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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo, avaliar a atividade antifungica do 6leo essencial (OE)
de Melaleuca alternifolia sobre fungos fitopatogénicos da cultura do mamoeiro, através
de testes de crescimento micelial para antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) e
mancha-alvo (Corynespora cassiicola), seguido de germinacdo de esporos para a
variola (Asperisporium caricae), em métodos direto e indireto de aplicacdo do OE em
meio de cultura. No teste direto de crescimento micelial, o OE foi incorporado no meio
de cultura BDA, e no teste indireto foi colocado OE na tampa da placa de Petri com
gaze. Foram avaliadas as concentracdes de 0; 0,05; 0,1; 0,5 e 1% do OE. No centro
de cada placa foi repicado um disco de 5 mm de micélio, colocadas em B.O.D. e
realizadas medi¢des do didmetro médio das colbnias, até as maiores atingirem % da
placa. Para o teste de germinacdo de esporos e comprimento de tubos germinativos,
foi preparada suspensdo que foram adicionadas em lamina para microscopia
contendo o meio de cultura. Os experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado com 4 repeticdes. Os resultados mostram o potencial do OE
de melaleuca no controle desses fitopatdégenos, tanto no crescimento micelial como
na germinacdo de esporos, o efeito antifingico aumentou conforme houve maior
concentracdo, em aplicagdo em meio direto e indireto, inibindo totalmente a partir de
0,5%.

Palavras-chave: Carica papaya, Fitopatologia, controle alternativo, 6leo volatil.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate an antifungal activity of the essential oil (OE)
of Melaleuca alternifolia on phytopathogenic fungi of papaya culture, through mycelial
growth tests for anthracnose (Colletotrichum gloeosporioides) and target spot
(Corynespora cassiicola), followed by germination of spores for smallpox
(Asperisporium caricae), in direct and indirect methods of application of OE in culture
medium. In the direct mycelial growth test, OE was incorporated into the BDA culture
medium, and in the indirect test it was placed on the lid of the Petri dish with gauze.
They were evaluated as rules of 0; 0.05; 0.1; 0.5 and 1% of the OE. No center of each
plate was peaked in a 5 mm mycelium discotheque, placed in B.O.D. and reached the
average diameter of the colonies, until reaching a greater reach % of the plate. For the
spore germination test and germ tube length, a suspension was prepared and added
to a microscope slide containing the culture medium. The experiments were conducted
in a completely randomized design with 4 replications. The results show the potential
of tea tree OE in the control of phytopathogens, both in mycelial growth and spore
germination, the antifungal effect increased as there was a greater concentration in

direct and indirect application, inhibiting completely from 0.5%.

Keywords: Carica papaya, Phytopathology, alternative control, volatile oil.



SUMARIO

INTRODUGAO ......coiuitieeececeeectcteecteteeeeeee s sasessseeaseessesesesesesesan s enenenenen s s esasasasenesananans 9
MATERIAL E METODOS.......ooieeeeteeeeeeeeeteee et es st s et tesetete s esesnsaesssaetessansesnseenes 11
Teste de crescimento micelial @ @SPOrulagao ...........ccueveiiiiieiiiiiiei e 11
Teste de germinacao de esporos e tamanho de tubos germinativos ...........cccceeeeeen.... 12
RESULTADOS E DISCUSSAOD ....oouoiiiiiiieieisees e 13
Crescimento MICEHAL...........uiiie e e e e e e e e e ennes 13
R 0o £ U1 =T ox= Lo 1SR 17
GEIrMINAGCEOD € BSPOI0S ...uvvveeeeeiitiieeeeesirtereeeeesstaereaessssreeeeesasstarereeeaassssereesaasssnseeesannses 17
CONCLUSAOD ...ttt s et ns e s et nnes 19
REFERENCIAS ..ottt sse ettt s sttt s s nsessnes 19
APENDICE A ..ottt ettt bbbttt bbb 23

ANEX O A et 25



INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) pertence a familia Caricaceae, originario da
América tropical, é um fruto carnoso do tipo baga com formato ovoide. Pode ser
classificado como climatério, ou seja, podem amadurecer depois de colhidos, tendo o
indice respiratério influenciado por fatores como, temperatura e composicdo da
atmosfera (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Esta fruta possui grande aceitacdo no mercado internacional, muito nutritiva,
apresentando vitaminas A e C, é cultivado em mais de 40 paises, sendo o Brasil,
detentor da segunda colocacéo de produtor mundial de mam&o, com uma producao
de 1.060.392 t/ano, se destaca entre o0s principais paises exportadores,
principalmente para o mercado europeu. A espécie Carica papaya é a mais cultivada
em todo mundo (FAO, 2018).

E cultivado praticamente em todos os estados brasileiros, porém s&o nas
regibes Sudeste e Nordeste que se encontram instalados os principais Polos de
producdo da fruta no Brasil, sendo a Bahia e o Espirito Santo responséaveis por cerca
de 70% da area e da producdo de mamao no pais. Este dltimo, tendo uma producéao
de 361.270 t/ano, com uma éarea plantada de aproximadamente 7.000 ha, e uma
produtividade em torno de 50 t/ha ano, acima da média nacional (INCAPER, 2020).

O Parana, representado como lider da regido sul, estd localizado na 202
posicdo nacional, com uma area colhida de 80 ha e uma producédo anual em torno de
1.600 t/ha (IBGE, 2019).

Segundo o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo
Rural (2020), o mamao esta entre as sete primeiras frutas mais exportadas do Brasil.
A regido de Espirito Santo, lider de exportacdo dessa fruta, exporta basicamente para
paises da Unido Europeia. Entretanto, pouco mais de 1,5% do mamao brasileiro é
exportado, devido a grande competicdo do mercado internacional ser cada vez mais
exigente em produtos com elevado padrédo de qualidade e rigoroso em relacdo aos
problemas fitossanitarios.

Nas regides produtoras de mamao, existem grandes dificuldades para a cultura,
devido a ocorréncia de fitopatdbgenos que constituem um fator limitante a producéo.
Entre as principais doengas na cultura estdo a mancha-alvo ou mancha-de-
corynespora causada por Corynespora cassiicola (MARTINS et al., 2012) a pinta-preta
ou variola causada por Asperisporium caricae, que se configuram como duas das mais

importantes doencgas foliares do mamoeiro. Outra doenga de importancia no mamoeiro
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é a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, que € o principal
fitopatbgeno pds colheita da cultura.

A mancha-de-corynespora pode afetar também outras culturas de importancia,
como € o caso da seringueira, onde causa sérias perdas na producdo de borracha
natural de cerca de 20 a 25% (BARTHE et al., 2007). Ja a variola € frequentemente
encontrada na maioria das lavouras de mamdao. Além de atacar severamente as
folhas, incide nos frutos, o que pode acarretar na podriddo em pos-colheita,
inviabilizando sua comercializacdo (OLIVEIRA, 2015). Sua importancia esta
relacionada a infec¢éo ocorrer nas folhas e frutos, com consequente reducéo da taxa
fotossintética da planta e depreciacdo da qualidade comercial dos frutos (REZENDE
e MARTINS, 2005).

Baseado na dificuldade de cultivo e esporulagéo in vitro, trabalhos relacionados
a biologia do fungo A. caricae sdo escassos, considerado por muitos autores como
biotrofico (SILVA, 2010). Segundo Brunelli et al. (2006), estudos genéticos da
interacdo patdgeno-hospedeiro requerem cultivo e producdo de in6culo in vitro,
visando conduzir inocula¢fes sob condi¢cbes de ambiente controlado, assim baseando
o melhoramento visando resisténcia a doenca. No entanto ha caréncia de trabalhos
com o objetivo de estabelecer e orientar metodologias para producédo de inéculo in
vitro da variola.

Atualmente ha busca por novas moléculas e produtos de menor impacto ao
ambiente para o controle de doencas de plantas. Como destaca Silva e Mello (2007),
0 crescimento da preocupag&do com 0s problemas ambientais, inclusive com o0 modo
de producédo na agricultura, resulta na busca de alternativas de producdo com enfoque
ecoldgico. Diversas abordagens podem ser empregadas para diminuir os danos ao
meio ambiente, como alternativas com produtos naturais.

Entre os produtos naturais se destacam os derivados de plantas, como extratos
e Oleos essenciais. Os Oleos essenciais ttm merecido destaque por suas diversas
propriedades biolégicas, inclusive em potencial uso na agricultura (OOTANI et al.,
2013). A planta Melaleuca alternifolia tem demonstrado grande potencial
antimicrobiano (SOUZA et al.,, 2015). Também conhecida por tea tree, arvore-ti e
arvore-do-cha (VIEIRA et al., 2004).

E uma arvore aromatica pertencente a familia Myrtaceae, originaria da
Australia, e com grande interesse econdmico devido a presenca de Oleo volatil

armazenado no tecido foliar (MARTINS et al., 2010), qual resultou em efeito positivo
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no uso do 6leo de melaleuca in vitro contra os fungos fitopatogénicos Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria alternata, sendo que o0s
pesquisadores concluiram que o Oleo pode representar uma alternativa econémica e
ecologicamente viavel para o controle de patdgenos causadores de doencas em
plantas. O 6leo essencial dessa planta também tem apresentado varias atividades
bioldgicas, incluindo antimicrobiana, antioxidante, acaricida, inseticida (PUVACA et
al., 2019) e sobre protozoéarios e nematoides (LAM et al., 2020).

Embora tenha sido relatado o potencial do 6leo essencial de melaleuca no
controle de alguns fitopatégenos, ainda pouco se sabe do efeito do 6éleo essencial
dessa planta sobre fitopatdbgenos do mamoeiro. Nesse sentido, o presente trabalho
buscou avaliar a atividade antifiingica de 6leo essencial de M. alternifolia sobre fungos
fitopatogénicos na cultura do mamoeiro, através de testes de crescimento micelial
para antracnose (C. gloeosporioides) e mancha-alvo (C. cassiicola), seguido de
germinacéo de esporos para a variola (A. caricae), em métodos de aplicacdo direta e

indireta no meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus de Laranjeiras do Sul — PR, Rodovia BR 158
- Km 405, CEP 85301-970.

No desenvolvimento do estudo utilizou-se o dleo essencial de melaleuca,
proveniente da empresa QUINARI®. Os isolados dos fungos C. cassiicola e C.
gloeosporioides foram obtidos da cole¢cdo micoldgica do Laboratério de Fitopatologia.
Para o fungo A. caricae foram necessérias folhas de mamé&o in natura. As folhas e os

isolados s&o provenientes de plantas presentes na regido da Cantuquiriguacu, PR.

Teste de crescimento micelial e esporulagao

Foram avaliados os fitopatbgenos causadores de antracnose (C.
gloeosporioides) e mancha-alvo (C. cassiicola). Foi utilizado 6leo essencial da planta
melaleuca (M. alternifolia). Para tanto, foram feitos dois procedimentos para verificar
a acao do oleo essencial, o primeiro foi a incorporacédo do 6leo essencial em meio de
cultura BDA, ap6s autoclavagem e antes de verter em placas de Petri e, 0 segundo
foi aplicacdo do 6leo essencial em superficie absorvente para conter o produto, de

forma que se tenha apenas o efeito volatil. Nesse caso foi utilizado camada de gaze
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2x2 cm fixada com fita adesiva na parte superior dentro das placas, sem contato com
o0 meio de cultura. Os procedimentos tiveram aplicacdo com micropipetas, nas
concentracdes de 0; 0,05; 0,1; 0,5 e 1%. Buscou-se verificar a eficiéncia antifingica
do produto em contato direto e indireto com o meio de cultura contendo os
fitopatogenos. O delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repeticfes. Para o
centro de cada placa foi repicado um disco de 5 mm de micélio, proveniente de
colénias com 7 dias de cultivo em meio BDA. As placas foram mantidas em camara
B.O.D. a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. O crescimento micelial foi determinado
através da medicdo do didmetro médio das colbnias, por medidas perpendiculares,
até que as maiores colbnias atingiram % da placa. O crescimento micelial nos
diferentes periodos foi integralizado como area abaixo da curva de crescimento
micelial (AACCM), através da féormula AACCM = 2 [((y1 +y2 )/2)*(t2 -t 1)], onde y1 e
y2 sado duas avaliagcbes consecutivas realizadas nos tempos t 1 e t 2
respectivamente. Nas placas onde nao foi observado crescimento ao final do
experimento, os discos foram transferidos para outra placa contendo somente meio
de cultura BDA, para verificar o possivel efeito fungicida.

Ao final do experimento de crescimento micelial foi analisada a esporulagcéo
dos fungos. Para tanto, em cada placa foram adicionados 10 mL de 4gua destilada, e
em seguida, a coldnia fungica foi raspada com espatula para liberagdo dos esporos.
Em seguida o material foi filtrado em camada fina de gaze e posteriormente observada

a presenca e quantificacdo de esporos.

Teste de germinacdo de esporos e tamanho de tubos germinativos

Para o agente causal da variola (A. caricae) ndo foi avaliado o crescimento
micelial devido ao limitado crescimento em meio de cultura, mas foi analisado o efeito
do Oleo essencial sobre a germinacdo de esporos. Para tanto, em folhas sintoméaticas
de mamaé&o foram realizados recortes de 2mm na area afetada pelo patdgeno contendo
0os esporos. Esses fragmentos depositados em copo bequer, adicionado &agua
destilada, e agitados por 30 segundos. Em seguida o material foi filtrado em gaze, e a
suspensao de esporos ajustada para 5 x 104 esporos por mL com auxilio de camara
de Neubauer. A partir da suspenséo de esporos foram pipetados 30 pL para lamina
de microscopia contendo uma fina camada (1 mL) de meio agar-agar (2% de agar).
As laminas foram inseridas em placas de Petri forradas com papel filtro umedecido.

No procedimento em contato direto foram montadas as laminas aplicando OE no meio



13

agar-agar antes de verter nas laminas. Para o procedimento indireto foi aplicado OE
em gaze fixada na tampa da placa conforme descrito anteriormente. Foram avaliadas
as mesmas concentracdes descritas no experimento de crescimento micelial. Apds a
adicdo dos esporos, o material foi incubado a 25°C, em escuro, por 20 horas. A
avaliacdo dos esporos foi realizada em 50 esporos por repeticdo e a germinagéo foi
atribuida em porcentagem a partir do valor de esporos obtidos. Foram considerados
germinados o0s esporos com emissao de tubos germinativos. Para 0s esporos
germinados foram determinados os tamanhos dos tubos germinativos, com auxilio de
régua micrométrica. O delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repeticdes.
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
posteriormente a analise de regresséao utilizando-se o pacote do Microsoft Excel 2013

e 0 programa computacional Sisvar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento micelial

O Oleo essencial (OE) de melaleuca promoveu reducdo significativa no
crescimento micelial, sendo mais expressivo em concentragcdes maiores, tanto em C.
gloeosporioides como em C. cassiicola. Sobre o fungo C. gloeosporioides o efeito do
OE de melaleuca promoveu inibicdo total a partir de 0,5% (Figura 1A). Sobre C.
cassiicola houve destague do OE a partir de 0,1%, uma diminuicdo maior quando
comparada ao procedimento direto para este mesmo fungo, a inibicdo total do
crescimento ocorreu na concentragdo de 0,5% (Figura 1B).

Na Figura 2, sdo apresentados os valores da area abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM) que representa a integral das avaliacbes do
crescimento do fungo. Observou-se para o fungo C. gloeosporioides que houve
reducdo no tamanho da &rea abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM)
significativa, tendo o crescimento inibido em 0,5% (Figura 2A). Para o fungo C.
cassiicola houve destaque do OE a partir de 0,1%, sendo inibido a partir de 0,5%
(Figura 2B).
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Figura 1. Crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides (A) e Corynespora cassiicola (B) em

diferentes concentracdes de 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.
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Figura 2. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Colletotrichum gloeosporioides
(A) e Corynespora cassiicola (B) em diferentes concentracbes de 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia.

Esses resultados demonstram o significativo efeito antifingico do OE sobre
esses fitopatdbgenos do mamoeiro. Outro resultado importante foi o efeito antifungico
pela acdo apenas dos compostos volateis no procedimento indireto.

Os resultados observados indicam efeito antifingico direto e indireto do 6leo

essencial sobre os fungos avaliados. Outros trabalhos tém relatado o potencial
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antifingico de éleos essenciais, indicando a presenca de compostos ativos com essas
propriedades.

O oleo essencial de tea tree é considerado de qualidade superior, quando suas
concentracdes de 1,8-cineol e terpien-4-ol, respectivamente sdo, de 2 a 5% e 40 a
47%(SIMOES e SCHENKEL, 2002; GARCIA et al,, 2009). O seu 6leo pode ser
extraido das folhas, ramos e caule tendo sua composicao regulamentada pela ISO
4730 (ISO 4730, 1996).

Considerando que o 6leo utilizado neste estudo continha terpinen-4-ol como
componente principal, explicaria a eficacia apresentada no controle desses fungos.
Pois, segundo Castelo et al. (2013) e Vieira et al. (2004) que tem argumentos
semelhantes sobre os principais componentes do 6leo de melaleuca, que séo o
terpinen-4-ol que apresenta atividade antimicrobiana e o 1,8-cineol, também
denominado eucaliptol.

Em seu trabalho, Martins et al. (2010) tiveram resultados semelhantes, de
concentragdes a partir de 0,2% incorporado ao meio de cultura, onde reduziu o
desenvolvimento dos fungos M. phaseolina, S. sclerotiorum e A. alternata, utilizando
Oleo essencial de melaleuca. Antes ainda, Papadopoulos et al. (2006) relataram
atividade no mesmo ambito em Pseudomonas spp., onde a concentracdo minima
inibitéria encontrada nos tratamentos com o 6leo de melaleuca foi de 2,0%.

No trabalho de Costa Neves et al. (2016) os autores verificaram que esse
mesmo Oleo reduziu significativamente o crescimento micelial de Stemphylium spp.
Ja Souza et al. (2015) relataram que o 6leo de melaleuca foi eficaz no controle de
Cercospora beticola onde este patdégeno prejudicava as raizes de beterraba, que com
0 uso do OE teve melhor desenvolvimento.

Marinelli et al. (2012) verificaram inibicdo total do crescimento de C.
gloeosporioides utilizando o 6leo de melaleuca na concentracdo de 0,5%. Assim
como relatam Barbosa et al. (2015) o Oleo essencial de tea tree possui capacidade
inibitéria sobre o fungo Colletotrichum musae, podendo ser usado como uma op¢ao
de controle em cultivos organicos.

Segundo Hendges (2019), o odleo essencial de melaleuca proporcionou
atividade antifingica sobre Alternaria solani e controle da pinta preta do tomateiro, o
gue pode ter ocorrido tanto por atividade antimicrobiana direta quanto por inducéo de

resisténcia local e sistémica pela ativacdo de enzimas de defesa.
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Esporulacéo

Nas condi¢cdes do experimento nao foi observada a formacdo de esporos em
meio de cultura para ambos fitopatégenos, independentemente do tratamento ou nao
com as concentracdes do 6leo essencial, embora sejam fungos que podem esporular
abundantemente em condi¢cbes naturais. A esporulagcdo de fungos fitopatogénicos
pode ser influenciada por véarios fatores, como idade da colénia, meio de cultivo e
condi¢des de estresse.

Segundo Orozco-miranda (2003), a doenca causada por C. gloeosporioides é
expressa somente em condicdes especiais de suscetibilidade da planta e ou

modificacdo das condi¢cdes ambientais.

Germinacéo de esporos

O oleo essencial de melaleuca promoveu significativa inibicdo tanto da
germinacéo dos esporos (Figura 3A), como no tamanho dos tubos germinativo (Figura
3B) de A. caricae. Nas condicdes desse experimento, embora maior inibicdo tenha
ocorrido em maiores concentracdes, nenhum tratamento promoveu inibicdo total.
Nesse experimento também foi observada acdo tanto pelo contato direto, com a
incorporacdo do 6leo essencial no meio de cultura, como indireto, apenas pelos
compostos volateis. Embora a tendéncia dos dados tenha sido semelhante entre as
formas de aplicacdo, as médias da aplicacdo indireta foram inferiores a direta na
maioria das concentragdes utilizadas, tanto sobre a germina¢&o dos esporos como no
tamanho dos tubos germinativos. Essa informagcéo do efeito indireto é muito
importante pois demonstra o efeito do 6leo essencial por compostos volateis, mesmo

sem o liquido entrar em contato direto com o fungo.
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Figura 3. Germinacgao de esporos de Asperisporium caricae (A) e tamanho de tubos germinativos (B)
em diferentes concentracdes de Gleo essencial de Melaleuca alternifolia.

A germinagao e o desenvolvimento dos tubos germinativos sdo fundamentais
para infec¢do, entdo, um efeito inibitério nessa fase pode ser determinante para o
controle da doenca.

A acado antimicrobiana do 6leo essencial de melaleuca tem sido relatada sobre
diferentes microrganismos, incluindo alguns de importancia médica (PUVACA et al.,
2019).
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Enquanto Lorenzetti et al. (2011), concluiram que os componentes volateis de
M. alternifolia apresentaram controle in vitro do crescimento micelial Botrytis cinerea.

No experimento de avaliacdo do efeito dos 6leos essenciais sobre Phakopsora
euvitis in vitro, Fialho et al. (2015) constataram uma porcentagem de inibicdo de
germinacéo dos esporos de 26 a 100% e as inibicbes aumentaram com 0 aumento
das concentracfes dos 6leos essenciais. Na concentracdo de 1% o 6leo essencial de
melaleuca inibiu mais de 75% a germinacdo dos esporos de P. euvitis, na
concentracao de 2% inibiu, pelo menos, 80% da germinacgéo de esporos de P. euvitis.
Conforme Nascimento et al. (2019), Oleos essenciais podem inibir a germinacdo de
esporos atuando em diferentes mecanismos metabdlicos, como a sintese de proteinas

e RNA, e a respiracdo, e assim podem atuar inclusive como fungicidas.

CONCLUSAO

O Oleo essencial de melaleuca inibiu o desenvolvimento dos fungos
fitopatogénicos testados, apresentou efeito antifingico tanto em aplicagdo em método
direto quanto indireto para C. cassiicola e para C. gloeosporioides reduzindo
significativamente o crescimento das colbnias, aumentando a eficacia do efeito com o
aumento da concentracdo. Para A. caricae o 6leo essencial inibiu a germinagdo de

esporos e o tamanho dos tubos germinativos.
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APENDICE A
(Imagens do desenvolvimento do trabalho)

Crescimento micelial Colletotrichum gloeosporioides, procedimento direto com concentragcfes de
0%(A); 0,05%(B); 0,1%(C); 0,5%(D) e 1%(E).

Crescimento micelial Colletotrichum gloeosporioides, procedimento indireto com concentra¢des de
0%(A); 0,05%(B); 0,1%(C); 0,5%(D) e 1%(E).

Crescimento micelial Corynespora cassiicola, procedimento direto com concentragfes de 0%(A);
0,05%(B); 0,1%(C); 0,5%(D) e 1%(E).
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Crescimento micelial Corynespora cassiicola, procedimento indireto com concentragdes de 0%(A);
0,05%(B); 0,1%(C); 0,5%(D) e 1%(E).
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review. This information should be inserted in the specific field of the online submission
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