicae, mas também sdo transmitidos mecanicamente por meio de ferramentas de poda das
plantas e mudas contaminadas (SANTANA et al., 2008; GARCEZ et al., 2015). E necessario
a erradicacdo total das plantas sintomaticas infectadas para que novos plantios obtenham
sucesso, além de manter o distanciamento de plantios antigos com a presenca da virose
(FIGUEIREDO et al., 2020). Outro fator que intensificou as infec¢fes nas areas foi 0 uso
indiscriminado de inseticidas na tentativa de barrar o pulgdo. Nos pomares amostrados, na
maioria com pouco acesso a assisténcia técnica, 0 manejo de doencas era precario.De modo
que as plantas eram frequentemente pulverizadas com inseticidas ndo autorizados para a cultura
e até carrapaticidas, de forma indevida e descontrolada. Com isso, o sistema foi bastante
fragilizado e os pulg@es, apesar de ndo terem 0 maracuja como sua hospedeira, infectaram um
grande nimero de plantas rapidamente. Rezende (2006) enfatiza que o uso de inseticidas nas
lavouras para tal patossistema é ineficiente, devido a sua forma de transmissdo ndo-circulativa
(ndo persistente) realizada durante as picadas de prova efetuadas por diversas espécies de
afideos (Aphididae). Desse modo, ao contrario de controlar a doenga, a medida que o pulgéo é
atingido pelo inseticida mais rapido ele vai se alimentar e durante as picadas de prova transmitir
a virose, antes mesmo de morrer.

Devido a doenga endurecimento dos frutos no maracuj, a cultura hoje é considerada
anual, pois economicamente s permanece no campo durante um ano e com isso, alguns
produtores abandonaram o cultivo do maracuja. De acordo com Cerqueira-Silva et al. (2014),
produtividade e longevidade reduzidas foram registradas para esta cultura devido a doenga.
Estes s@o considerados fatores limitantes para a manutencao e expansao da cultura, pois afetam
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desde a semeadura até a fase adulta das plantas e s&o prejudiciais as raizes, caule, folhas, flores
e frutos. Neste contexto vem sendo adotado com sucesso o ‘modelo de um ciclo’, no qual os
produtores dimensionam para obtencéo de maiores produtividades dentro de um ano de cultivo.
Produtores no Parand vem adotando este modelo com sucesso (STENZEL et al., 2019), como
uma das medidas preventivas. Outras medidas no manejo do CABMYV de acordo com Spadotti
et al. (2019) incluem o rouguing sistematico de plantas doentes, desde que aplicada em escala
regional pelos produtores. Assim como a necessidade de treinamento adequado para que 0s
técnicos responsaveis por identificar e erradicar plantas infectadas, reconhecam prontamente
0s sintomas iniciais da doenga e consigam atingir a eficiéncia desejada no descarte correto de
plantas doentes e a reducdo de fontes externas do indculo.

De acordo com Colariccio et al. (2020) é possivel conviver com a virose sem grandes
guedas na producdo com a adocdo de medidas preventivas de controle do CABMV. Um
exemplo disso ocorre no litoral de Santa Catarina, em que tem sua cadeia produtiva do maracuja
consolidada na regido. Os produtores devem buscar formas de implementar 0 manejo adequado
dessas areas de cultivo de maracuja e empreender novas tecnologias no controle da virose,
como a renovacgdo dos pomares com uso de mudas sadias, 0 rouguing sistematico de plantas
infectadas, assim como, ndo é recomendado 0 uso de inseticidas para o controle do CABMV.

4.1.2 Doencas causadas por fungos

a) Cancrose, verrugose ou cladosporiose (Cladosporium herbarum)

O fungo C. herbarum foi isolado a partir de botdes florais e frutos de maracujazeiro.
Apesar da doenca ser considerada de pés-colheita, o fungo foi detectado infectando o maracuja
ainda no campo, com ocorréncia de danos tanto em frutos como em bot6es florais, com maior
frequéncia. Neste caso, quando a doenca ocorre nos botdes florais do maracujazeiro é
conhecida por cancrose (Figura 23 A) e 0s sintomas mais ocorrentes sao lesfes de até 5 mm de
diametro, marrom-claras com a parte central escura, onde, em caso de alta incidéncia,
coalescem e apodrecem o botdo floral por completo. Nas plantas onde verificou-se a cancrose,
as manchas nos botbes florais coalesciam, necrosavam e posteriormente, caia. A flor ndo
chegava a se desenvolver e abrir. Sob microscopia dptica pode ser observado a presenca de
estruturas do fungo C. herbarum: conidios e hifas no tecido do bot&o floral (Figura 23 B).

Figura 23. Sintomas e sinais de cancrose em botéo floral de maracujazeiro. A. Bot&o floral
com sintomas de cancrose; B. Sinais da presenca do fungo nas lesdes. Fonte: Ana Rosa
de Figueiredo, 2018.

Os frutos atacados exibiam sintomas caracteristicos de verrugose, sem qualidade para
0 mercado consumidor e a maioria, ja estava separada para o descarte. Sua polpa ndo é atingida
e mantém a sua qualidade interna inalterada, porém o fruto fica improprio ao consumo in
natura devido a exigéncia do mercado consumidor pela boa aparéncia do fruto. A
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cladosporiose é uma doenca grave de pds-colheita no maracuja, ocasiona grandes perdas aos
fruticultores, principalmente por reduzir a qualidade dos frutos, que ficam improprios a
comercializacdo, devido as lesbes semelhantes a verrugas. Neste caso, os produtores deveriam
destinar os produtos a outros mercados visando um aproveitamento multiplo do maracuja, ndo
apenas 0 consumo in natura. A doenca pode afetar ainda todos os 6rgaos aéreos da planta e
causar necroses.

Perdas de 10 até 50 % foram reladas por Teixeira et al. (1994) devido a aquisi¢do de
mudas infectadas. As medidas de controle que visam a eliminacao e reducéo do inéculo inicial
ndo foram seguidas nos pomares afetados. Nos pomares amostrados, as plantas afetadas néo
eram imediatamente eliminadas e tdo pouco os restos culturais, estes, levavam um certo tempo
para serem eliminados e ndo foram aplicadas medidas que acelerassem a sua decomposi¢édo
como recomendado por Peruch et al. (2018). Deste modo, serviram de fonte de indculo
continuo presente nos pomares, aumentando dessa forma a ocorréncia das infec¢bes e o
prejuizo dos produtores.

b) Antracnose (Colletotrichum gloeosporioides)

O fungo foi isolado a partir de frutos sintomaticos de maracuja. A doenca afetou a
qualidade do fruto para o consumo in natura. Os frutos apresentaram manchas bastante
deprimidas e profundas. Todos os pomares amostrados tiveram plantas afetadas pela
antracnose. De fato, mostra-se como uma doenca de ocorréncia mundial devido a sua ampla
gama de hospedeiras. Sussel (2010) relata que a doenca infecta espécies das familias
Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Cucurbitaceae, Dioscoreaceae, Leguminosae, Malvaceae,
Solanaceae, Rosaceae, entre outras.

¢) Damping-off e leséo foliar (Rhizoctonia solani)

Lesdes foliares causadas por R. solani foram detectadas nos maracujazeiros adultos e
em condicOes de viveiro. As mudas doentes apresentaram o caule necrosado e lesionado pelo
mesmo fungo. Os sintomas de cancros em mudas e damping-off foram mais severos e deixou-
as improprias para o plantio. As condi¢fes de umidade nos viveiros ndo foram monitoradas,
mas pode-se verificar que havia excesso de sombreamento e ambiente Gmido n&o arejado. E
importante o controle de umidade nessas areas para evitar um ambiente com excesso de agua
na parte aérea e também nas raizes, o que favorece o apodrecimento de raizes e o
desenvolvimento de fungos causadores de damping-off. Entre alguns dos desafios nos pomares
de maracuja, os autores Maciel e Lopes (2014) citaram a rizoctoniose, mela ou damping-off,
causados por fungos como Rhizoctonia sp., Pythium sp., Phytophthora sp., Fusarium sp. que
ocorrem na fase de viveiro e culminam no tombamento e morte de mudas. Para o controle,
relataram que é necessario uma boa drenagem, ventilagdo e a localizagdo do viveiro seja em
regibes afastadas de pomares adultos, além do uso de sementes de boa qualidade e procedéncia.

d) Mancha-parda-do-maracujazeiro (Alternaria alternata)

A mancha-parda-do-maracujazeiro detectava-se infectando os pomares em Paty do
Alferes-RJ, principalmente afetando as folhas dos maracujazeiros. As plantas afetadas
exibiram desfolha, o que impacta diretamente na area de aproveitamento fotossintetizante, que
fica menor e as plantas, menos vigorosas. Quanto aos frutos, a exposicdo a radiagdo solar é
maior e ha elevado risco de injdrias causadas pelo sol, assim como a sua qualidade fica reduzida
guando comparado aos frutos de uma planta sadia.
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Em diversos paises que cultivam o maracuja, tais como Austréalia, Canada, Estados
Unidos, Indonésia, Quénia, Nova Zelandia, Nova Guiné, Tanzania e Zambia, a alternariose é
considerada uma doenga importante (GOES, 1998). No Brasil, a doenga tem importancia
secundaria e ha poucas citacOes sobre perdas provocadas (SCHROEDER et al., 1996;
TAKATSU et al., 2000). Contudo, de acordo com Santos Filho e Santos (2003) até mesmo
uma unica lesdo de antracnose ocasiona queda foliar e o enfraguecimento da planta, que
desprotege o fruto dos raios solares. Os frutos quando mais expostos aos raios solares podem
sofrer queimaduras superficiais e ficarem depreciados para o comércio. Em condicbes de
ataque severo pode ocorrer 0 secamento e a morte dos ramos. Nos frutos, os sintomas sdo de
lesGes necroticas, deprimidas, com 1 a5 cm de didametro, de formato circular e coloragao pardo-
avermelhada a pardacenta (PIZA JUNIOR, 1994).

e) Fusariose (Fusarium)

A partir de amostras de raizes e colo de plantas de maracuja com sintomas de
apodrecimento foi isolado Fusarium sp. Os focos ocorreram isoladamente e ndo foram
percebidos prejuizos na producgdo ocasionados pelo fungo.

De acordo com a literatura, doencas causadas por Fusarium spp. podem inviabilizar o
cultivo do maracujazeiro, pois causam morte prematura das plantas, reduzem a vida 0til do
pomar e medidas de controle sdo apenas preventivas e nao curativas. Além disso, 0s patdgenos
causadores de fusariose sdo capazes ainda de sobreviver na forma de clamidosporos na
auséncia do maracujazeiro. A espécie F. solani pode ainda sobreviver, na auséncia do
hospedeiro, infectando outras culturas ou plantas daninhas, devido a sua ampla gama de
hospedeiros (PERUCH; SCHROEDER, 2018).

4.1.3 Doencas causadas por oomiceto

Podridao-do-pé ou podriddo-do-colo (Phytophthora)

Foi possivel o isolamento do oomiceto Phytophthora sp. a partir de amostras de sec¢oes
de caules e raizes de maracuja que apresentaram sintomas de podriddo, inoculados em macés
que serviram de iscas.

De acordo com Peruch e Schroeder (2018), o oomiceto Phytophthora é relatado em
maracuja e quando este ocorre juntamente com F. solani, tem grande importancia
epidemioldgica devido a intensificagdo dos danos em maracujazeiro, acarretando morte subita
de mudas e plantas adultas. O oomiceto Phytophthora sp. ataca espécies agricolas e florestais
(REESER et al., 2017). Werres et al. (2001) relataram que a gama de hospedeiros desse
organismo € ampla e inclui diversas culturas de importancia econémica, tais como citros, sisal,
fumo, tomateiro, abacaxizeiro, algodoeiro, acacia negra dentre outras (ERWIN; RIBEIRO,
1996; SANTOS et al., 2005). Conforme Drenth e Guest (2004), Phytophthora é um dos mais
destrutivos géneros de fitopatdgenos nas regides temperadas e tropicais no mundo, causando
danos anuais de bilhdes de dolares.

4.1.4 Doencas causadas por nematoides

Nematoide reniforme (Rotylenchulus reniformis) e nematoide das galhas (Meloidogyne
sp.)

Nas avaliagbes nematoldgicas, os nematoides R. reniformis (Figura 24 A) e
Meloidogyne sp. (Figura 24 B-C) foram recuperados com frequéncia de incidéncia de 12 e 6%,
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respectivamente das amostras avaliadas nesta tese. Isto aponta a magnitude destes nematoides
para 0 maracuja na regido, ja que todas as plantas de maracuja sdo suscetiveis.
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Figura 24. Nematoides recuperados de maracujazeiro. A. Rotylenchulus reniformis; B. Juvenis
de segundo estadio de Meloidogyne sp.; C. Corte perineal de Meloidogyne javanica
(fémea); AD. Arco dorsal; AV. Arco ventral; ca. Regido final caudal; su. Sulco lateral;
an. Anus; vu. Vulva. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2019.

Rotylenchulus reniformis é generalizado em pomares de maracuja no Brasil. De acordo
com uma pesquisa dos anos 90, R. reniformis estava presente em 35% das amostras de maracuja
em plantac@es brasileiras, no Distrito Federal, Minas Gerais e Goias (SHARMA et al., 1999).
Em 2007-2009, Castro et al. (2012) ao pesquisarem pomares de maracuja nos Distrito Federal
do Brasil mostrou sua ocorréncia em nove de vinte amostras.

As perdas relatadas podem ser bastante expressivas. De acordo com Kirby (1978), o
peso fresco do fruto de maracuja reduz em torno de 23% na presenca do R. reniformis,
principalmente quando o maracuja é cultivado por um longo periodo no pomar, com duracéo
de 18 meses a alguns anos, por exemplo, as densidades populacionais do nematoide pode
atingir valores muito elevados, ocasionando os maiores danos. No caso dos pomares cultivados
em Paty do Alferes, isto pode ser um grave problema, j que 0s pomares nao sdo renovados
anualmente com o uso de mudas sadias e tdo pouco o solo € manejado no sentido de controlar
doencas neste periodo.

O Brasil ndo dispde de legislacdo especifica para a comercializacdo de mudas de
maracuja por viveiros que obriguem a adocdo de medidas especificas para a prevencdo do
nematoide reniformes. Mesmo assim, alguns viveiristas adotam o uso de substratos comerciais
artificiais para a producdo de mudas livres de nematoides em geral (BRAGA; JUNQUEIRA,
2003). De acordo com Inomoto e Fonseca (2020) as medidas de manejo de nematoides
reniformes em maracuja devem ser baseadas em uma combinac¢do de mudas e campo livres de
nematoides, ja que as plantas de maracuja séo suscetiveis a esta praga.

Meloigogyne sp. foi isolado a partir da coleta de raizes de maracuja e solo dos plantios
de maracujazeiros. Zucareli et al. (2020) demonstraram em Seus ensaios que as espécies
cultivadas e silvestres de maracuja P. alata, P. edulis, P. cincinnata, e P. giberti foram
altamente suscetiveis ao a M. incognita. Sharma et al. (2004) além da espécie M. incognita,
citaram ainda, as espécies M. javanica e M. arenaria.

4.1.5 Doencas causadas por bactéria

Mancha-oleosa (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae)

As amostras de plantas foram coletadas a partir de sintomas em folhas tenras de
maracuja, localizado em duas propriedades no municipio de Paty do Alferes-RJ. Plantas
sintomaticas exibiram lesbes amarronzadas deprimidas e desfolha nos exemplares mais
infectados. Folhas com sintomas sistémicos apresentaram coalescéncia de les6es e necrose das
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nervuras com grande presenca de exsudado bacteriano. A maioria das lesGes eram do tipo
localizadas e néo foi detectado sintomas em frutos. No laboratorio, os isolamentos bacterianos
foram realizados a partir do exsudado bacteriano presente em lesGes das folhas pelo método
direto em King B e recuperacdo ap6s 10 dias de inoculagdo mecéanica com seringa em plantas
de maracuja. As coldnias isoladas puras, apresentaram caracteristicas de Xanthomonas, como
coloracdo amarelo brilhante e forma circular-convexa. A bactéria teve sua patogenicidade
confirmada a partir de 10 dias das inocula¢des, momento em que as mudas de aproximadamente
1 més demonstraram sintomas caracteristicos de infec¢éo.

De acordo com outras pesquisas (MALAVOLTA JR., 1998), sintomas em frutos néo
sdo comuns para infeccdo por mancha-oleosa. Segundo Pio-Ribeiro e Mariano (2016), o
patdégeno pode ser caracterizado da seguinte maneira: formato de bastonete, gram-negativa,
monotriquia, ndo produz esporos ou capsulas e forma colénias com nuances amarelo-
brilhantes.

A medida de controle mais eficiente é 0 uso de mudas e sementes idéneas, isentas do
patégeno. O tratamentos das sementes com agua quente a 50 °C por 30 a 60 minutos tem se
mostrado eficiente (SANTOS; SANTOS FILHO, 2003). Outra medida de controle é a
eliminacdo de restos de cultura (SCHUSTER; COYNE, 1977), plantas daninhas e outras
hospedeiras, onde a bactéria pode sobreviver de forma epifita ou endofitica (BEATTIE;
LINDOW, 1995).

4.2 Destilagdo por Arraste a Vapor de Lavandula dentata e Composi¢do Quimica do
Oleo Essencial por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas

Os resultados da analise cromatografica do OE de lavanda estdo representados no
cromatograma (Figura 25). As substancias identificadas a partir do cromatdgrafo estdo
representadas por picos. No eixo das abcissas esta 0 tempo em minutos que a substancia ficou
retida, ja o eixo das ordenadas registra o impulso elétrico. No grafico, os picos mais elevados
estdo representando as substéncias que estdo em maior quantidade na amostra do OE de
lavanda.
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Figura 25. Cromatograma do 0leo essencial de Lavandula dentata.

O teor de OE proveniente da destilacéo relacionado a matéria seca da amostra ficou em
0,75%. Foram encontrados 29 compostos quimicos na analise do OE extraido da lavanda, 26
dos quais foram identificados (Tabela 1). Os principais constituintes foram monoterpenos
oxigenados em alta porcentagem, seguidos por monoterpenos de hidrocarbonetos,
sesquiterpenos oxigenados e sesquiterpenos de hidrocarbonetos. O principal composto foi o
1,8-cineol, seguido por fenchona, a-fenchol e canfora.
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Tabela 1. Composicao quimica do 6leo essencial de Lavandula dentata

Constituinte quimico TR! IR? IRL® Area%
a-pineno 9.167 932 926 1.46
Canfeno 9.726 946 941 0.85
B-pineno 10.83 974 970 2.60
Desidro-1,8-cineol 11.35 988 984 0.12
0-cimeno 1295 1022 1022 0.09
1,8-cineol 13.40 1026 1032 39.43
y-terpineno 1434 1054 1053 0.12
cis-oxido de linolol 15.01 1067 1067 0.41
Fenchona 16.00 1083 1089  18.40
Linalol 16.31 1095 1096 1.50
a-Fenchol 17.10 1113 1113 5.17
a-canfolenal 1755 1122 1122 0.44
trans-Pinocarveol 1825 1135 1136 0.18
Cénfora 18.74 1141 1147  20.11
Pinocarvona 19.35 1160 1159 0.83
Borneol 19.58 1165 1164 1.38
4-terpineol 20.04 1174 1174 0.53
d-terpineol 20.73 1186 1188  0.56
Mirtenal 20.96 1195 1193 154
Carveol (trans) 22.02 1215 1215 0.31
Cuminal 23.01 1235 1236 0.42
Carvona 23.19 1239 1240 0.44
-selineno 34.38 1489 1481 0.18
Oxido de cariofileno 38.54 1582 1584 1.07
B-eudesmol 41.26 1649 1652 0.76
Oxido de bisabolol 4159 1656 1660  0.20

! Tempo de retenco; 2 indice de retencéo tabelado e * indice de retencéo linear (calculado)
determinados em coluna capilar HP-5 em comparacgdo ao tempo de retencdo de uma série de n-
alcanos.

Os constituintes majoritarios identificados no OE de lavanda s@o compativeis com 0s
relatados na literatura (MASETTO, 2011). Esses resultados possibilitaram distinguir L. dentata
de outras espécies citando um caso analogo ao da Lavandula angustifolia, que possui valores
diferentes, bem como, foi possivel analisar qualitativamente o OE e corroborou com outros
estudos em que os autores obtiveram a partir do OE, monoterpenos oxigenados sendo eles; 1,8-
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cineol, canfora, fenchona, fenchol e linalol, seguidos dos monoterpenos hidrocarbonados a-
pineno, B-pineno e limoneno, 0s sesquiterpenos oxigenados e sesquiterpenos hidrocarbonados
(DOB et al., 2005; CHHETRI et al., 2015). Os autores também descreveram a presenca de
monoterpenos em alta concentracdo na composi¢do quimica do OE de lavanda. Da mesma
forma, Mambri (2018) em seus estudos identificou uma porcentagem maior de monoterpenos
oxigenados em relacdo aos sesquiterpenos no OE de lavanda em Santa Maria, RS. Os estudos
também corroboram com Martins et al. (2019). Os autores encontraram proporgoes
semelhantes as concentracdes dos principais constituintes de lavanda, sendo a concentracao de
1,8-cineol obtida neste estudo um pouco menor que a concentracdo alcancada (40,4 a 46,3%)
descrita. O inverso foi observado para os constituintes canfora (15 a 17%) e fenchona (13,4 a
15,8%), sendo os niveis observados neste estudo maiores.

Dammak et al. (2019) destacaram o principal constituinte do OE de lavanda sendo o
monoterpeno 1,8-cineol (35%). Em seus testes para avaliar a atividade antiflngica e anti-
ocratoxigénica do OE de L. dentata obtiveram resultados efetivos e enfatizaram a importancia
desse constituinte. O presente estudo reforga a presenga do 1,8-cineol (39,43%) como principal
componente da espécie, além de demonstrar ser o material analisado de alto potencial, uma vez
que foram alcancados resultados comparaveis com valores citados por outros autores.

Na comparacao entre os valores retratados por outros autores com os valores alcancados
no estudo, ndo foram consideradas as diferentes condi¢des do material, quanto ao horario de
coleta e estacdo do ano, por exemplo. As variacdes na composi¢do quimica dos OEs séo
constantes, e recomenda-se a realizacdo de analises para a caracterizacdo quimica da espécie a
fim de obter eficiéncia em sua aplicacdo. Segundo a literatura, fatores genéticos, técnicos,
bioticos ou abidticos podem influenciar a qualidade quimica do OE e determinar variacGes dos
principais compostos, 0 que estabelecera atividade bioldgica especifica (MORAIS, 2009).
Essas variacbes sdo frequentemente encontradas em espécies nas diversas condigdes
geogréficas e demonstram que quimiotipos distintos de plantas crescem em locais diferentes
(BHATT et al., 1019; FIKRY et al., 2019; HUSSAIN et al., 2008; TANASESCU et al., 2019).

4.3 Morfologia e Anatomia de Lavandula dentata

Os exemplares de plantas de lavanda mediram em média 75 mm de altura. O caule
lenhoso suporta o arbusto ramificado com folhas e inflorescéncias bastante aromaticas, de
coloracgéo verde acinzentadas. Caracteristicas que corroboram com outros autores em estudos
de caracterizacdo e identificagdo de espécies (Figura 26 A-D).

Figura 26. Lavandula dentata. A. Inflorescéncia; B. Aspecto geral da espécie em plena
floragdo; C. Detalhe das flores; D. Folhas revolutas, opostas e lanceoladas, com apice
agudo. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2020.
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O limbo foliar possui grande quantidade de apéndices e extremidades dentadas,
diferindo de outras espécies (ADAMUCHIO et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2021).

Na avaliagdo morfoldgica e anatbmica da parte aérea da planta (Tabela 2), foram
encontrados quatro tipos morfoldgicos de tricomas morfologicamente distinguiveis nao
glandulares, denominados tectores e trés tipos de tricomas glandulares, caracteristicos de L.
dentata (FIGUEIREDO et al., 2021), em distribuicdo aleatdria superficialmente na parte aérea
das plantas de lavanda.

Tabela 2. Caracteristicas morfométricas de Lavandula dentata

Caracteristicas morfométricas Medida media
Arbusto 75 mm
Tricoma tector ramificado (TTR) 250 um
Tricoma tector bifurcado (TTB) 20 um
Tricoma tector com protuberancia (TTP) 18 um
Pequeno tricoma tector (TTpeq) 11 um
Tricoma glandular capitado com cabeca bicelular (TGCb) 19 pm
Tricoma glandular capitado com cabeca unicelular (TGCu) 16 um
Tricoma glandular peltato (TGP) 16 pm
Folha adulta 30 x5mm
Inflorescéncia 14 x 40 mm
Bréctea superior/ inferior 10 x 6/ 9 x 8 mm
Célice 6X2mm
Corola 4 mm
Flor 9x4mm
Pedunculo 12 x 2 mm
Grédo de pdlen 1x0,5mm

Os resultados corroboram com os estudos Liu et al. (2012) e Adamuchio et al. (2017),

0s autores em seus estudos morfologicos para lavanda encontraram tricomas glandulares
capitados e peltados, bem como para outras espécies da familia Lamiaceae.

A Figura 27 (A-H) destaca os tipos morfoldgicos distinguiveis de tricomas detectados
nas analises da lavanda. Destaca ainda, tricomas glandulares em diferentes estagios de
maturacdo até em estadgio apds a degenerescéncia celular, isto €, quando o contetdo
subcuticular ja foi exteriorizado e é exibido colapso da cabeca glandular do tricoma,
respectivamente. Neste caso, o produto foi secretado por poros cuticulares ou por ruptura da
cuticula. As amostras analisadas exibiam com frequéncia estes dois estagios de maturacéo. Para
alguns autores a ruptura da cuticula € um processo espontaneo, enquanto que para outros é
provocado por fatores abidticos, diferencas drasticas de temperatura e umidade ou fatores
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bidticos, por exemplo, presenca de predadores. Terminada a fase de secrecdo, as células
glandulares sofrem degenerescéncia celular, com colapso da cabeca glandular e perda de
fungdo (ASCENSAO et al., 1999).

Figura 27. Tipos morfoldgicos distinguiveis de tricomas de Lavandula dentata. A. Corte
transversal de uma bractea apical mostrando epiderme unisseriada coberta por cuticula
e presenca de tricoma tector ramificado (TTR); B. Tricomas tectores bifurcados®
(TTB), Tricomas glandulares capitados® (TGC) em estagio avangado; C. tricomas
glandulares peltados (TGP); D. Pequenos tricomas tectores (TTpeq) em pétalas, com
células epidérmicas mamilares; E. Vista superior da celula secretora do tricoma
glandular peltado (TGP); F. Tricoma glandular capitado (TGC) em estagio avancado
de maturacdo; G. Tricoma glandular capitado (TGC) em estagio apds a degenerescéncia
celular; H. Tricoma glandular peltado (TGP) com aparéncia dourada brilhante. Barra
indica escala de 25 um. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2020.

As caracteristicas morfoldgicas analisadas permitiram diferenciar com seguranca L.
dentata de outras espécies e ainda, atestar a sua qualidade para uso.

4.4 Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais Comerciais das Espécies Medicinais

Os principais constituintes quimicos de cada OE selecionado para analise sdo
apresentados na Tabela 3, juntamente com a confirmacao do quimiotipo, conforme literatura.
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Tabela 3. Identificacdo e quantificacdo de constituintes quimicos nos 6leos essenciais

Constituintes (%0) IR Bas'! Ore? Gen® Lar* Cra® Can® Mel” Cit® Men® Tom?™¥
a-pineno 933 156 188 1,30 290 -- 126 234 - 025 0,64
Canfeno 9%54 - 0,79 435 -- -- 059 -- -- -- 0,95
Benzaldeido 960  -- -- -- -- -- 062 -- -- -- --
Sabineno 976  -- -- -- -- -- -- -- - 054 tr
B-pineno 980 0,75 082 040 068 -- 09 -- - 09 0,89
Mirceno 991  -- -- 1,35 1,80 -- -- -- - 053 054
a-terpineno 1018 - -- -- -- - - 853 -- 0,84 5,68
para-cimeno 1026 - 225 - -- -- - 417 - -- 21,9
Limoneno 1029 - -- - 762 - 057 753 129 126 0,36
1.8-cineol 1031 15,6 095 10,85 -- -- 126 639 - 068 0,53
y-terpineno 1062  -- 2,25 -- -- -- - 19,2 - - 4,72
Linalol 1098 1,76  -- 180 892 - 08 -- -- -- 2,35
Citronelol 1125 - -- 152 - -- -- - 518 -- --
Canfora 1143 11,86 -- -- -- -- -- -- -- -- --
Isopulegol 1149 - -- -- -- -- -- - 096 - --
Citronelal 1153 - - 074 125 -- -- - 232 - --
Mentol 1164  -- -- -- -- -- -- -- - 90,2 --
Borneol 1169 - 068 120 -- -- 0,7 -- -- -- --
Terpinen-4-ol 1177 2,46 104  -- -- -- 1,18 37,3 -- -- --
a-terpineol 1189 - -- -- -- -- 1,72 558 -- -- --
Neral 1238 4,35  -- 140 084 -- -- -- -- -- --
Geraniol 1252 - - 568 - -- -- - 337 - --
Geranial 1267 752 - 209 - -- -- - 0,75 - --
(2)- Cinamaldeido 1219 - -- -- -- -- 057 - -- -- --
(E)- Cinamaldeido 1270 - -- -- -- -- 9380 -- -- -- --
Acetato de bornila 1288 - -- -- -- -- 1,11 -- -- -- 0,36
Timol 1290 - 145 - -- -- - -- -- -- 41,2
Carvacrol 1298  -- 79,9 -- -- -- - -- -- -- 3,53
Eugenol 1359 11,31 -- -- - 6142 - - 069 - 0,51
B-elemeno 1390 - 042 -- -- -- - - 081 - --
Cariofileno 1404  -- 1,16 -- - 1995 - -- -- -- --
a-humuleno 1454 -- 054  -- -- -- -- -- -- -- --
Germacreno-D 1485  -- -- -- -- -- -- -- 1,15 -- --
a-zingibereno 1493 - - 297 - -- -- -- -- -- --
y-cadineno 1513 - -- -- -- -- -- - 102 - --
a-Humeleno -- -- -- -- - 287 - -- -- -- --
g-Muroleno -- -- -- -- - 011 - -- -- -- --
(E,E)-a-farneseno -- -- -- -- -- 0,10 - - - - --
d-Cadineno -- -- -- -- - 015 - -- -- -- --
Acetato de Eugenol -- -- -- -- -- 1486 -- - - - --
Oxido de cariofileno -- -- -- -- -- 0,54 - - - - --

*Ocimum basilicum, 2Origanum vulgare, 3Zingiber officinale, “Citrus sinensis, SEugenia caryophyllus, éCinnamomum cassia,
"Melaleuca alternifolia, 8Cymbopogon winterianus, °Mentha arvensis, 1°Thymus vulgaris, ' Tracos.

Os constituintes quimicos monoterpenos foram os majoritarios dentre as moléculas
volateis analisadas. Knaak e Fiuza (2010) relataram que OEs se apresentaram como moléculas
volateis, tendo como principais constituintes os monoterpenos, seguidos pelos sesquiterpenos.

A andlise quimica dos OEs utilizados neste estudo determinou a pureza e quimiotipo
especifico do OE utilizado no presente estudo. Valiosos compostos com potencial de uso em
estudos de atividade antimicrobiana foram revelados neste estudo.
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4.5 Efeito de Oleos Essenciais Sobre os Microrganismos Testados - Métodos de Detecgdo
de Atividade Antimicrobiana

Os testes a seguir demonstram os resultados do uso de OEs de O. basilicum (Bas), O.
vulgare (Ore), Z. officinale (Gen), C. sinensis (Lar), E. caryophyllus (Cra), C. cassia (Can), M.
alternifolia (Mel), C. winterianus (Cit), M. arvensis (Men), T. vulgaris (Tom) e L. dentata
(Lav) contra os fitopatdgenos C. gloeosporioides, C. herbarum e R. solani (Figura 28 A-C). Os
microrganismos C. herbarum e C. gloeosporioides por terem facilidade em esporulacdo
seguiram para 0s ensaios antibiograma, apos foram determinadas a CIM e CFM. Rhizoctonia
solani teve seu crescimento micelial mensurado e determinadas a ICM e TxCM. Os ensaios in
vivo foram realizados apenas para C. gloeosporioides.

Figura 28. Microrganismos testados para deteccdo de atividade antimicrobiana aos dleos
essenciais. A. Cladosporium herbarum; B. Colletotrichum gloeosporioides; C.
Rhizoctonia solani. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2020.

4.5.1 Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar com discos de papel filtro

Atividades antimicrobianas in vitro dos OEs das espécies medicinais Bas, Ore, Gen,
Lar, Cra, Can, Mel, Cit, Men, Tom e Lav sobre os microrganismos C. herbarum e C.
gloeosporioides foram avaliadas pela presenca ou auséncia de zonas de inibicéo e aferi¢do dos
diametros das zonas de inibicdo. Os resultados estdo apresentados conforme a Tabela 4. Todos
os OE avaliados, apresentaram alguma atividade antimicrobiana para os microrganismos
testados. Contudo, alguns OE testados tiveram um desempenho superior. Os OE de cravo e
canela apresentaram um grande potencial de atividade antimicrobiana contra os dois fungos
testados, com diametros de inibicdo que variaram de 6 a 9,9 mm, se comportando muito
préximo ao controle com 10 mm. J& o OE de basilicdo e lavanda apresentaram um maior halo
(8,1 e 9,6 mm, respectivamente) de inibigédo para C. gloeosporioides.

Tabela 4. Halo de inibicdo (mm) para microrganismos frente a diferentes 6leos essenciais na
concentragéo de 3,2 uL

C
+ -
C. herbarum 3 1,9 4 3,8 6 9 15 32 28 2 29 10 O
C. gloeosporioides 8,1 5,2 5 49 97 99 24 16 11 1 96 10 O

Microrganismos Bas Ore Gen Lar Cra Can Mel Cit Men Tom Lav

0. basilicum (Bas), O. vulgare (Ore), Z. officinale (Gen), C. sinensis (Lar), E. caryophyllus (Cra), C. cassia (Can),
M. alternifolia (Mel), C. winterianus (Cit), M. arvensis (Men), T. vulgaris (Tom), L. dentata (Lav), controles (C).

4.5.2 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada para todos os OEs que mostraram potencial de inibigdo nos
testes de antibiograma para os fungos C. herbarum e C. gloeosporioides, conforme apresentado
nos graficos (Figura 29 A e B).
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Figura 29. Concentragio inibitéria minima (CIM) (uWLOE.mL™). A. Cladosporium herbarum;
B. Colletotrichum gloeosporioides. Ensaio foi realizado de 160 a 1,75 nLOE.mL™ e na
escala estd exposto até 100 nLOE.mL™. O. basilicum (Bas), O. vulgare (Ore), Z.
officinale (Gen), C. sinensis (Lar), E. caryophyllus (Cra), C. cassia (Can), M.
alternifolia (Mel), C. winterianus (Cit), M. arvensis (Men), T. vulgaris (Tom) e L.
dentata (Lav). Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2021.

45.3 Determinagéo da concentragdo fungicida minima (CFM)

A acdo fungicida dos OEs de orégano, laranja-doce, cravo, canela e tomilho foi
detectada para o microrganismo C. herbarum. Ja os demais OEs ndo apresentaram efeito
fungicida até a mais alta concentragdo testada (160 nLOE.mL™). Para o microrganismo C.
gloeosporioides, 0os OEs que apresentaram efeito fungicida foram: basilicdo, orégano, gengibre,
laranja-doce, cravo e canela, conforme a Tabela 5.
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Tabela 5. Acdo antifungica dos 0Oleos essenciais. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e
Concentracdo fungicida minima (CFM) dos 0leos essenciais sobre Cladosporium
herbarum e Colletotrichum gloeosporioides

Cladosporium herbarum Colletotrichum gloeosporioides Controles
OE CIM CFM CIM CFM oo o
(nL.mL™?) (nL.mL™?) (nL.mL™?) (nL.mL™Y)

Basilicdo 20 ND* 2,5 80 - - +
Orégano 20 160 20 80 - - +
Gengibre 20 ND* 10 80 - - +
Laranja-doce 10 160 10 80 - - +
Cravo 10 160 5 40 - - +
Canela 5 80 5 20 - - +
Melaleuca 40 ND* 10 ND* - - +
Citronela 40 ND* 40 ND* - - +
Menta 20 ND* 40 ND* - - +
Tomilho 80 160 80 ND* - - +
Lavanda 40 ND* 2,5 ND* - - +

*ND = ndo detectado nas concentracGes testadas. ‘Fungicida; 2Esterilidade; 3Crescimento.

O gréfico (Figura 30) foi elaborado apenas para os OEs que demonstraram acéo
fungicida.

m CIM = CFM
160 160 160

laranja cEve canzla tomilho

Oleos essenciais

m CIM = CFM

40

=0 ML oAb oAl ib oL

basilicio orégano gengibre laramja cravo canela
Oleos essenciais

Figura 30. Concentracdo fungicida minima (CFM) (uLOE.mL™) de 6leos essenciais sobre
Cladosporium herbarum e Colletotrichum gloeosporioides. Barra indica desvio padréo
da amostra. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2021.
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O OE que promoveu agdo fungicida sobre C. herbarum na mais baixa dosagem foi o de
canela (80 pL.mL™). Os OEs de cravo e canela ocasionaram a mais baixa acéo fungicida sobre
C. gloeosporioides, estes atingiram CFM a 40 e 20 uL.mL™, respectivamente.

4.5.4 Percentual de esporos germinados

Verificou-se auséncia ou baixa germinacao de esporos tanto de C. herbarum (Figura 31
A), como para C. gloeosporioides (Figura 31 B) com os OEs mais concentrados e a medida
que aumentou a diluicdo das emulsdes, o percentual de esporos germinados foi maior.
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Figura 31. Percentual de germinacao de esporos fungicos em relacdo a concentracdo de dleo
essencial. A. Cladosporium herbarum; B. Colletotrichum gloeosporioides. O.
basilicum (Bas), O. vulgare (Ore), Z. officinale (Gen), C. sinensis (Lar), E. caryophyllus
(Cra), C. cassia (Can), M. alternifolia (Mel), C. winterianus (Cit), M. arvensis (Men),
T. vulgaris (Tom) e L. dentata (Lav). Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2021.

86



Na primeira diluicdo (Diluicdo 1), isto é, na concentragdo maior de OE, a germinacéao
média de conidios foi menor. Na 72 diluicdo, a germinacdo média foi maior devido a baixa
concentracdo dos OEs testados (Figura 32 A e B). O grau de correlagdo foi fortemente
proporcional negativa, pois valores crescentes das varidveis em ‘X’ estdo associados a valores
decrescentes das variaveis em “Y’. Os coeficientes de correlagao de Spearman obtidos por meio
do programa Bioestat 5.0 foram r: -0.729 (p<0,001) para C. herbarum e r: -0.771 (p<0,001)
para C. gloeosporioides.
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Figura 32. Germinacao de conidios sob efeito dos dleos essenciais da 1% até a 72 diluicdo. A.
Cladosporium herbarum; B. Colletotrichum gloeosporioides. Fonte: Ana Rosa de
Figueiredo, 2021.

Para os dois microrganismos testados, com excec¢do dos OEs de citronela, melaleuca e
menta que ndo apresentaram acao fungicida nos ensaios, os demais OESs que apresentaram agao
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fungicida no teste CFM ndo apresentaram esporos germinados, 0 que comprovou acgéo
biofungicida do OE. J& os OEs nas concentracfes que demonstraram uma CIM germinaram
proporcionalmente & medida que a concentragdo do OE diminuiu. Na Figura 33 A-D pode-se
conferir as diferencas no percentual de germinacédo de conidios quando estes foram submetidos
aos diferentes OEs da concentracdo mais elevada (160 pLOE.mL™?) a concentragdo mais
diluida (2,5 pLOE.mL™). Na concentragdo mais elevada, o percentual de germinacdo dos
conidios ficou sempre abaixo de 33% para os dois microrganismos e para todos os OEs das
espécies medicinais testadas.
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Figura 33. Germinacdo de conidios sob efeito de diferentes 6leos essenciais de espécies
medicinais. A. Cladosporium herbarum sob o efeito dos dleos essenciais a 160
uLOE.mL; B. C. herbarum sob o efeito dos 6leos essenciais a 2,5 pLOE.mL™; C.
Colletotrichum gloeosporioides sob efeito dos 6leos essenciais a 160 uL.mL?; D. C.
gloeosporioides sob o efeito dos 6leos essenciais a 2,5 pLOE.mL™. O. basilicum (Bas),
O. vulgare (Ore), Z. officinale (Gen), C. sinensis (Lar), E. caryophyllus (Cra), C. cassia
(Can), M. alternifolia (Mel), C. winterianus (Cit), M. arvensis (Men), T. vulgaris (Tom)
e L. dentata (Lav). Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2021.

Quando os OEs foram testados na mais baixa concentracdo para conidios de C.
herbarum (Figura 33 B), o percentual de germinacdo variou de 56% para o OE de gengibre,
sendo a germinacao mais reduzida, até o percentual mais elevado de 98% para o OE de orégano,
onde praticamente ndo prejudicou a germinacdo. Em relacdo a germinacao de conidios de C.
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gloeosporioides nesta mesma concentragdo (Figura 33 D), o menor percentual de conidios
germinados foi de 28% no tratamento com o OE de canela e 0 maior percentual de germinacao
também chegou a 98% para o OE de orégano e além deste, os OEs de melaleuca e citronela
obtiveram o mesmo percentual de germinagdo. Contudo, quando os OEs foram testados na
méaxima diluicdo (Figura 33 A e C), a germinac&o foi de no minimo zero para esporos de C.
herbarum tratados com OE de orégano, laranja-doce, cravo e canela, da mesma forma que para
esporos de C. gloeosporioides tratados com OEs de basilicdo, orégano, gengibre, laranja-doce,
cravo e canela. J& a maxima germinacgéo ficou em 33% para esporos de C. herbarum quando
tratado com OE de lavanda e de 32% para esporos de C. gloeosporioides tratados com OE de
tomilho.

4.5.5 Taxa de inibicdo do crescimento micelial (ICM)

Rhizoctonia solani foi avaliada sob o efeito de tratamento com os OEs das espécies
medicinais Bas, Ore, Gen, Lar, Cra, Can, Mel, Cit, Men, Tom e Lav e sua ICM foi verificada.
O fungo apresentou um perfil de crescimento diverso, que variou sobretudo devido a
concentracdo do OE no tratamento. A ICM de R. solani (Tabela 6) demonstra-se crescente
conforme a concentracdo do OE aumenta e na concentracdo mais diluida, apenas o OE de
orégano conseguiu inibir o crescimento fungico. Os tratamentos com OEs de gengibre e
laranja-doce demonstraram na concentracdo maior uma ICM maxima de 33 e 2%
respectivamente, quase nao se observando interferéncia no perfil de crescimento do fungo. Ja
o OE de lavanda apresentou inibicdo maxima de 62% na sua maior concentracdo testada. Em
contrapartida, os demais OEs apresentaram 6timos resultados na ICM com taxas acima de 80%.

Tabela 6. Taxa de inibicdo do crescimento micelial (ICM) de Rhizoctonia solani frente a 6leos
essenciais em diferentes concentracdes (uL.SMC™?)

Concentracédo dos 6leos essenciais e taxa de inibi¢éo do Controle Controle
OE crescimento micelial de Rhizoctonia solani sp. - +

12,8 6,4 3,2 1,6 Tween Fungicida
Basilicdo 100 6,44 0 0 0 100
Orégano 100 100 100 20 0 100
Gengibre 33,33 27,11 0 0 0 100
Laranja-doce 2,44 0 0 0 0 100
Cravo 100 93 86,11 0 0 100
Canela 100 100 100 0 0 100
Melaleuca 100 83,82 62,22 0 0 100
Citronela 100 8,89 0 0 0 100
Menta 100 22,67 22,22 0 0 100
Tomilho 100 100 100 0 0 100
Lavanda 62,22 13,11 0 0 0 100

O OE de orégano foi o unico que alterou o perfil de crescimento de R. solani ja na
diluicdo de 1,6 pL.SMC? e inibiu 100% o crescimento micelial a partir da diluicdo 3,2
uL.SMC, sendo comparado ao tratamento controle com fungicida (Figura 34). Nesta diluic&o,
0s OEs de canela e tomilho também obtiveram uma ICM de 100%. Os OEs de basilicdo e
citronela somente obtiveram uma boa ICM a 12,8 uL.SMC™ com a ICM de 100%.
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Figura 34. Taxa de inibicdo do crescimento micelial (ICM) de Rhizoctonia solani frente a
6leos essenciais em diferentes concentragdes (uL.SMC™). O. basilicum (Bas), O.
vulgare (Ore), Z. officinale (Gen), C. sinensis (Lar), E. caryophyllus (Cra), C. cassia
(Can), M. alternifolia (Mel), C. winterianus (Cit), M. arvensis (Men), T. vulgaris (Tom)
e L. dentata (Lav). Barra indica desvio padrdo da amostra.

A Figura 35 A-L apresenta 0 mesmo grupo de placas analisadas no 3° e 6° dias de
incubacéo. O perfil do crescimento de R. solani mensurado ao 3° dia, para praticamente todos
os tratamentos com os OES, se mostrou retardado inicialmente quando comparado ao controle.
Posteriormente, no 6° dia de incubacgéo alguns tratamentos tiveram seu crescimento recuperado.
Neste caso, o0 fungo sob o efeito dos OEs teve seu crescimento micelial inicialmente reduzido
ou até nulo, mas posteriormente o micélio se desenvolveu ocupando a superficie do meio e sua
TxCM se aproximou ao controle ndo tratado com OE.
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Figura 35. Perfil do crescimento de Rhizoctonia solani em meio BDA sob diferentes OEs (A-
L) no tratamento 6,4 uL por disco de papel filtro, analisadas ao 3° e 6° dias. Oleos
essenciais: A. Basilicdo; B. Orégano; C. Gengibre; D. Laranja-doce; E. Cravo; F.
Canela; G. Melaleuca; H. Citronela; I. Menta; J. Tomilho; K. Lavanda; L. Controle néo
tratado com dleo essencial. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2020.

A exemplo disso, a Figura 36 A apresenta a TxCM de R. solani sob o efeito do OE de
basilicio a 6,4 pL.SMC™. Nula inicialmente com as mensuracdes no 3° dia e ap0s, 0
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crescimento foi restabelecido, assim, no 6° dia de incubagdo, seu crescimento micelial foi
recuperado e inclusive ficou bem préximo ao controle. Os demais tratamentos observados nas
Figuras 36 a 39, os quais ndo inibiram o crescimento micelial de R. solani ou inibiram com
baixo percentual, também apresentaram esse perfil de crescimento. No tocante ao tratamento

com OE de basilicdo, apenas na diluicdo 12,8 pL.SMC™? o fungo n&o cresceu. As demais
diluicbes do OE exibiram uma TxCM excelente e proxima ao controle ndo tratado.
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Figura 36. Taxa de crescimento micelial de Rhizoctonia solani aos 3 e 6 dias apos as
inoculacdes frente a diferentes concentracdes dos 6leos essenciais: A. Basilicdo; B.
Orégano; C. Gengibre. Barra indica desvio padrdo da amostra.
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Figura 37. Taxa de crescimento micelial de Rhizoctonia solani aos 3 e 6 dias apds as
inoculacdes frente a diferentes concentragcdes dos dleos essenciais: A. Laranja-doce; B.

Cravo; C. Canela. Barra indica desvio padrdo da amostra.
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Figura 38. Taxa de crescimento micelial de Rhizoctonia solani aos 3 e 6 dias apds as
inoculacBes frente a diferentes concentracdes dos dleos essenciais: A. Melaleuca; B.
Citronela; C. Menta. Barra indica desvio padrdo da amostra.
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Figura 39. Taxa de crescimento micelial de Rhizoctonia solani aos 3 e 6 dias apds as
inoculacBes frente a diferentes concentragcdes dos Gleos essenciais: A. Tomilho; B.
Lavanda. Barra indica desvio padrdo da amostra.

4.6 Efeito de Oleos Essenciais sobre Microrganismos em Maracuja (in vivo)

Os testes in vivo demonstram os resultados do uso de OEs das espécies medicinais Bas,
Ore, Gen, Lar, Cra, Can, Mel, Cit, Men, Tom e Lav no tratamento de mudas e frutos de
maracujazeiro para o controle de C. gloeosporioides, fitopatdgeno de pos-colheita em
maracuja.

a) Teste em mudas e frutos maduros de maracujé inoculadas com C. gloeosporioides

As plantas foram analisadas quanto a presenca de sintomas ou morte das mudas de 7 a
40 dias apds as inoculagBes com os tratamentos de OEs. Ja os frutos que receberam o0s
tratamentos foram analisados quanto a presenca de sintomas de infeccdo do agente patogénico
inoculado e tratado com os mesmos OEs, conforme descrito em materiais e métodos.
Colletotrichum gloeosporioides mostrou-se patogénico nas testemunhas controle, em mudas e
frutos inoculados. Nos controles sem inoculagdo do microrganismo, tanto mudas como frutos,
nédo foram verificados sintomas da antracnose. Os resultados dos tratamentos com OEs estéo
apresentados na Tabela 7 com base nas notas recebidas no momento da analise das mudas e
dos frutos.
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Tabela 7. Sensibilidade de Colletotrichum gloeosporioides aos OEs em mudas e frutos de

maracuja
Sensibilidade de Colletotrichum gloeosporioides

OF Nota Mudas Nota Frutos
Basilicdo 3 Pouco sensivel 3 Insensivel
Orégano 3 Pouco sensivel 3 Insensivel
Gengibre 4 Quase insensivel 4 Insensivel
Laranja-doce 5 Insensivel 5 Insensivel
Cravo 1 Muito sensivel 1 Pouco sensivel
Canela 3 Pouco sensivel 3 Quase insensivel
Melaleuca 5 Insensivel 5 Insensivel
Citronela 5 Insensivel 5 Insensivel
Menta 5 Insensivel 5 Insensivel
Tomilho 5 Insensivel 5 Insensivel
Lavanda 2 Sensivel 2 Quase insensivel

Os resultados das inoculagdes e tratamentos em mudas e frutos foram representados
nos graficos da Figura 40 A e B.
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Figura 40. Sensibilidade do Colletotrichum gloeosporioides em maracuja nos diferentes
tratamentos com dleos essenciais. A. Em mudas tratadas; B. Em frutos tratados. O.
basilicum (Bas), O. vulgare (Ore), Z. officinale (Gen), C. sinensis (Lar), E. caryophyllus
(Cra), C. cassia (Can), M. alternifolia (Mel), C. winterianus (Cit), M. arvensis (Men),
T. vulgaris (Tom) e L. dentata (Lav). Barra indica desvio padrdo da amostra. Fonte:
Ana Rosa de Figueiredo, 2021.
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Nas mudas inoculadas, os diferentes tratamentos variaram quanto a sensibilidade do
fungo ao OE. Colletotrichum gloeosporioides foi muito sensivel ao tratamento com OE de
cravo, seguido por sensivel ao tratamento com lavanda. Em relacéo aos demais OEs, o fungo
variou de pouco sensivel a insensivel. Acerca dos frutos inoculados e tratados, uma menor
variacdo entre os diferentes tratamentos com OEs foi percebida e o fungo mostrou-se menos
sensivel aos tratamentos. O OE de cravo foi o Unico que ocasionou sensibilidade em C.
gloeosporioides. Neste caso, o fungo foi pouco sensivel ao OE.

A maioria das mudas e frutos inoculados exibiram sinais e sintomas de infecgéo por C.
gloeosporioides em diferentes graus. Naqueles tratamentos com mudas inoculadas onde o
fungo foi insensivel ao OE houve uma infecgdo mais drastica, com necroses em caule e raizes,
seguida de morte das plantas (Figura 41 A-F).

Figura 41. A. Mudas de maracuja tratadas com 6leos essenciais; B. Sintomas e sinais de
Colletotrichum gloeosporioides em mudas tratadas; C. Conidios; D-F. Acérvulos. Barra
de escala 50 um. Fonte: Ana Rosa de Figueiredo, 2020.

4,7 Avaliacéo dos Testes com C. herbarum, C. gloeosporioides e R. solani

De fato, os OEs utilizados nesta pesquisa demonstraram diferentes graus de inibigéo
para os microrganismos C. herbarum, C. gloeosporioides e R. solani nos ensaios realizados in
vitro e in vivo. Os OEs que se destacaram no teste de deteccdo de atividade antimicrobiana
inicialmente realizado in vitro (screening pelo método de difusdo em agar com discos de papel
filtro) se mostraram capazes de causar sensibilidade nos microrganismos testados (C. herbarum
e C. gloeosporioides), bem como no teste de ICM, os OEs demonstraram potencial de inibir R.
solani.
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Para C. herbarum, os OEs de gengibre, laranja-doce, cravo e canela apresentaram um
maior destaque nos testes de antibiose com a formacédo de halo de inibicdo e os resultados
referentes & CIM e CFM na avaliacdo antimicrobiana por microdiluicdo confirmaram esse
destaque para os OEs de laranja-doce, cravo e canela, mas para o OE de gengibre, apesar da
CIM ser confirmada a 20 pL.mL, ndo foi possivel detectar uma agdo fungicida para o mesmo.
Ademais, os OEs de orégano e tomilho apesar de ndo se destacarem no screening apresentaram
uma acdo biofungicida para C. herbarum.

Nos experimentos para C. gloeosporioides, os OEs de basilicdo, orégano, gengibre,
laranja-doce, cravo, canela e lavanda obtiveram os melhores resultados entre os OEs testados
no antibiograma (screening inicial). Ja na avaliagdo antimicrobiana por microdilui¢do, 0s
mesmos OEs apresentaram os melhores resultados, com excegdo do OE de lavanda. Para este
Glltimo, a CIM alcancada de 2,5 uL.mL* apresentou bons resultados, contudo, a CFM nio foi
detectada, assim como para os demais OEs testados.

No gue tange o percentual de germinacdo de esporos em relagédo a concentracdo de OE,
para todos os OEs testados, a medida que se aumentava a concentracdo dos OEs, o percentual
de germinacdo era menor ou ausente, no caso dos OEs que demonstraram agéo biofungicida.

Rhizoctonia solani mostrou-se sensivel aos tratamentos com os OEs, desde baixa
sensibilidade quando tratada com os OEs de gengibre e laranja-doce (ICM méaxima de 33 e 2%
respectivamente), média sensibilidade, no tratamento com OE de lavanda (ICM de 62%), até
uma alta sensibilidade aos OEs de basilicdo, orégano, gengibre, cravo, canela, melaleuca,
citronela, menta e tomilho (ICM de 80 até 100%).

Com relacdo aos testes in vivo, quando mudas de maracuja inoculadas com C.
gloeosporioides foram tratadas com os OEs, o OE de cravo apresentou grande potencial de uso
no controle da doenca, sendo o fungo muito sensivel. Ja para o OE de tomilho que demonstrou
uma acdo fungicida no teste anterior pela técnica da avaliacdo antimicrobiana por
microdiluicdo, o fungo mostrou-se insensivel nos testes com mudas. No que diz respeito aos
ensaios in vivo com frutos de maracuja inoculados com C. gloeosporioides e tratados com OEs,
o fitopatdgeno mostrou-se insensivel ou quase insensivel para a maioria dos OEs. Apenas ao
OE de cravo o fitopatdgeno mostrou-se pouco sensivel.

Estes resultados corroboram com outros estudos nos quais tém sido empregado 6leos
essenciais com sucesso visando seu uso na agricultura como potenciais quimicos naturais em
substituicdo aos convencionais. Similarmente, pesquisadores tém relatado o potencial desses
OEs como fungicida ou inibidor de diferentes microrganismos (FIGUEIREDO et al., 2021).
Sethi et al. (2013) estudaram diferentes espécies do género Ocimum quanto a sua atividade
antifangica sobre o fungo fitopatogénico R. solani, pelo método de difusdo em agar e sua CIM.
Dentre as especies estudadas, o basilicdo exibiu efeito inibitério moderado com a CIM 125-
250 pg.mLL. Essa atividade antifiingica do OE de basilicdo foi comprovada nos estudos de
Palfi et al. (2019) sobre os fungos F. oxysporum e B. cinerea, o OE na dose 70 pL.10 mL™ de
BDA causou 100% ICM. Ogbebor et al. (2007) testaram OEs sobre o fungo C. gloeosporioides,
entre eles, o basilicdo, o gengibre, a melaleuca e a citronela, em concentra¢fes que variaram
de 0 a 100% e o controle negativo. Segundo os autores, o fungo apresentou-se sensivel aos OEs
utilizados, onde foi possivel determinar a CFM para cada OE. Os OEs utilizados apresentaram
atividade fungicida em diferentes concentracGes, as quais variaram de 0,80% (melaleuca),
12,5% (citronela), 50% (gengibre) e 100% (basilicdo). Lozada et al. (2019) testaram OEs de
citronela e tomilho sobre C. gloeosporioides em sementes de cebola. Os OEs inibiram
completamente o crescimento micelial do fungo e a germinagéo de esporos na concentracdo de
2.000 ppm. Diferentemente, no presente estudo, o OE de melaleuca quando testado contra C.
gloeosporioides exibiu CIM de 40 uL.mL™, mas ndo foi detectada acdo fungicida nas
concentracgdes testadas.
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Marinelli et al. (2012) utilizaram OEs no tratamento de sementes de leguminosas e
obtiveram o crescimento micelial de C. gloeosporioides inibido. Entre os OEs utilizados, 0s
mais eficazes foram: orégano, tomilho, cravo e horteld-pimenta. Os mesmos foram testados
com eficécia também para os microrganismos Peyronellaea pinodella, Peyronellaea pinodes,
Diaporthe phaseolorum var. caulivora, Phomopsis longicolla, Ascochyta lentis. A agédo do OE
de orégano sobre diferentes microrganismos tem sido retratada na literatura. Zanandrea et al.
(2004) relataram que os fungos patogénicos de arroz, tais como Alternaria sp., B. oryzae,
Curvularia sp., Gerlachia oryzae, R. solani e S. sclerotiorum tiveram seu crescimento micelial
reduzido sob a a¢do do OE de orégano in vitro. Todos os fungos apresentaram ICM maior
conforme a concentracdo do OE era maior (diluicdo 1:32 até OE puro).

O presente estudo ao testar o0 OE de orégano também obteve resultados promissores,
especialmente para C. gloeosporioides, com CFM do OE em 80 pL.mL™ e ICM de 100% para
R. solani sob o tratamento de 3,2 uL. OE.SMC™ in vitro. O efeito do OE de orégano foi testado
por Saglan et al. (2013) sobre o crescimento micelial de A. alternata, A. niger e A. parasiticus,
obtendo sucesso e inibindo completamente o crescimento de A. parasiticus. Os autores citam
que os efeitos fungistaticos aumentaram com doses mais altas do OE e diminui gradualmente
no final da incubacgéo. Esses resultados assemelham-se aos obtidos no presente estudo, quando
se observou o crescimento micelial no 3° dia de incubacdo comparado ao 6° dia. De acordo
com Palfi et al. (2019) a atividade antifingica dos OEs de tomilho, cravo, erva-doce, hortela-
pimenta, melaleuca, lavanda, salvia e basilicdo, além de diferir dependendo do tipo de fungo
fitopatogénico e do volume aplicado, igualmente diminui com o tempo de incubacéo.

O OE de orégano é interessante também por ndo causar efeito fitotdxico nos testes in
vivo. Gongalves et al. (2021) trataram mudas e sementes de tomate com OE de orégano contra
F. oxysporum f. sp. lycopersici, fungo limitante a cultura. Os autores também verificaram o
efeito in vitro do OE de orégano, do carvacrol e do eugenol. O OE demonstrou efeito fungicida
a 200 pg.mL, ja os compostos carvacrol e eugenol, efeito fungistatico. O OE de orégano e o
carvacrol reduziram a area sob a curva de progresso da doenca em 52 e 54% sem causar acao
fitotoxica. No presente estudo, do mesmo modo o OE de orégano ndo causou efeito fitotoxico
nas mudas e frutos de maracuja tratados.

Os resultados do presente estudo corroboraram ainda com outras publicacfes citadas na
literatura, em relacdo ao efeito inibidor e fungicida do gengibre sobre C. gloeosporioides.
Estudos utilizando extratos de gengibre evidenciaram efeito inibitorio sobre o crescimento
micelial de C. gloeosporioides, indicando o potencial desses extratos no controle da antracnose
em frutos de goiabeira (ROZWALKA et al., 2008).

Mais recentemente, outros estudos demonstraram similarmente o efeito fungicida do
OE de gengibre. A atividade antifangica do OE de gengibre foi verificada nos ensaios de Ali
et al. (2016), no qual os autores avaliaram a eficacia do OE de gengibre a 2,0% combinado
com a goma arabica a 10% no controle da antracnose e na qualidade de frutos de mamao
durante o armazenamento refrigerado. Os autores também observaram que o OE de gengibre
combinado com a goma arabica inibiu 93% a germinacdo dos conidios de C. gloeosporioides
e afirmam que estes resultados demonstraram controle da antracnose na pos-colheita do
mamao. No estudo da presente tese, 0 OE de gengibre inibiu a germinacéo de conidios em 60
a 100%, nas concentragdes de 5 e 160 uL.mL™, respectivamente.

De fato, o OE de gengibre tem sido utilizado como alternativa aos produtos quimicos
sintéticos, gragas as suas propriedades antifungica e antiaflatoxigénica. Devido aos compostos
quimicos presentes no seu OE, o gengibre possui ainda, propriedades lipofilicas, tornando a
parede celular bem como a membrana citoplasmética mais permeavel e induzindo uma perda
de integridade da membrana em fungos (FERREIRA et al., 2013; NERILO et al., 2015; DE
GRANDI et al., 2020).
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A atividade antifingica do OE de laranja-doce sobre C. gloeosporioides alcangada no
atual estudo, também foi obtida para outros microrganismos segundo Gomes (2011), ao estudar
a atividade antimicrobiana deste OE sobre os fitopatdgenos F. oxysporum, A. alternata e C.
musae. O fungo S. sclerotiorum, agente etiologico que causa mofo branco em varias culturas
economicamente importantes (HADDAD et al., 2017), teve ICM em 65,82% sob o efeito do
OE e ICM de 100% sob o efeito de limoneno nas doses de 200 e 300 uL (DIAS et al., 2020).
Aspergillus flavus, do mesmo modo teve a ICM aumentada sob efeito de OE de laranja-doce
por agdo direta na CIM 16.000 mg.L™* e por contato de vapor foi de 8.000 mg de OE.L™* de ar
(VELAZQUEZ-NUNEZ et al., 2013). A acfo do vapor do OE sobre o fungo foi mais eficaz
comparado ao uso de OE em contato direto, dada a CIM necessaria para obter a mesmo ICM
ser mais baixa com o uso de vapores do OE. Shi et al. (2018) investigaram a eficacia do OE da
laranja-de-umbigo sobre fungos deteriorantes em rodelas de batata, tais como A. niger, Mucor
wutungkiao, Penicillium funiculosum e R. oryzae. A CIM de OE para os quatro fungos foi de
9,40 pL.mL?, com protecdo contra os fungos de 74, 74, 73 e 69%, respectivamente. Rezende
et al. (2020) obtiveram ICM para R. stolonifer, agente causador da podriddo mole em frutos,
sob acdo dos OEs de laranja-lima e laranja-de-umbigo na maior dose utilizada (100 pL), com
indices de inibicdo cerca de 95 e 93%, respectivamente. Segundo 0s mesmos autores, 0
monoterpeno limoneno foi o principal constituinte identificado nos OEs em termos de
quantidade. Do mesmo modo, no presente estudo, o limoneno foi o constituinte majoritario
presente no OE de laranja-doce com 76,2% da constitui¢do. Na literatura disponivel (CHEE et
al., 2009; JING et al., 2014), o limoneno é citado como um antifungico promissor e apontado
como o responsavel pela acdo bioldgica do OE.

A atividade antifangica do cravo revelada no presente estudo de tese corroborou com
outras pesquisas para microrganismos semelhantes aos testados, assim como para outros
microrganismos. Diferentes pesquisas (NUNEZ et al., 2001; CASTRO et al., 2017; JAIN;
SHARMA, 2019; PALFI et al., 2019) determinaram a a¢&o fungicida do OE de cravo tanto
sobre fungos que causam doencas de importancia em salde puablica, quanto em fungos
fitopatogénicos. Os autores dessas pesquisas citam o efeito da atividade antifungica sobre 0s
microrganismos: F. oxysporum, B. cinerea, A. alternata, C. albicans, P. citrinum, A. nigere T.
mentagrophytes. Acéo letal importante do OE de cravo a 0,4% contra P. citrinum, A. niger e
T. mentagrophytes foi detectada: o OE de cravo reduziu em 99,6% o inoculo de T.
mentagrophytes, sendo compardvel ao uso de desinfetantes, como iodopovidona e
cloroxilenol. Assim como, a potente propriedade fungicida foi comparada a antifingicos
padrdes, como griseofulvina, cetoconazol e itraconazol. Rodrigues et al. (2018) constataram
em seus estudos in vitro que os OEs de cravo e tomilho foram os mais eficientes na ICM,
germinagdo e esporulagdo em todas as concentragdes testadas (2 a 8 pulL) no controle de C.
musae. Os mesmos autores citam que, 0os OEs de melaleuca e gengibre, nas doses de 240 e 160
pL, respectivamente, conseguiram suprimir a antracnose na banana ‘Prata Ana’, com a reducao
de 48 e 24%, respectivamente, da incidéncia de antracnose em frutas. Nos estudos de Thabet e
Khalifa (2018), o OE de cravo in vitro exibiu efeito inibitorio contra o crescimento micelial
dos patégenos F. oxysporum, F. solani, F. semitectum e R. solani. O OE aplicado na
concentracdo 4% apresentou ICM de 100% para F. oxysporum e R. solani. Nos ensaios in vivo,
o OE reduziu a incidéncia e gravidade de podriddo e murcha da raiz. Além da interrupcdo do
crescimento de fungos, os autores citam ainda, alteragdes nas caracteristicas morfoldgicas,
como ma formacao de conidios. No caso de F. oxysporum, o fungo teve o nimero de conidios
reduzido, aumentando, porém, a producédo de clamidosporos.

De acordo com os dados disponiveis, o0 OE de canela tem potencial para uso no manejo
de doencas de pds-colheita. Nos estudos de Xing et al. (2012), os autores testaram o OE de
canela contra patdgenos de poés-colheita, tais como R. nigricans, A. flavus e P. expansum e
investigaram a atividade antifangica in vitro e in vivo. Os autores afirmaram que o OE de canela
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tem bom potencial para ser utilizado como antifingico natural para aplicacdes em frutas. No
estudo, a CIM ficou em 0,64, 0,16 e 0,16%, respectivamente. O OE com concentracfes de 2,0
e 3,0 % apresentou controle completo sobre o crescimento de fungos em frutas de laranja
inoculadas. Do mesmo modo, com o OE de canela a 6 puL por placa, Kulkarni et al. (2021)
alcancaram 6timos resultados com a ICM de 100% no controle dos fungos C. musae e L.
theobromae, agentes incitantes de doencas pos-colheita como a antracnose e a podridao da
coroa em bananeiras. A vida de prateleira de macas tratadas com tintas adesivas comestiveis
incorporadas com OE de canela foi maior e a extensdo do escurecimento enzimatico também
foi reduzida nas amostras revestidas, de acordo com o0s ensaios de Santos et al. (2018), nos
quais as CIM foram 1,25 mg. mL™ contra E. coli e Penicillium commune. Na presente tese, 0
OE de canela também obteve 6timos resultados nos testes in vitro para o controle dos fungos
testados, todavia, nos testes in vivo para C. gloeosporioides, o fungo apenas mostrou-se pouco
sensivel ao tratamento com OE em mudas.

Puskarova et al. (2017) determinaram atividades biolégicas de OEs para diferentes
microrganismos, entre 0os OEs, o de orégano e de tomilho para os fungos Chaetomium
globosum, P. chrysogenum, Cladosporium cladosporioides, A. alternata e Aspergillus
fumigatus. Os OEs exibiram atividade fungicida com inibicdo do crescimento micelial de todas
as cepas testadas nas concentracfes de 5 a 75%. Da mesma forma, o OE de melaleuca em outro
estudo (RAMOS et al., 2016) apresentou sua atividade fungicida in vitro sobre C.
gloeosporioides. Os pesquisadores avaliaram a atividade antifingica e constataram a acéo
fungicida do OE de melaleuca na CIM e a CFM 0,8%. Do mesmo modo, Souza et al. (2015)
avaliaram in vivo o OE de melaleuca no controle da cercosporiose (Cercospora beticola) em
beterraba, no qual a eficécia foi obtida a ICM de 99% na concentra¢do 1% do OE e, como
consequéncia, houve melhor desenvolvimento na producdo de raizes e os indices de infeccdo
de 20%. O OE de melaleuca apresenta potencial para controle em cultivos organicos ou em
sistemas de manejo integrado, segundo Barbosa et al. (2015). Os autores observaram a
atividade fungicida do OE de melaleuca sobre C. musae nas concentracdes de 50, 75, 100 e 125
uL.L?, ndo diferindo do fungicida Tecto SC (tiabendazol) a partir da dose de 50 pL.L™* em
todas as avaliacBes. Outro estudo que comprova a acao fungicida do OE foi realizado por
Martins et al. (2010), no qual os autores avaliaram o efeito do OE de melaleuca sobre fungos
fitopatogénicos e verificaram que o OE de melaleuca in vitro causou ICM dos fungos M.
phaseolina, S. sclerotiorum e A. alternata.

Na presente tese, mesmo alcangando-se a CIM em 40 uL.mL™* para o OE de citronela
nos ensaios tanto para C. herbarum como também para C. gloeosporioides, ndo foi percebida
uma CFM para estes fungos nas concentragdes testadas. Da mesma forma, nos ensaios in vivo,
o fungo C. gloeosporioides foi insensivel ao OE tanto nos testes com mudas como em frutos e
a antracnose néo foi controlada. Em relacdo aos ensaios com R. solani, 0 OE demonstrou agéo
fungicida com ICM na dose 12.8 pnL.SMC, a mais alta testada. O que corroborou com outros
estudos, nos quais 0 OE em alguns casos, se mostra pouco capaz de causar acdo fungicida,
enguanto em outros estudos, o OE inibiu esporos e fungos. Similarmente, nos estudos para
controle da antracnose, Kalupahana et al. (2020) citaram baixa atividade inibitéria do OE de
citronela no controle da doenca causada por C. siamense. Contudo, alguns trabalhos apontam
que o OE de citronela apresenta atividade antifungica com potencial de inibi¢do de doencas
fitopatogénicas. A acdo fungicida do OE foi observada sobre C. gloeosporioides, devido a seu
alto teor de geraniol e citronelal (CASTRO et al., 2017). Andila et al. (2018) relataram ainda,
atividade antifungica e concentracbes de inibicdo entre 5 a 0,125% contra diversos
fitopatogenos, tais como F. solani, A. niger e Cladosporium sp. Os constituintes quimicos do
OE de citronela a partir do caule foram: Torreyol, Oxirano, octil-, Isopulegol, Isopulegol 2 e
Acetato de Geranil enquanto da folha foram (-) - Isopulegol, Oxirano, octil, Ciclohexanol, 5-
metil-2- (1-metiletenil), Epiglobulol e Ciclohexeno, 1-metil-4- (1-metiletenil).

100



A eficécia do OE de citronela foi observada do mesmo modo sobre a inibi¢ao de esporos
fangicos. Foi evidenciada nos estudos de Cruz et al. (2015) uma inibi¢cdo maior que 90% da
germinacdo de esporos e reducdo acima de 95% da producgéo de esporos de F. solani sobre
placas com o OE na dose de 5 L.

Os OEs de basilicdo, cravo, citronela e menta nas concentragdes 0,25% e o OE de
melaleuca na concentracdo 50% inibiram totalmente o desenvolvimento de C. gloeosporioides
em meio de cultura BDA. O OE de cravo quando testado em sementes de pimentéo reduziu a
incidéncia do fungo em sementes inoculadas com o patégeno, sem afetar sua qualidade
fisiologica (NASCIMENTO et al., 2020). J& em mudas de bananeira, os OEs de citronela,
gengibre e cravo na concentracdo 3,75% proporcionaram controle do moko com eficiéncia de
100, 50 e 25%, respectivamente. Apesar do OE de citronela ter o melhor resultado, as mudas
apresentaram fitotoxidez (AMORIM et al., 2011). Nas mudas de maracuja inoculadas nos
ensaios realizados no presente estudo, ndo foram detectados sintomas de fitotoxidez causada
pelo tratamento com OE de citronela.

A acdo fungitoxica direta dos OEs testados por Hoyos et al. (2012) causou danos a
ultraestrutura celular, consequentemente invalidando a germinacdo de linhagens de
Pseudocercospora griseola. Entre os OEs testados pelos autores estdo os de cravo e orégano a
0,1 a 0,5%, basilicdo, gengibre, laranja-doce, menta e melaleuca em 0,5%, 0s quais inibiram a
germinacdo conidial de 80 a 100%.

Gadelha et al. (2003) trataram com eficacia o peddnculo do meldo Orange flesh
infectado artificialmente por inoculagdo com Fusarium sp. a partir de uma mistura de OEs
contendo menta, alecrim-pimenta, alfavaca, eucalipto e éleo fixo de soja. O tratamento obteve
acdo curativa e preventiva do Fusarium sp. e, sua atividade foi atribuida ao OE de menta na
mistura, devido a presenca de mentol em 70% de sua constituicdo. Uma concentracdo maior
desse constituinte foi determinada por Chagas et al. (2020) na caracteriza¢do do OE de menta
por CG/ EM, onde obtiveram 97,1% de monoterpenos oxigenados no OE e dentre o0s
monoterpenos, a constituicdo de mentol foi 86,1%. No presente estudo, o mentol apresentou
um percentual ainda superior (90,2%) na constituicdo do OE. Quando o OE de menta foi
testado sobre C. herbarum e C. gloeosporioides, a CIM foi 40 e 80 uL.mL%, respectivamente,
mas ndo foi detectada uma acdo fungicida para estes microrganismos nas concentragdes
testadas. Nos testes in vivo para C. gloeosporioides, o fungo se comportou como insensivel ao
OE. Em relagéo aos testes in vitro com R. solani, 0 OE de menta causou ICM de 100% na
concentragdo 12,8 pL.SMC, deste modo demonstrando sua agdo fungicida.

O OE de tomilho pode ser utilizado no manejo de doencas de origem fungica que
incidem sobre plantas, uma vez que apresenta baixa toxicidade ao ambiente e a0 homem (LCspo
em ratos de 9.543,5 mL.kg™) e potente atividade antifingica (SOKOVIC et al., 2009). Palfi et
al. (2019) ao testarem diferentes OEs contra os fungos F. oxysporum e B. cinerea, obteve efeito
antifingico mais eficaz sobre os dois fungos testados foi com OE de tomilho, com a inibicéo
completa dos fungos nas concentracdes 7 e 15 pL.10 mL™* de BDA, respectivamente. O OE de
tomilho, na dosagem de 15 ul em papel filtro autoclavado fixado na tampa superior da placa de
Petri, inibiu a germinacdo micelial de S. sclerotiorum em meio de cultura BDA, com o
percentual de esclerddios que emitiram estipe em 11.67% e nenhum apotécio foi emitido
(SIEGA et al., 2020). De Clerck et al. (2020) enfatizaram que alguns OEs sdo mais especificos
e ativos para um grupo de patdgenos, enquanto outros, se comportam como generalistas e atuam
sobre varios patdgenos. Em seus experimentos, dentre varios OEs testados, 0s autores citaram
0 OE de laranja como mais especifico e rico em terpenos e aldeidos. Ja os OEs de canela,
gengibre sdo citados como generalistas e ricos em fendis, fenilpropanoides, compostos
organossulfurados e/ ou aldeidos. Ja Hoyos et al. (2012) declararam que o potencial fungitdxico
esta relacionado a composic¢do quimica do OE, bem como a sensibilidade do patégeno a um ou
mais constituintes em diferentes quantidades. A sua atividade antifungica foi analisada sobre
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microrganismos causadores de doencas em diferentes culturas de importancia econdmica:
Myrothecium verrucaria, Corynespora cassiicola, Erwinia psidii, Sclerotinia minor e C.
musae. A concentracio de 5 a 200 mL.mL™ do OE de tomilho promoveu completa inibi¢do dos
microrganismos testados, sendo mais eficaz para o controle de C. musae (5 mL.mL™), S. minor
(10 mL.mL™?) e F. moniliforme (10 mL.mL™).

A atividade antifungica do OE de lavanda também foi citada por outros pesquisadores.
A presencga de compostos bioativos no seu OE, tais como cénfora e 1,8-cineol € relatada por
alguns autores, com inibicdo significativa do crescimento micelial, producdo de esporos e
germinagdo do F. oxysporum (LOPEZ-MENESES, 2015). Moumni et al. (2021) destacam que
0o OE de lavanda a 1 mg.mL™ inibiu o crescimento de micélios de A. alternata e
Stagonosporopsis cucurbitacearum em 54 e 74%, respectivamente.

A atividade bioldgica verificada nos OEs contra microrganismos, possivelmente é
devido a presenga de componentes quimicos com atividades antimicrobianas. O eugenol
presente no OE de cravo e associado a este, foram citados como antifungicos eficazes para o
controle de Cladosporium spp. e A. alternata (CASTRO et al., 2017).

Na literatura disponivel (KERMAN, 2012; KHAN et al., 2019), outros pesquisadores
também fazem referéncia a acdo fungistatica e fungicida dos OEs devido a seus constituintes
quimicos. No OE de orégano, o carvacrol e o timol, compostos majoritarios, foram enumerados
como eficazes na inibi¢do da atividade microbiana em relagdo a varios microrganismos. Por
exemplo o timol, um monoterpeno que esta em elevado percentual, sendo seu principal
constituinte quimico no OE de tomilho e est4 relacionado as atividades antiflngicas. Pinto et
al. (2021) demonstraram que vapores do OE de tomilho em embalagens de laranja em pos-
colheita podem ser utilizados para estender a vida Util do fruto para uso no mercado in natura.
Nesse estudo, 0s compostos mais abundantes detectados em caixas ao final do armazenamento
refrigerado foram p-cimeno e timol. Os autores conseguiram aumentar a vida util do fruto e
controlar Penicillium sp., de modo que foram reduzidos significativamente a porcentagem de
feridas infectadas, a area externa de crescimento e a producdo de esporos em laranjas
inoculadas armazenadas por 12 dias a 7 °C em filme de polipropileno. Ao mesmo tempo, 0s
parametros de qualidade, sabor e odor foram mantidos.

Similarmente, os compostos eugenol e timol também se destacaram no controle da
mancha foliar em maca causada por C. fructicola (SCHORR, 2018). Do mesmo modo, foram
testados como fungicidas para F. verticillioides e R. stolonifer. Foi observado um efeito
sinérgico abaixo da CIM para carvacrol (100 mg.L™?) e timol (100-375 mg.L™Y). Foi
estabelecida uma relacéo inversa entre a concentracdo antimicrobiana e o desenvolvimento
micelial de ambos os fungos (OCHOA-VELASCO et al., 2018). Rahmouni et al. (2019)
demonstraram efeito fungicida de constituintes quimicos como: timol e carvacrol, que
apresentaram acgdo fungicida eficaz contra o fitopatdégeno F. oxysporum f. sp. albedinis com
CFM muito baixa a 0,94 e 2,08 mL.mL™, respectivamente, seguidos pelos compostos a-
terpineol, linalol e borneol com CIM de 10, 13 e 26,67 mL.mL™, respectivamente. Ja os
compostos a-pineno, 1,8-cineol e acetato de mirtenila também mostraram propriedades
fungicidas aos mesmos microrganismos testados, mas em altas concentragdes variando de 20
a80 mL.mL™.

O componente canfora, presente em grande quantidade no OE de basilicdo pode ser
promissor no controle de fitopatdgenos. Segundo Huo et al. (2021) a canfora teve efeito
fungicida com CIM de 4,0; 4,0; 4,0 e 2,0 mg.mL* sobre os microrganismos F. oxysporum, F.
solani, F. verticillioides e F. graminearum, respectivamente. O mecanismo fungicida da
canfora pode aumentar a permeabilidade da membrana e liberar macromoléculas intracelulares,
como acidos nucléicos e proteinas.

Pesquisadores (SACCHETTI et al., 2005; AIT-OUAZZOU et al., 2011) relataram que
OEs contendo fenois ou aldeidos, incluindo timol, eugenol, carvacrol e cinamaldeido como
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majoritarios exibem atividades antimicrobianas mais altas comparados aos OEs contendo
terpenos ou alcoois.

O presente estudo, ndo apontou efeito antifungico de nenhum componente quimico dos
OEs isoladamente, bem como os mecanismos de ac¢éo por meio dos quais 0os OEs agiram nao
foram investigados nesta pesquisa, entretanto, a inibicdo da formacéo de hifas e germinacéo de
conidios foram confirmadas. Tendo em vista o potencial antimicrobiano observado, 0 meio
pelo qual ocorrem essas atividades antimicrobianas é de grande importancia e deve ser incluido
em futuros estudos. Do mesmo modo, pesquisas sobre as particularidades fitoquimicas,
toxicologicas e farmacoldgicas tanto dos OEs, como de seus constituintes quimicos devem ser
exploradas. Fazem-se necessarios estudos adicionais para elucidar quais compostos quimicos
presentes em cada OE seria o responsavel por determinado efeito bioativo. Do mesmo modo,
0s testes in vivo sdo primordiais para que se possa projetar dosagens seguras e eficazes dos
OEs, nas quais o produtor tenha qualidade e seguranca na aplicagdo do produto.
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5 CONCLUSOES

A partir da diagnose foi possivel afirmar que 0s maracujazeiros sdo suscetiveis ao ataque
de fitopatogenos incidentes nos pomares em Paty do Alferes - RJ. Dentre as principais doencas
que ocorrem em maracuja, a virose do endurecimento dos frutos causada pelo CABMV em alta
incidéncia é considerada a mais grave para a cultura e incidem em todas as areas de cultivo
ocasionando sintomas como endurecimento dos frutos, clorose, mosaico e reducdo do
pericarpo. No que se refere as doencas relacionadas a fungos foram detectadas a mancha parda,
a verrugose e cancrose, a fusariose, a mela e a antracnose, assim como foi diagnosticado um
oomiceto ocasionando a podriddo do colo. Doengas causadas pelos nematoides das galhas e
reniforme também foram evidenciadas. A mancha-bacteriana, causada pela bactéria X.
axonopodis, em menor incidéncia do mesmo modo foi verificada.

Os resultados da presente pesquisa reafirmam o potencial de uso dos OEs estudados no
manejo de doencas fitopatogénicas, tanto para inibir o crescimento de microrganismos como
também por acdo fungicida, contudo, alguns OEs se destacaram com resultados mais
expressivos. Em suma os OEs de cravo e canela apresentaram a mais baixa CIM e CFM, tanto
para C. herbarum como para C. gloeosporioides. Quanto aos testes com R. solani, 0s
tratamentos com OEs de gengibre, laranja-doce e lavanda demonstraram ICM muito baixa,
variando de 2 a 62% para R. solani. Por outro lado, os demais OEs das espécies medicinais
apresentaram excelentes performances e taxas de ICM superiores a 80 até 100% no perfil de
crescimento micelial.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo de maracuja em Paty do Alferes é de grande importéncia, semelhantemente
ao que ocorre em outras regides onde a cultura € cultivada comercialmente e, na maioria sao
pomares de agricultura familiar ou pequenos produtores, o que justifica fazer a diagnose de
doencas de plantas que incidem nestas areas, para que o manejo seja aplicado de forma eficaz
de acordo com o patossistema expressado e deste modo, minimizar os prejuizos econdmicos e
sociais causados. Apesar de muitas areas visitadas estarem em transicdo para sistema
agroecolégico, os produtores locais na maior parte sdo pequenos produtores ou producao
familiar que carecem de assisténcia técnica. Os pomares ndo sao renovados e nao realizam o
manejo adequado de doencas, a exemplo da falta da pratica do vazio sanitario. Outrossim, o
uso de agrotoxicos convencionais € aplicado sem critério algum e muitas vezes nao autorizado
para a cultura e, além do mais, com elevado numero de aplicacGes. Neste sentido, a cultura e 0
ambiente como um todo sofrem, devido ao desequilibrio do sistema. Muitos produtores
desistem da cultura por falta de conhecimento técnico, assim como, em virtude do uso nao
racional de métodos e praticas de controle para 0 manejo das doengas que ocorrem nas areas,
principalmente viroses e fungos pds-colheita.

Neste sentido, os OEs tém sido utilizados em pesquisas que visam o manejo de doencas
mundialmente, com o objetivo de promover o uso de produtos naturais, menos toxicos aos
ecossistemas em substituicdo aos convencionais no controle de fitopatdgenos. Especialmente,
para doengas pos-colheita faz-se necessario que os produtos utilizados minimizem os riscos de
residuos no produto agricola final a ser comercializado.

Para a selecdo de novos produtos biol6gicos com potencial acdo biofungicida perante
determinado patossistema, na perspectiva de emprego em programas de manejo de doencas de
plantas é imprescindivel o conhecimento das peculiaridades de cada molécula antes da sua
recomendacdo, bem como a realizacdo de testes in vitro e in vivo, em fungdo da problematica
da baixa reprodutibilidade dos testes de laboratério a campo, sendo fundamental o uso de
repetibilidade dos ensaios.

Esta pesquisa é de amplo interesse perante a grande expressdo da cultura do maracuja
no Brasil, principalmente para pequenos agricultores. E ainda, dado o nimero pouco expressivo
de registro de produtos de base bioldgica é de suma relevancia pesquisas como esta, que
busquem elucidar atividades biologicas de produtos naturais sobre fitopatdogenos de
importancia na agricultura, que deem seguranca para o uso de produtos e ampliem o leque de
opcodes para possiveis biofungicidas de base bioldgica.
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