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RESUMO

Avaliou-se com este trabalho, o efeito dos compostos volateis dos dleos essenciais de alho (Allium sativum), arruda (Ruta
graveolens), carqueja (Baccharis trimera) e nim (Azadirachta indica) sobre o crescimento miceliar e esporulagao de Monilinia
fructicola. O fungo foi isolado em meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) a partir de péssegos infectados pelo
patogénio. Foi aplicado a dose de 20 uL de cada dleo essencial em papel de filtro esterilizado com 1,5 cm? ja fixado com
cola quente no centro da tampa da caixa de Petri®. Colocou-se um disco contendo micélio e conidios do patogénio de
0,5 cm de diametro no centro da superficie do meio de cultura BDA. Todas as caixas foram vedadas com parafilm e
em seguida, incubadas em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. Apds 24 h iniciou-se a medi¢ao do crescimento miceliar
de M. fructicola, por 7 dias, neste dia foi avaliada a produgao de conidios. O dleo essencial de alho libertou compostos
volateis que inibiram totalmente o crescimento miceliar de M. fructicola, o que pode ser observado também na produgao
de conidios. Os demais 6leos nao diferiram da testemunha.

Palavras-chave: Prunus persica, Podridao parda, Controle alternativo.

ABSTRACT

The effect of the volatile compounds of the essential oils of garlic (Allium sativum), rue (Ruta graveolens), carqueja
(Baccharis trimera) and neem (Azadirachta indica) on mycelial growth and sporulation of Monilinia fructicola were evalua-
ted. The fungus was isolated in BDA (Potato-Dextrose-Agar) culture medium from peaches infected by the pathogen.
The 20 pL dose of each essential oil was applied on 1,5 cm? already fixed with hot glue in the center of the Petri dish
lid. A disk containing mycelium and conidia of the 0,5 cm diameter pathogen containing mycelium and conidia of the
pathogen was placed in the center of the surface of the BDA culture medium. All boxes were sealed with parafilm and
then incubated in BOD at 25 ° C and photoperiod for 12 h. After 24 h the measurement of mycelial growth of M. fruc-
ticola was started for 7 days, on this day the production of conidia was evaluated. Garlic essential oil released volatile
compounds that totally inhibited M. fructicola mycelial growth, which can also be observed in the production of coni-
dia. The other oils did not differ from the control.

Keywords: Prunus persica, Brown rot, Alternate control.
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INTRODUCAO

A podridao parda, causada pelo fungo Monilinia
fructicola (G. Wint) Honey (fase teleomorfica), ou
Monilia fructicola (G. Wint) Batra (fase anamorfica),
€ a principal causa de perda econémica nos poma-
res de Prunus. Uma vez atingido o pomar os coni-
dios transportados pelo ar, infectam a superficie
de ramos, flores e frutos, por meio do desenvolvi-
mento de tubos germinativos e/ou apressorios (Lee
e Bostock, 2006).

A infeccao nas plantas de pessegueiro por M.
fructicola geralmente acomete os Orgaos florais.
Quando ocorre nos frutos, causa manchas pardas
pequenas e circulares com colonizagao rapida,
principalmente, proximo da maturagdo, desidra-
tando os frutos que passam a apresentar aspecto
mumificado ficando presos as plantas ou caindo
no solo (May-De-Mio et al., 2016). Em condig¢des
desfavoraveis o fungo permanece latente. Na entre
safra, sobre os frutos mumificados formam-se os
apotécios, contendo ascos que liberam os ascospo-
ros, responsaveis pela infeccao primaria (May-De-
Mio et al., 2004).

Na maioria das vezes as praticas culturais nao
sao suficientes para suprimir a doenca, devido a
rapida disseminagdo. Assim, o controle desta, tem
se intensificado por meio de fungicidas, cujo uso
em demasia tem sido ineficiente. Além disso, nem
sempre esses fungicidas sdao os recomendados para
a cultura (Santos et al., 2006).

Dessa forma a pesquisa de metabolitos de plan-
tas tem se tornado uma alternativa no controle de
agentes patogénicos, como por exemplo, os 6leos
essenciais que substancias com propriedades fun-
gicidas ef/ou fungitoxicas (Lazarotto et al., 2009).
Os dleos essenciais, possuem potencial ecologico
na substituicdo de produtos de sintese quimica,
pois prejudicam menos ao ser humano e o meio
ambiente, degradagdo mais rapida e amplo espec-
tro de acgao (Ferraz et al., 2008).

Para a utiliza¢ao dessas substancias no controle de
doengas, sao necessarios estudos que comprovem a
eficiéncia, com ac¢ao fungicida direta, caracterizada
pelainibicdo do crescimento miceliar e germinacao
de esporos de fitopatogénos (Bettiol & Morandi,
2009). O potencial de plantas como o alho (Allium
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sativum L.), tem sido bastante elucidado, em fungao
da alicina, substancia tdxica formada do complexo
de aliinase e aliina, que inativa os micro-organis-
mos fitopatogénicos (Casella et al., 2012). Este efeito
inibitério tem sido demonstrado para diversos
fungos, desde patogéno de pos-colheita, foliares e
de solo (Lavezo et al., 2010; Souza & Soares, 2013).

Outras plantas também estao sendo estudadas,
como a arruda (Ruta graveolens L.) devido a pre-
senca de metabolitos secundarios, como flavonai-
des (quercitina e rutina), cumarinas (psoraleno
e bergapteno), terpenoides (limoneno e pineno)
(Kuzovkina et al., 2009). Extratos de arruda apre-
sentaram controle de Colletotrichum gloeosporioides
(Celoto et al., 2008), Phomopsis sp., Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Fusarium solani, Cercospora kikuchii e
Colletotrichum sp. (Venturoso et al., 2011).

Além destas plantas, a utilizagao do dleo e extrato
da folha de nim (Azadirachta indica A. Juss), também
¢é utilizado no controle de agentes fitopatogénicos
devido seu principal composto a azadiractina,
presente principalmente nas sementes, biodegra-
davel e de curta persisténcia no meio ambiente
(Martinez, 2002). A sua composicdo possui ter-
penos e flavonoides, compostos com reconhecida
atividade antimicrobiana, que atuam na defesa
quimica das plantas contra fungos e bactérias
(Castro et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antiftingica in vitro de compostos volateis liberta-
dos a partir dos 6leos essenciais de alho, arruda,
carqueja e nim, sobre o patogénio Monilinia fructi-
cola, agente causal da podridao parda em péssego.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios decorreram no Laboratorio de
Fitopatologia da Universidade Federal da Fronteira
Sul (UFFS) — Campus Erechim (RS).

Inicialmente, procedeu-se o isolamento de M. fruc-
ticola a partir de péssegos mumificados, oriun-
dos de pomar comercial localizado do municipio
de Chapeco/SC. Para isso, fragmentos dos frutos
foram dispostos em caixas de Petri contendo o meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA; Himedia™).
Em seguida, as caixas foram acondicionadas em



incubadora tipo Demanda Bioquimica de Oxigénio
(BOD), a temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de
12 h, por 7 dias, ou seja, quando o fungo coloni-
zou toda a superficie do meio de cultura. As caixas
contendo o patogéno foram armazenadas sob refri-
geracao (4 °C) durante 2 dias.

Para a obtencao dos 6leos essenciais foram utili-
zados, bolbilhos de alho (Allium sativum) adquiri-
dos no mercado e provenientes de lavouras do Rio
Grande do Sul; folhas de arruda (Ruta graveolens)
cultivada em hortas caseiras, sem aplicagdo de
pesticidas; folhas de carqueja (Baccharis trimera),
proveniente de campo nativo; e folhas de nim
(Azadirachta indica), colhidas a partir de plantas que
nao apresentavam floracdo, durante as primeiras
horas do dia. As partes vegetais de todas as plan-
tas em estudo foram submetidas a secagem a 40 °C,
até obtencao de peso constante. Os dleos essenciais
foram extraidos por hidrodestilagdo em aparelho
Clevenger, conforme metodologia descrita por
Pansera et al. (2012), com adaptagdes.

Para verificar a eficiéncia dos 6leos essenciais sobre
o crescimento miceliar de M. fructicola, foi ava-
liada a dose de 20 pL de cada dleo essencial, sendo
aplicados em papel filtro esterilizado (1,5 cm?),
ja fixado com cola quente na por¢ao central da
tampa das caixas de Petri (90 cm de diametro).
Em seguida, um disco de 0,5 cm de diametro con-
tendo micélio e conidios do patogénio, com 7 dias
de crescimento miceliar, foi colocado no centro da
superficie do meio de cultura BDA. Todas as cai-
xas foram seladas com Parafilm® e, em seguida,
foram incubadas em camara tipo BOD a25+2°Ce
fotoperiodo de 12 h, durante 7 dias. A avaliagdo
ocorreu diariamente, consistindo em medi¢des, do
crescimento miceliar das colénias, com duas medi-
das diametralmente opostas em centimetros (cm),
com auxilio de régua graduada.

A partir das medig¢des calculou-se a taxa de inibi-
¢ado de crescimento miceliar (ICM), conforme for-
mula descrita por Hillen et al. (2012):

(crescimento da testemunha - crescimento com tratamento)

crescimento da testemunha

Ao final dos 7 dias de avaliagao verificou-se o poten-
cial dos compostos volateis de o6leos essenciais

sobre a inibicdo da esporulagao de M. fructicola. Foi
preparado uma suspensao de conidios adicionan-
do-se 20 mL de dgua destilada esterilizada sobre as
colénias de M. fructicola em cada caixa do ensaio,
seguida por uma leve fricgdo sobre o micélio do
fungo com alca de Drigalski, de modo a se liberta-
rem as estruturas fungicas. A suspensao foi filtrada
em gaze dupla e, entao, adicionou-se 80 mL de agua
destilada e esterilizada, para completar 100 mL de
suspensao nas quais, apds homogeneizacao, reti-
rou-se 10 pL para que o numero de conidios
mL" fosse quantificado em cadmara de Neubauer.

O ensaio foi conduzido em delineamento intei-
ramente casualizado, com 4 repeti¢des por trata-
mento, em esquema fatorial 5 x 7 (6leos essenciais
+ Testemunha x dias de exposi¢ao). No tratamento
testemunha o fungo em estudo cresceu em meio de
BDA sem aplicagao do 6leo essencial.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
varidncia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05), com auxilio do software estatistico
GENES (Cruz, 2001) e, quando a variavel quantita-
tiva (dias de exposicao) foi significativa, efetuou-
-se a analise de regressao por meio do software
SigmaPlot v. 10.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos com oleo essencial de alho obti-
veram efeito anti-microbiano, inibindo comple-
tamente o crescimento miceliar de M. fructicola
em meio de cultura BDA, diferindo dos demais
tratamentos durante todo o periodo (Figural e
Quadro 1). Os 6leos essenciais sdao constituidos
por substancias que podem apresentar proprieda-
des fungistaticas ou fungicidas (Antunes e Cavaco,
2010). No caso do alho, existem alguns trabalhos
que comprovam a eficacia dos compostos presentes
no 6leo para o controle de Phytophthora cactorum,
Cryponectria parasitica e Fusarium circinatum, que
incidem sobre plantas da familia Myrtaceae (Lee
et al., 2008). Segundo El-Moghazy et al. (2017) o éleo
de alho aplicado com uma dosagem de 6% inibiu o
crescimento de Cephalosporium maydis em 98,35%.

Em relacdo aos compostos volateis presentes no

oleo de arruda, pode-se observar que ocorreu o
controle de desenvolvimento do fungo nos dois
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Quadro 1 - Inibicdo (%) do crescimento miceliar Monilinia fructicola, ap6s dias de exposigdo aos compostos volateis de alho,

arruda, carqueja e nim

Dias de exposi¢do

Compostos
volateis 1 2 3 4 5 6 7
Testemunha 0,00 bA 0,00 cA 0,00 cA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
Alho 85,72 aA 93,00 aA 94,00 aA 94,01 aA 94,36 aA 94,44 aA 94,44 aA
Arruda 15,63 bA 20,91 cA -3,61 cA -6,25 bA -1,47 bA 0,00 bA 0,00 bA
Carqueja 10,75 bB 54,74 bA 55,07bcA 7,78 bB 8,34 bB 8,34 bB 8,34 bB
Nim 20,24 bAB 47,00 bA 21,51 cAB -6,25 bB 0,00 bB 0,00 bB 0,00 bB

*Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas e mailscula nas linhas, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de significancia.

Testemunha y=1,028+3,265*x-0,315*x?, R? 0,98, p=0,0005
Alho y=0,5, R* 1,00, p=0,0000

Arruda y=0,305+3,427*x-0,319*x2, R? 0,98, p=0,0001
Carqueja y=0,352+2,894*x-0,256*x?, R? 0,97, p=0,0016
Nim y=0,0913+2,8561*x-0,2228"*x?, R? 0,98, p=0,0010

Crescimento miceliar (cm)

e>POm

Tempo de incubagao (dias)

Figura 1 - Valores observados do crescimento miceliar (cm)
de Monilinia fructicola em relagdo aos compostos
voléteis produzidos pelos 6leos essenciais de alho,
arruda, carqueja e nim, em fungdo do tempo e
incubacdo.

primeiros dias, e entre o terceiro e quinto dia esti-
mulou o crescimento, sendo superior a testemu-
nha, fato que também ocorreu com o 6leo de nim
no quinto dia, sendo que os compostos volateis
destes 6leos como o de carqueja nao diferiam da
testemunha, que possuia apenas o meio BDA.

Os resultados obtidos nesse trabalho contrariam

os de Dias-Arieira et al. (2010), em que o 6leo de
nim (Azadirachta indica) nas concentrac¢des 1 e 1,5%,
adicionado ao meio de cultura BDA, reduziu em
84% o crescimento miceliar de Colletotrichum acu-
tatum. Similarmente, Frias etal. (2014) utiliza-
ram 5000 ppm de 6leo essencial de nim por litro
de meio de cultura BDA e obtivem a reduc¢do do
crescimento miceliar em 37,22% para Corynespora
cassicola, 46,06% para Fusarium sp. e 69,63% para
Colletotrichum gloeosporioides.

764 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2019, 42(3): 761-766

Ainda, quanto a inibicao da esporulacao de M.
fructicola, obteve-se resultados semelhantes ao
crescimento miceliar (Figura 1). Os compostos
volateis presentes no 6leo essencial de alho atuam
de forma eficiente, evitando totalmente a esporula-
¢ao do patogénio. Em contrapartida, os compostos
volateis presentes nos demais 6leos essenciais nao
diferiram da testemunha que possuia apenas meio
de cultura BDA (Quadro 2).

Quadro 2 - Produgdo de conidios de Monilinia fructicola
(conidios x 105 mL?), apds 7 dias de exposigdo
do patogénio aos compostos volateis dos dleos
essenciais de alho, arruda, carqueja e nim

Tratamentos Produgio de conidios x 105 mL
Testemunha 9,60 a*
Alho 0,00 b
Arruda 10,61 a
Carqueja 7,13 a
Nim 7,95 a

*Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem entre si
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados semelhantes foram observados por
Pansera et al. (2012) ao utilizarem oleo essencial
de carqueja (Baccharis trimera) nas concentragoes
de 0,15 e 0,20%. Daronco et al. (2015) ao utilizarem
6leo essencial de carqueja na concentracao de 20%,
observaram a inibicdo de 39% na incidéncia de
Fusarium sp. em sementes de soja. Porém, a utili-
zacao de 6leo comercial de nim e dleo de alho 5
e 10% inibiram totalmente o desenvolvimento e
esporulacao de Fusarium oxysporum (Singh et al.,
2017). Enquanto que ¢leo de nim 4% inibiu total-
mente germinacao de esporos de Phakopsora euvi-
tis (Fialho et al., 2015). Extrato hidroetandlico de
arruda inibiu 90% da germinagao de esporos de
Colletotrichum gloeosporioides (Celoto et al., 2008).



CONCLUSAO

Os tratamentos com oleos essenciais de alho sao
promissores na reducdao do crescimento miceliar
de Monilinia fructicola, sendo que tal agao apresenta
especificidade de resposta em fungao das concen-
tragdes e do tempo de avaliagdo. Esse efeito reflete
sobre a produgao de conidios do agente patogénico.
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