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RESUMO

A utilizacdo de diferentes métodos visando o controle de doencas fitopatolégicas
proporciona uma reducédo da utilizagdo de produtos quimicos. A doencga antrachose
causa varios danos a producéao de diversas plantas, incluindo a pimenta dedo-de-
moca (Capsicum baccatum) e pode acometer os frutos por completo, inviabilizando
seu comeércio e causando grandes perdas na producdo. A sociedade cada vez mais
vem exigindo alimentos com qualidade e sem agrotoxicos, pois 0 mesmo causa varios
danos a saude. Diante disso, a utilizacdo de meios alternativos pode ser uma opcao
viavel para pequenos, médios e grandes produtores. Logo, objetivou-se com este
trabalho analisar métodos alternativos para o controle do fungo Colletotrichum
gloeosporioides agente causal da doenca antracnose através da aplicacdo de
diferentes dosagens de 6leo de neem, Oleo essencial de cravo-da-india e extrato
aguoso de pimenta malagueta in vitro. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC) com 16 tratamentos e 10 repeticdes em diferentes
concentracoes, totalizando 160 placas de Petri. As medi¢cdes do crescimento micelial
do patégeno foram realizadas com o auxilio de um paquimetro digital em dias
alternados, totalizando 6 dias de observacédo. Os resultados obtidos revelaram que a
utilizacao do 6leo de neem e do 6leo essencial de cravo-da-india na dosagem minima
(diluigdo 10°) promoveu reducdo do crescimento micelial do patégeno C.
gloeosporioides, obtendo destaque o 6leo de nem que foi mais eficiente que o 6leo de
essencial de cravo-da-india. O extrato aquoso de pimenta malagueta ndo apresentou
bons resultados na inibicdo do crescimento micelial do patdgeno quando comparado

com o controle.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Produtos naturais; Extratos brutos.



ABSTRACT

The use of different methods to control phytopathological diseases reduces the use of
chemicals. The anthracnose disease causes several damages to the production of
several plants, including the young finger pepper (Capsicum baccatum) and can
completely affect the fruits, making its trade unfeasible and causing great losses in
production. Society has increasingly demanded quality food without pesticides, as it
causes several damages to health. Therefore, the use of alternative means may be a
viable option for small, medium and large producers. Therefore, the objective of this
work was to analyze alternative methods for the control of the fungus Colletotrichum
gloeosporioides, the causal agent of anthracnose disease through the application of
different dosages of neem oil, clove essential oil and aqueous extract of hot chilli
pepper in vitro. The experimental design used was completely randomized (DIC) with
16 treatments and 10 repetitions in different concentrations, totaling 160 Petri dishes.
The measurements of the mycelial growth of the pathogen were performed with the
aid of a digital caliper on alternate days, totaling 6 days of observation. The results
obtained revealed that the use of neem oil and clove essential oil in the minimum
dosage (dilution 10°) promoted a reduction in the mycelial growth of the pathogen C.
gloeosporioides, with emphasis on the nem oil that was more efficient than clove
essential oil. The aqueous extract of chili peppers did not show good results in
inhibiting the mycelial growth of the pathogen when compared to the control.

Keywords: Essencial oils; Natural products; Raw extract.
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Resumo

A utilizacdo de diferentes métodos visando o controle de doencas fitopatoldgicas proporciona
uma reducdo da utilizacdo de produtos quimicos. A doenca antracnose causa varios danos a
producdo de diversas plantas, incluindo a pimenta dedo-de-moga (Capsicum baccatum) e pode
acometer os frutos por completo, inviabilizando seu comércio e causando grandes perdas na
producdo. A sociedade cada vez mais vem exigindo alimentos com qualidade e sem
agrotoxicos, pois 0 mesmo causa varios danos a salde. Diante disso, a utilizacdo de meios
alternativos pode ser uma opc¢éo vidvel para pequenos, médios e grandes produtores. Logo,
objetivou-se com este trabalho analisar métodos alternativos para o controle do fungo
Colletotrichum gloeosporioides agente causal da doenca antracnose através da aplicacdo de
diferentes dosagens de 0leo de neem, 6leo essencial de cravo-da-india e extrato aquoso de
pimenta malagueta in vitro. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC) com 16 tratamentos e 10 repeti¢des em diferentes concentrages, totalizando

160 placas de Petri. As medicdes do crescimento micelial do patdgeno foram realizadas com o



auxilio de um paquimetro digital em dias alternados, totalizando 6 dias de observagdo. Os
resultados obtidos revelaram que a utilizagdo do 6leo de neem e do 6leo essencial de cravo-da-
india na dosagem minima (diluicdo 10°) promoveu reducdo do crescimento micelial do
patdgeno C. gloeosporioides, obtendo destagque o dleo de nem que foi mais eficiente que o 6leo
de essencial de cravo-da-india. O extrato aquoso de pimenta malagueta ndo apresentou bons
resultados na inibicéo do crescimento micelial do patégeno quando comparado com o controle.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Produtos naturais; Extratos brutos.

Abstract

The use of different methods to control phytopathological diseases reduces the use of chemicals.
The anthracnose disease causes several damages to the production of several plants, including
the “dedo-de-moca” pepper (Capsicum baccatum) and can completely affect the fruits, making
its trade unfeasible and causing great losses in production. Society has increasingly demanded
quality food without pesticides, as it causes several damages to health. Therefore, the use of
alternative means may be a viable option for small, medium and large producers. Therefore, the
objective of this work was to analyze alternative methods for the control of the fungus
Colletotrichum gloeosporioides, the causal agent of anthracnose disease through the application
of different dosages of neem oil, clove essential oil and aqueous extract of hot chili pepper in
vitro. The experimental design used was completely randomized (DIC) with 16 treatments and
10 repetitions in different concentrations, totaling 160 Petri dishes. The measurements of the
mycelial growth of the pathogen were performed with the support of a digital caliper ruler on
alternate days, totaling 6 days of observation. The results obtained revealed that the use of neem
oil and clove essential oil in the minimum dosage (dilution 10°) promoted a reduction in the
mycelial growth of the pathogen C. gloeosporioides, with emphasis on the neem oil that was
more efficient than clove essential oil. The aqueous extract of chili peppers did not show good
results in inhibiting the mycelial growth of the pathogen when compared to the control.

Keywords: Essential oils; Natural products; Raw extract.

Resumen

El uso de diferentes métodos para controlar las enfermedades fitopatoldgicas reduce el uso de

productos quimicos. La enfermedad de la antracnosis causa varios dafios a la produccién de
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varias plantas, entre ellas el pimiento morron (Capsicum baccatum) y puede afectar por
completo a los frutos, haciendo inviable su comercializacion y provocando grandes pérdidas en
la produccion. La sociedad demanda cada vez mas alimentos de calidad sin pesticidas, ya que
provoca varios dafios a la salud. Por tanto, el uso de medios alternativos puede ser una opcion
viable para pequefios, medianos y grandes productores. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue
analizar métodos alternativos para el control del hongo Colletotrichum gloeosporioides, agente
causal de la enfermedad de la antracnosis mediante la aplicacion de diferentes dosis de aceite
de neem, aceite esencial de clavo y extracto acuoso de aji picante in vitro. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar (DIC) con 16 tratamientos y 10 repeticiones
en diferentes concentraciones, totalizando 160 placas de Petri. Las mediciones del crecimiento
micelial del patdgeno se realizaron con la ayuda de un calibrador digital en dias alternos,
totalizando 6 dias de observacion. Los resultados obtenidos revelaron que el uso de aceite de
neem y aceite esencial de clavo en la dosis minima (dilucién 10-5) promovi6 una reduccion en
el crecimiento micelial del patégeno C. gloeosporioides, con énfasis en el aceite de neem que
resulté mas eficiente que aceite esencial de clavo. El extracto acuoso de chiles no mostré buenos
resultados en la inhibicidn del crecimiento micelial del patégeno en comparacion con el control.

Palabras clave: Aceites esenciales; Productos naturales; Extractos brutos.

1. Introducéo

A pimenta dedo-de-moca (Capsicum baccatum) é uma hortalica pertencente a familia
Solanaceae, sendo cultivada em todas as regides do Brasil. Seu cultivo tem grande importancia,
pois gera vinculos empregaticios além de contribuir para a obtencdo de renda de pequenos
produtores. Esta cultivar possui um amplo mercado, podendo ser utilizada de véarias formas,
como o consumo in natura do fruto, utilizacdo como temperos e conservas (Furtado, Dutra &
Deliza, 2006).

As pimentas do género Capsicum estdo inclusas na riqueza cultural brasileira. Seu cultivo
abrange regides desde o Rio Grande do Sul até Roraima, com uma rica variacdo de sabores,
cores e pungéncia. No Brasil cultivam-se pimentas deste género em praticamente todos os
estados, sendo os principais: Minas Gerais, Sdo Paulo, Goiés, Ceara e Rio Grande do Sul. A
produtividade em média da pimenta no Brasil varia de 10 t/ha a 30 t/ha (Ribeiro, et al., 2008).

O cultivo de pimenta dedo-de-moca é um dos mais importantes para a obtencéo de renda

de pequenos produtores. Segundo dados de Carvalho et al. (2009), os agricultores do municipio
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de Turugu/RS cultivam pimenta dedo-de-mogca ha mais de 50 anos, utilizando sementes obtidas
a partir de suas proprias plantagdes. O sistema de producdo empregado neste cultivo é de baixo
nivel tecnoldgico, tendo isso em vista os produtores enfrentam bastante problemas com relacéo
a doencas causadas nas lavouras, em especial a antracnose. Os danos causados pela mesma
ocasionaram uma reducao no numero de produtores e na area cultivada de pimenta.

A antracnose é uma doenga fitopatoldgica causada por fungos pertencentes ao género
Colletotrichum que ataca diretamente os frutos e sua ocorréncia pode ocasionar varias perdas
nas producdes em grande escala. Devido sua importancia econdmica e relevancia cientifica,
este género foi incluido na lista dos dez fungos fitopatogénicos mais importantes do mundo.
Até o momento foram reconhecidas 218 espécies de Colletotrichum sendo estas subdivididas
em 12 complexos de espécie e outras sdo consideradas espécies individuais. Estas espécies
infectam mais de 30 géneros de plantas, causando a doenca antracnose e também doencas de
pos-colheita (Carboni, 2018).

A espécie C. gloeosporioides é a mais comum no Brasil. Os sintomas iniciais da
antracnose em plantas e frutos possui um formato circular, e com o passar do tempo adquire
uma coloracdo castanha escura podendo essa lesdo aumentar de tamanho. No verdo é mais
frequente a ocorréncia dessa doenca devido ao aumento da umidade. A disseminacdo desse
patdgeno ocorre através de respingos de agua, podendo entdo ser disseminado na ocorréncia de
chuvas e até mesmo durante a irrigagdo (Reis, et al., 2011).

A utilizacdo de métodos alternativos para o controle de fungos tem sido uma boa solucéo,
visto que os produtos quimicos sdo mais utilizados e estes geram grandes consequéncias ao
meio ambiente. Dentre os métodos alternativos podemos citar os 6leos essenciais (cravo-da-
india, 6leo de citrus, 6leo de neem) extratos de plantas como o extrato de mamona entre outros.
Esses métodos visam um alto controle de patdgenos sem a agressao ao meio ambiente e a satde
humana (Morello & Collet, 2013).

Com o passar dos anos a sociedade esta cada vez mais exigente no que se refere a uma
alimentacdo saudavel e sem agrotoxicos, pois 0 mesmo causa varios problemas ao ambiente e
a saude humana, devido conter varios compostos quimicos. Logo objetivou-se com este
trabalho analisar métodos alternativos visando o controle in vitro de C. gloeosporioides
causador da antracnose em pimenta dedo-de-moca através da aplicacdo de diferentes dosagens

de 6leo de neem, 0leo essencial de cravo-da-india e extrato aquoso de pimenta malagueta.



2. Metodologia

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal Goiano -
Campus Ceres. Utilizou-se o fungo C. gloeosporioides proveniente da Universidade Federal de
Goias — UFG para avaliagdo in vitro no ano de 2018. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado (DIC) com 16 tratamentos e 10 repeti¢Oes (cada repeti¢do foi
composta por uma placa de Petri), sendo: T1: Controle (4gua destilada); T2: Oleo de neem na
diluicdo 10; T3: Oleo de neem na diluicdo 102; T4: Oleo de neem na diluicdo 10°3; T5: Oleo
de neem na diluicdo 10*#; T6: Oleo de neem na diluigdo 10°; T7: Oleo essencial de cravo-da-
india na diluicd010; T8: Oleo essencial de cravo-da-india na diluicdo10%; T9: Oleo essencial
de cravo-da-india na diluicd010%; T10: Oleo essencial de cravo-da-india na diluicdo 10™*; T11:
Oleo essencial de cravo-da-india na diluicdo 10°°; T12: Extrato aquoso de pimenta malagueta
na diluicdo 10%; T13: Extrato aquoso de pimenta malagueta na diluicdo 1072, T14: Extrato
aquoso de pimenta malagueta na diluicdo 1073; T15: Extrato aquoso de pimenta malagueta na
diluicdo 10*; T16: Extrato aquoso de pimenta malagueta na diluigdo 10°.

O meio de cultura utilizado foi o Batata, Dextrose, Agar (BDA) da marca KASVI. O
preparo do meio de cultura foi realizado adicionando-se 45g do meio de cultura (em p6) em 1L
de &gua destilada; o mesmo foi colocado em uma autoclave para a esterilizagdo. Em seguida foi
realizado as dilui¢Ges dos extratos em solucgéo salina, preparada e colocada em tubos de ensaio.
Adicionou-se 5 ml de cada diluicdo em béqueres contendo 95 ml de meio BDA. Posteriormente
foi vertido 10 ml de meio em cada placa de Petri medindo 9 cm de diametro, totalizando 1,600
litros de meio utilizado no experimento. A repicagem do fungo foi realizada no interior de uma
Camara de Fluxo Laminar (Carollo & Filho, 2016). As placas foram lacradas com papel filme
e deixadas sobre a bancada do laboratério em temperatura ambiente. As medicGes foram
realizadas em dias alternados (dia sim e dia ndo) com o auxilio de um paquimetro digital,
totalizando 3 medicgdes para cada tratamento.

As analises foram feitas com a utilizagdo do software SISVAR 5.6 utilizando o teste

Shapiro Wilk a 5%. Os dados obtidos ndo apresentaram distribuicdo normal pelo teste de

Shapiro Wilk, sendo os mesmos transformados utilizando a formula matematica vx + 1.



3. Resultados e Discussao

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que nao houve diferenca estatistica
referente a interacdo do tratamento com as diferentes dilui¢des utilizadas, assim como também
ndo houve diferenca estatistica com relacdo aos diferentes tipos de dilui¢des utilizadas. No
entanto, no que se refere ao tipo de tratamento, houve diferenca estatistica, destacando-se o 6leo
de neem que apresentou melhor inibicdo do crescimento micelial que os demais tratamentos;

seguido do Oleo essencial de cravo-da-india que também apresentou bons resultados.

Tabela 1. Crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides em diferentes

dosagens (diluicdes) sob diferentes tratamentos. IF Goiano, Campus Ceres — GO, 20109.

Fatores Crescimento micelial (mm)

Tratamento (T)

Oleo de neem 0,86 a

Oleo essencial de cravo-da-india 4,82 a
Extrato aquoso de pimenta malagueta 37,86 b
Agua destilada 41,55 Db

Diluicdo (D)

101 22,13 a

1072 21,41 a

107 20,61 a

10 16,16 a

10° 26,06 a

Teste F

T 72,13 **

D 1,5 NS

TxD 1,15 NS

CV (%) 57,22

"> Nao significativo, pelo teste F, a 5% de probabilidade; CV (%): coeficiente de variacao.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2019.



Nota-se também na Tabela 1 que com relacéo as diluigdes utilizadas, houve inibi¢do do
crescimento micelial do fungo na dosagem mais fraca (107°), sendo este um bom resultado
encontrado nesta pesquisa.

Na Figura 1 é possivel observar o didametro do crescimento micelial do fungo

Colletotrichum gloeosporioides em placas de Petri aos seis dias de inoculagéo.

Figura 1. Diametro da coldnia de Colletotrichum gloeosporioides aos seis dias de inoculacéo
de diferentes produtos naturais. A — Oleo de Neem, B — Extrato aquoso de Pimenta Malagueta,

C — Oleo essencial de cravo-da-india e D — Testemunha.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2018.

A partir da Figura 1 é possivel notar que o tratamento utilizando 6leo de neem apresenta
o0 menor diametro de crescimento micelial (A), seguido do tratamento utilizando o 6leo
essencial de cravo — da — india (C). J& no tratamento utilizando extrato aquoso de pimenta
malagueta (B) e a testemunha (D) utilizando apenas agua destilada, o fungo preencheu todo o
didametro da placa de Petri.

O controle in vitro de C. gloeosporioides com extratos e Oleos vegetais tem sido
observado em varios trabalhos. Buffon et al. (2010), obtiveram resultados superiores ao deste
trabalho ao obterem uma inibicdo de 100% do crescimento micelial in vitro do fungo
Colletotrichum gloeosporioides utilizado o 6leo essencial de cravo-da-india na concentracao de

80%. No presente trabalho o oOleo essencial de cravo-da-india ndo inibiu por completo o



crescimento micelial do fungo, mas apresentou bons resultados de inibigdo com a utilizagdo da
menor concentragéo (107).

Os oOleos essenciais estdo cada vez mais sendo utilizados em estudos para que sejam
testados os seus efeitos antifungicos que buscam o controle de patdégenos, como € o caso da
antracnose causada pelo fungo C. gloeosporioides. O 6leo essencial de menta apresentou
excelentes resultados, inibindo completamente o crescimento micelial do fungo in vitro a uma
concentracdo de 100 pL (Andrade & Vieira, 2016).

Santos et al. (2018), estudaram o efeito de um revestimento para frutos de mamao com
incorporacdo do Oleo essencial de cravo-da-india, e obtiveram como resultados que os
revestimentos com fécula de mandioca associada ao 6leo essencial de cravo foram mais
significativos para o controle do crescimento da lesdo da antracnose. Nota-se entao que os 6leos
essenciais incorporados a outras substancias mantém o seu efeito antifingico, ndo sendo
necessario utiliza-los somente em estado puro ou diluido.

Avaliando o efeito antiflngico do 6leo de neem na inibicdo do crescimento micelial do
C. gloeosporioides na seringueira, Silva, Pereira & Nakano (2011), obtiveram resultados
semelhantes aos observados no presente estudo. O 6leo de neem chegou a inibir o crescimento
micelial do fungo em cerca de 60%. No presente trabalho observa-se que o tratamento que
obteve melhores resultados foi o de 6leo de neem, apresentando o menor didmetro de
crescimento micelial.

Sousa, Serra & Melo (2012), encontraram resultados que corroboram com esta pesquisa
ao estudarem os efeitos de alguns dleos essenciais no controle de C. gloeosporioides in vitro,
nas concentracdes 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0%, avaliando a taxa de crescimento micelial e o indice
de velocidade de crescimento micelial (IVCM). A partir disso constataram que dos 10 6leos
essenciais testados, apenas os 6leos de babacu, semente de uva e améndoa ndo apresentaram
bons resultados. No entanto os demais 6leos (eucalipto, copaiba, andiroba, coco, neem, horteld
e pau rosa) apresentaram excelentes resultados inibindo o crescimento micelial do fungo.

Rodrigues et al. (2011), estudando a eficiéncia do 0leo essencial de cravo-da-india em
diferentes concentragdes na inibicdo do crescimento micelial do fungo C. gloeosporioides in
vitro, obtiveram resultados superiores aos encontrados neste trabalho. A utilizacdo do 6leo
essencial de cravo-da-india na concentracdo de 0,5% inibiu em 100% o crescimento micelial
do fungo, sendo este o melhor resultado obtido no estudo. Com relacéo ao presente trabalho, o
6leo essencial de cravo-da-india ndo inibiu em 100% o crescimento micelial do fungo, porém

houve inibicdo do mesmo na menor concentracio (107).



Segundo Pierre (2009), o 6leo essencial de cravo-da-india nas concentracdes de 0,5%,
0,75% e 1,0% apresenta-se como um produto de alto potencial na reducio da Area Abaixo da
Curva de Progresso de Severidade (AACPS) da doenca mancha manteigosa causada pelo fungo
C. gloeosporioides em sementes e mudas de café. Observa-se entéo, que a utilizacdo do 6leo
essencial de cravo-da-india possui alto potencial para ser utilizado na redugdo de outras
doencas, como € o caso da mancha manteigosa, sendo eficiente também nos testes em sementes
e mudas.

Em alguns estudos realizados por Araujo, Toledo & Soares (2018), foi testado a atividade
antifungica do 6leo essencial de cravo-da-india nas concentragdes de 1%, 2%, 4%, 8% e 16%.
Obtiveram como resultados que a partir da concentragdo de 2% do 6leo essencial, ocorria a total
inibicdo do crescimento do patégeno Colletotrichum musae isolado de banana. No presente
trabalho ndo houve a inibicdo total do crescimento do patégeno C. gloeosporioides, no entanto
houve uma reducéo significativa com a utilizacdo da menor dose de 6leo essencial de cravo-da-
india.

Avaliando a atividade antifungica in vitro de 13 tipos de O&leos essenciais nas
concentracdes de 0,00%, 0,40%, 0,80%, 1,70%, 3,20%, 6,25%, 12,50%, 25,00%, 50,00% e
100,00%, em uma linhagem padrdo de C. gloeosporioides; Ramos, Andreani Junior &
Kozusny- Andreani (2016), verificaram que o 6leo de neem apresentou atividade antiflngica
com uma concentragdo de, 6,25%. No presente estudo o melhor resultado foi obtido com a
utilizacdo do 6leo de nem, apresentando resultados de inibicdo inclusive na menor concentracao
utilizada (10°°).

A utilizacdo de outros dleos essenciais em outras espécies também se apresenta eficaz no
controle da antracnose. Costa, Oliveira & Santos (2019), avaliaram o efeito do dleo fixo de
pinhdo bravo no controle in vitro de Colletotrichum musae, causador da antracnose em
cultivares de bananeira, nas concentracdes de 0,1; 1 e 10%. Com este estudo chegaram a
conclusdo de que o 6leo fixo de pinhdo bravo obteve resultados de inibicdo do crescimento
micelial acima de 90%, chegando a 96,26%; ja o fungicida (Difenoconazol) testado também
neste estudo, apresentou apenas 90,55% de inibi¢do. Pode-se observar que os métodos naturais
em alguns estudos apresentam melhores resultados na inibicdo do crescimento micelial do
fungo do que os fungicidas criados sinteticamente e que causam danos ao meio ambiente.

Avaliando o crescimento micelial in vitro de Colletotrichum musae e Colletotrichum
gloeosporioides fazendo o uso de 6leos essenciais de Citrus spp. nas concentragdes de 0,05%;

0,25%; 0,5%; 1%, Moura et al. (2017), obtiveram excelentes resultados. O 6leo de Liméo
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Siciliano (C. limom) obteve destaque, inibindo o crescimento micelial do fungo em 100% na
concentracédo de 1%. No presente estudo ndo houve inibicdo em 100% do crescimento micelial
do fungo Colletotrichum gloeosporioides com a utilizacdo de 6leo de nem, porém o mesmo
apresentou bons resultados de inibicdo com a utilizagdo da menor dose (107°), sendo interessante
realizar mais estudos com concentra¢fes menores para avaliar qual a concentracdo minima de

6leo de neem que ja apresenta resultados de inibicao.

4. Considerac0es Finais

A utilizacdo do 6leo de neem apresentou os melhores resultados, sendo eficiente na
inibicdo do crescimento micelial do fungo desde a menor concentragdo (107°). O 6leo essencial
de cravo-da-india apresentou bons resultados de inibicdo desde a menor concentragéo (107),
porém ndo obteve tanto destaque quanto o 6leo de neem. J& a utilizacdo de extrato aquoso de
pimenta malagueta ndo obteve bons resultados, inibindo muito pouco o crescimento micelial

do fungo.
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