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RESUMO

ARAUJO, Jacquelinne Alves de Medeiros. NANOPARTICULAS, OLEOS
ESSENCIAIS E EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE IN VITRO DE
FUNGOS FITOPATOGENICOS. 2014. 114f. Dissertacio (Mestrado em
Agronomia: Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).
Mossord-RN, 2014.

A ocorréncia de doencas, especialmente as flngicas, tem ocasionado perdas
severas na producdo brasileira de frutas, tanto no campo quanto em pos-colheita.
Em virtude do mau uso de agrotoxicos poder acarretar problemas de contaminagéo
ambiental e riscos a saude humana, tem-se buscado obter novas técnicas de
controle alternativo de doencgas, como é o caso do emprego de 6leos essenciais e
extratos vegetais e, mais recentemente, da nanotecnologia. No entanto, ainda séo
escassas informacBes na literatura sobre o uso de extratos e Oleos vegetais, e
principalmente de nanoparticulas no controle de determinados fungos
fitopatogénicos. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de
diferentes concentragdes de nanoparticulas, 6leos essenciais e extratos vegetais no
controle in vitro de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum musae e Rhizoctonia solani. O trabalho foi dividido em quatro
capitulos, sendo os experimentos conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado e realizados no Laboratério de Fitopatologia da UFERSA. O primeiro
capitulo consiste na introducdo geral e referencial tedrico sobre o tema abordado
neste trabalho. O segundo, dividido em nove experimentos, trata do efeito das
nanoparticulas de prata (FDAg-12/90; FDAg-12/90-100; e FDAgBH-100) e da
nanoparticula de goma de cajueiro no controle de F. pallidoroseum, C.
gloeosporioides, C. musae e R. solani. O terceiro, dividido em oito experimentos,
aborda o efeito do dleo comercial de nim (Azadirachta indica) e do 6leo essencial
de eucalipto (Eucalyptus staigeriana) encapsulado com nanoparticula de goma de
cajueiro no controle de F. pallidoroseum; C. gloeosporioides; C. musae; e R.
solani. O quarto, dividido também em oito experimentos, trata da avaliacdo do
extrato aquoso de semente de nim e do extrato comercial da alga Ascophyllum
nodosum no controle de F. pallidoroseum; C. gloeosporioides; C. musae; e R.
solani. A avaliagdo da eficiéncia no controle dos patogenos foi realizada
diariamente, até o crescimento total da testemunha sobre a placa petri, por meio da
medicdo do didmetro colonial do fungo com posterior calculo do crescimento
radial diario. Conforme os resultados, entre as nanoparticulas de prata, a FDAgBH-
100 foi a que apresentou efeito inibitorio sobre o crescimento micelial dos
patégenos, especialmente sobre F. pallidoroseum e C. musae, com,
respectivamente, 15,68% e 14,08% de inibicdo. A nanoparticula de goma de
cajueiro apresentou efeito inibitorio, principalmente sobre C. musae e C.
gloeosporioides, com, respectivamente 7,46% e 8,95% de inibi¢do. O 6leo de nim
apresentou inibicdo, principalmente sobre o crescimento de F. pallidoroseum e C.



gloeosporioides, com 17,64% e 15,18%, respectivamente. O 06leo essencial de
eucalipto apresentou inibigdo, principalmente sobre o crescimento de F.
pallidoroseum e C. gloeosporioides, com, respectivamente 12,28% e 10,00% de
inibicdo. O extrato aquoso de sementes de nim proporcionou inibicdo total sobre o
crescimento de C. musae e C. gloeosporioides, enquanto que quando autoclavado,
esse percentual foi reduzido. O extrato de A. nodosum, apresentou efeito inibitorio
principalmente sobre o crescimento de R. solani, com 42,25% de inibicdo. Dessa
forma, todos constituem em alternativas promissoras no manejo desses fungos
fitopatogénicos.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Fungos fitopatogénicos. Controle. Inibicdo de
crescimento.



ABSTRACT

ARAUJO, Jacquelinne Alves de Medeiros. NANOPARTICLES, ESSENTIAL
OILS AND EXTRACTS PLANT IN CONTROL IN VITRO
PHYTOPATHOGENIC FUNGI. 2014. 114 f. Dissertation (M.Sc in Agronomy,
Plant Science) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Mossord-
RN, 2014.

The occurrence of diseases, especially fungal, has caused severe losses in Brazilian
fruit production, both in the field and post-harvest. Because the misuse of
pesticides can lead to problems of environmental contamination and human health
risks, researchers have tried to obtain new techniques of alternative disease control,
such as the use of essential oils and plant extracts and, more recently,
nanotechnology. However, there is still little information in the literature on the use
of extracts and vegetable oils, and especially of nanoparticles in the control of
certain pathogenic fungi. Therefore, the aim of this study was to evaluate the
efficacy of different concentrations of nanoparticles, essential oils and plant
extracts on the in vitro control of Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum
gloeosporioides, Colletotrichum musae and Rhizoctonia solani. The work was
divided into four chapters, and the experiments were conducted in a completely
randomized and performed in the Laboratory of Phytopathology UFERSA design.
The first chapter consists of general introduction and theoretical background about
the topic of this work. The second, divided into nine experiments, this effect of
silver nanoparticles (FDAg-12/90; FDAg-12/90-100, and FDAgBH-100) and
nanoparticle cashew gum in controlling F. pallidoroseum, C. gloeosporioides, C.
musae and R. solani. The third, divided into eight experiments, discusses the effect
of commercial oil of neem (Azadirachta indica) and the essential oil of eucalyptus
(Eucalyptus staigeriana) encapsulated with gum cashew nanoparticle in control of
F. pallidoroseum; C. gloeosporioides; C. musae; and R. solani. The room, also
divided into eight experiments, evaluates the agueous extract of neem seed extract
and commercial seaweed Ascophyllum nodosum in control of F. pallidoroseum; C.
gloeosporioides; C. musae; and R. solani. The evaluation of the efficiency in the
control of pathogens was performed daily until the total growth of the witness on
the petri dish, by measuring the diameter of the colonial fungus with subsequent
calculation of the daily radial growth. According to the results, between the silver
nanoparticles, the FDAgBH-100 showed the inhibitory effect on mycelial growth
of pathogens, especially on F. pallidoroseum and C. musae, with, respectively,
15,68% and 14,08% of inhibition. The nanoparticle of cashew gum showed
inhibitory effect mainly on C. musae and C. gloeosporioides, with respectively
7,46% and 8,95% inhibition. The neem oil showed inhibition, mainly on the
growth of F. pallidoroseum and C. gloeosporioides, with 17,64% and 15,18%,
respectively. The eucalyptus essential oil showed inhibition, mainly on the growth



of F. pallidoroseum and C. gloeosporioides, with respectively 12,28% and 10,00%
inhibition. The aqueous extract of neem seed gave complete inhibition on the
growth of C. musae and C. gloeosporioides, whereas when autoclaved, this
percentage was reduced. The extract of A. nodosum, presented mainly inhibitory
effect on the growth of R. solani with 42,25% inhibition. Thus, all constitute
promising alternatives in the management of these pathogenic fungi.

Keywords: Plant extracts. Plant pathogenic fungi. Control. Inhibition of growth.
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CAPITULO I

INTRODUGCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

O Brasil, apesar de estar, segundo a SEAB (2012), entre os trés maiores
produtores mundiais de frutas, ainda possui pequeno volume exportado,
principalmente devido a ocorréncia de perdas na producdo, as quais podem estar
associadas a problemas de ordem fisiolégica, a danos mecanicos ou ataques de
micro-organismos tanto na pré quanto na pés-colheita, dentre os quais os fungos
ocasionam as perdas mais severas na producdo (MARI e GUIZZARDI, 1998;
SILVEIRA et al., 2005).

Dentre as principais doencas fangicas que acometem as culturas, destacam-
se as podridBes pos-colheita, como as ocasionadas por Fusarium pallidoroseum
(Cooke) Sacc., Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc. e Colletotrichum
musae (Berk. & Curtis) Arx, além dos danos ocasionados por patdgenos
radiculares, como é o caso de Rhizoctonia solani Kuhn (MICHEREFF et al., 2005;
SILVEIRA et al., 2005).

Diante da incidéncia e severidade de doencas, torna-se necessaria a adogao
de estratégias de controle a fim de garantir maior sanidade e, consequentemente,
producdo e produtividade da espécie vegetal explorada. De maneira geral, para o
controle de doengas flngicas na agricultura, ainda predomina o uso de fungicidas
sintéticos. Entretanto, o uso incorreto destes fungicidas na agricultura pode
acarretar contaminagdo ambiental, ocasionar mortalidade em inimigos naturais e
polinizadores, selecionar populacées resistentes de pragas, provocar a presenca de
residuos em alimentos e ainda ocasionar intoxicacdo em aplicadores e
consumidores (ROEL et al., 2000; CARNEIRO et al., 2007; CARVALHO et al.,
2008).
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Desta forma, tém sido intensificados os esforgos e pesquisas visando a
insercdo de taticas alternativas de controle no manejo de doengas, como, por
exemplo, o uso de fungicidas naturais de origem botanica (ARAUJO e COSTA,
2013), controle bioldgico, além do recente emprego da nanotecnologia, que,
segundo Furlaneto (2011), representa uma inovacgdo na area da agricultura.

Pesquisas tém demonstrado a eficiéncia de Oleos e extratos vegetais no
controle de doencas de plantas, aumentando as expectativas de insercdo desses
produtos no manejo de doencas em sistemas agricolas (CARNEIRO et al., 2007).

Desta forma, a eficiéncia de produtos derivados da Azadirachta indica A.
Juss., espécie popularmente conhecida como nim, além de Oleos essenciais de
eucalipto, bem como de outras espécies vegetais, como é o caso de extratos da alga
Ascophyllum nodosum L., tem sido avaliada no controle de fitopatdgenos (MELLO
et al., 2005; CARNEIRO et al., 2007; ABREU et al., 2008; DIAS-ARIEIRA et al.,
2010; GARCIA et al., 2012).

A nanotecnologia estd associada a produgdo de compostos, a partir de
atomos, na escala dos nanémetros e vem sendo empregada em diversas areas, como
na Fisica, Quimica, Biologia, Engenharia de Materiais, Eletronica, Medicina e,
mais recentemente, na Agricultura (RIBOLDI, 2009; FURLANETO, 2011).

Na agricultura, pode ser aplicada na producdo de nanofertilizantes,
nanocidas, além da producdo de nanocompositos para revestimentos com peliculas
plésticas usados em embalagens de alimentos visando a aumentar a vida Util desses
produtos (FURLANETO, 2011).

Diversos nanocompositos podem ser usados na agricultura, como é o caso
das nanoparticulas de calcio, de prata e as de dioxido de titAnio (CUPERTINO,
2009). No entanto, ainda sdo escassos estudos sobre o uso destas no controle in
vitro de fungos, especialmente quando utilizados de maneira isolada, ou seja, sem

adicéo de fungicidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FRUTICULTURA BRASILEIRA

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com uma producéo
superior a 42 milhdes de toneladas, sendo superado apenas por China e india. As
principais frutas produzidas no pais sdo a laranja (Citrus spp.), a banana (Musa
spp.) e o abacaxi (Ananas spp.), que juntas compreendem a 67% da producédo
nacional de frutas. O estado de Sdo Paulo é o maior produtor nacional de laranja e
banana, sendo responsavel por 77,2% e 18,5% da producdo, respectivamente, ao
passo que o abacaxi tem como principais produtores os estados de Minas Gerais,
Paraiba e Pard, que juntos respondem por 48,4% da produgdo nacional (SEAB,
2012).

No entanto, apesar de o cenario produtivo brasileiro ser positivo, o volume
de exportacgdo ainda é pequeno, inferior a 2% do montante da producédo de frutas,
sendo esse baixo volume associado a ocorréncia de perdas na produgdo, com
valores que podem atingir indices de 30 a 40% da quantidade produzida
(SILVEIRA et al., 2005; SEAB, 2012).

Essas perdas podem ser ocasionadas por diferentes fatores, como: danos
fisiologicos; devido & respiracdo, a0 amadurecimento e a senescéncia natural das
plantas e frutos, danos mecanicos, como 0s ocasionados no campo, N0 manuseio e
uso de embalagens, transportes e armazenamento inadequados, e ainda perdas
provocadas pelo ataque de micro-organismos, tanto na pré quanto na pos-colheita,
dentre os quais os fungos ocasionam as perdas mais severas na producédo (MARI e
GUIZZARDI, 1998; SILVEIRA et al., 2005).
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2.2 PRINCIPAIS DOENGAS FUNGICAS NA FRUTICULTURA

O ataque de micro-organismos tem ocasionado severas perdas na producao
brasileira de frutas, especialmente as ocasionadas por fungos, dos quais se
destacam as podriddes poOs-colheita e os danos ocasionados por patdgenos
radiculares (MICHEREFF et al., 2005; SILVEIRA et al., 2005; FISCHER et al.,
2007). Com relacdo as podriddes fungicas pos-colheita mais frequentes, ha aquelas
ocasionadas por Colletotrichum sp., Alternaria spp. e Fusarium spp., sendo
Fusrium oxysporum Schlecht., Fusarium roseum (Link) Snyder & Hansen e
Fusarium solani (Mart.) Sacc. (SILVEIRA et al., 2005) as espécies mais comuns.
No caso dos patdgenos radiculares, os de grande destaque sdo os fungos, como a
Macrophomina phaseolina (Tass.) Goid., Phytophthora spp. e Rhizoctonia spp.,
deste ultimo a principal espécie é Rhizoctonia solani (MICHEREFF et al., 2005;
BUENO JUNIOR, 2006).

2.2.1 Doengas Pos-colheita

As perdas pos-colheita podem ser definidas como aquelas que ocorrem
ap6s a colheita dos frutos em decorréncia de danos causados pela falta de
comercializacdo ou do consumo do produto em tempo habil, como é o caso de
danos ocorridos durante o transporte, 0 armazenamento e a comercializacdo dos
produtos, especialmente em locais distantes do sitio de produgdo desses frutos
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).

As doencas pds-colheita podem ocorrer ainda no campo; neste caso, elas
permanecem em estagio latente, manifestando-se apenas apds a colheita sob
condi¢bes ambientais favordveis (GOMES, 1996; DANTAS et al., 2003). A
penetracdo do patdégeno no hospedeiro pode ocorrer por meio da epiderme intacta,
de ferimentos ocasionados na colheita, no transporte ou no armazenamento dos
frutos e ainda por meio de aberturas naturais, como lenticelas e estdmatos
(ZAMBOLIM et al., 2002; DANTAS et al., 2003).
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Podriddes pods-colheita podem apresentar tanto causas parasitarias como
fisiologicas. As causas parasitarias consistem naquelas que sempre tém como
agente causal fungos, leveduras e bactérias. As causas fisioldgicas ndo apresentam
um parasita primario, sendo as doencgas ocasionadas por fatores internos do fruto
ou devido a uma conservacao inadequada, em que a a¢do de parasitas secundarios —
fungos, bactérias ou insetos — pode contribuir com essas alteracdes abidticas
(TUSET, 1996).

No caso das ocasionadas por fungos, estas sdo as que ocorrem com maior
frequéncia, em virtude da grande diversidade de espécies do patégeno envolvidas,
bem como da eficiéncia dos diversos mecanismos de penetracdo que esses
patdgenos possuem, sendo responsaveis por 80 a 90% das perdas ocasionadas por
fitopatogenos (GULLINO, 1994; DANTAS et al., 2003; TERAO et al., 2008).

2.2.1.1 Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc.

O patégeno Colletotrichum gloeosporioides € responsavel por uma
importante doenga pds-colheita: a antracnose — que ocorre em diversos frutos
tropicais, como, por exemplo, mamdo (Carica papaya L.), manga (Mangifera
indica L.) e goiaba (Psidium guajava L.), dentre outros — cujos sintomas se
manifestam na fase de amadurecimento do fruto, durante seu transporte e
armazenamento (BUFFON et al., 2009; MACHADO et al., 2013).

Os sintomas compreendem lesdes circulares, deprimidas, medindo até 5 cm
de didmetro, em torno das quais forma-se um tecido aquoso, e na regido central das
lesbes apresenta-se uma massa de esporos de coloracdo laranja ou rosada
(REZENDE e FANCELLI, 1997; MACHADO et al., 2013).

Segundo Rezende e Fancelli (1997), a severidade da doenca é afetada pelas
condi¢bes ambientais, como alta temperatura (sendo 28 °C a temperatura Gtima
para seu desenvolvimento) e alta umidade, e a principal forma de dispersdo do

referido pat6geno é a agua e o vento. Além disso, em caso de auséncia de medidas
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de controle, nos meses mais quentes do ano, a incidéncia dessa doenca pode atingir
de 70 a 100% dos frutos (CARNELOSSI et al., 2009).

2.2.1.2 Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) Arx

Segundo Cordeiro e Kimati (1997), Colletotrichum musae é um fungo que
apresenta grande diversidade de formas e tamanhos de esporos, caracteristicas
culturais, bem como de patogenicidade. Além disso, é responsavel pela antracnose
em banana (Musa spp.), doenga importante presente tanto na pré-colheita (a qual
ocorre em frutos verdes em que a infec¢do permanece quiescente até a maturagao
dos frutos, em virtude dos taninos presentes apenas nas cascas de frutos verdes)
quanto na pos-colheita dos frutos (em que a infeccdo se manifesta durante o
periodo de transporte e armazenamento dos frutos).

Os sintomas caracterizam-se pela formacéo de lesdes escuras e deprimidas
sobre as quais, em condicGes de alta umidade, surgem as frutificagcdes rosadas do
patdgeno, sendo que normalmente a polpa nao é afetada, exceto quando exposta a
condicOes de alta temperatura ou quando o fruto estd em estagio avancado de
maturacdo (CORDEIRO e KIMATI, 1997).

2.2.1.3 Fusarium pallidoroseum (Cooke) Sacc.

O fungo Fusarium pallidoroseum €é comumente saprofita, podendo
ocasionar principalmente podriddes em raizes e frutos na pos-colheita,
especialmente devido a ferimentos ocasionados no manuseio, armazenamento e
transporte inadequados (TERAO et al., 2008).

A disseminag&o ocorre por meio do vento, da 4gua ou do contato direto do
fruto com solo contaminado por esse patdgeno (SNOWDON, 1990; DIAS e

TERAO, 2006). Sua penetragdo ocorre principalmente por meio de ferimentos, mas
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pode se dar por meio de aberturas naturais, como as lenticelas (BRUTON et al.,
1998).

As podriddes em frutos consistem em lesGes principalmente na zona de
abscisdo peduncular, em que inicialmente surgem pequenas lesGes acompanhadas
de intenso crescimento micelial de coloracdo branca, e quando os frutos sdo
submetidos a condi¢des ambientais favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno,
como temperatura em torno de 30 °C, pode ocorrer rapido crescimento das lesdes,
acarretando em fissuras, podendo implicar na completa destruicdo do fruto, cujas
infeccBes podem inviabilizar a comercializagdo, especialmente para o mercado
externo (DIAS e TERAO, 2006; FREIRE, 2006).

2.2.2 Doengas ocasionadas por patdgenos radiculares

Patogenos radiculares podem ser definidos como organismos que passam a
maior parte do seu ciclo de vida no solo, infectando 6rgéos subterraneos ou caules
de plantas, com capacidade de sobreviver na auséncia de seus hospedeiros
(HILLOCKS e WALLER, 1997; MICHEREFF et al., 2005).

Dentre eles, os que merecem destaque sdo os fungos, as bactérias e os
nematdides, sendo os fungos o maior grupo de patdgenos radiculares, ocorrendo
em todos os sistemas agricolas e causando danos nas principais espécies cultivadas,
em virtude de apresentarem alta capacidade de competigdo saprofitica e possuirem
estruturas de resisténcia (como odsporos, clamidésporos, esclerdcios) que os
tornam capazes de sobreviver em condi¢es ambientais adversas e permanecer
viaveis mesmo na auséncia do hospedeiro, como é o caso da Macrophomina
phaseolina, Phytophthora spp. e Rhizoctonia spp. (MICHEREFF et al., 2005;
BUENO JUNIOR, 2006).
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2.2.2.1 Rhizoctonia solani Kuhn

Rhizoctonia solani é um fungo cosmopolita, que apresenta ampla gama de
hospedeiros (BOTELHO et al., 2001). Sobrevive saprofiticamente no solo e
ocasiona podriddes em raizes, cancros em colo e caule, aléem de tombamento de
plantulas e plantas (CASTRO, 2007). Sobre a superficie dos tubérculos, formam-se
esclerodios, que consistem em estruturas de resisténcia do patdgeno, sendo
importantes fontes de inoculo para as plantas (GIOVANNINI et al., 2005). Sua
disseminagdo ocorre por meio do vento, da chuva, do homem, animais ou
implementos agricolas contaminados (ONESIROSAN, 1975).

Com relacdo a sintomatologia, tem-se como exemplo a queima das folhas,
na qual se observa coloracdo cinza nas areas queimadas, ataque em reboleira,
desfolha precoce e até a morte da planta, além do tombamento das mudas,
ocorrendo tanto na pré quanto na pés-emergéncia (FERREIRA, 1989; FERREIRA
1991; REZENDE e FERREIRA, 1992; CASTRO, 2007).

2.3 CONTROLE DE DOENCAS DE PLANTAS

O controle de doencas fungicas na agricultura ainda é baseado no controle
quimico por meio do uso de fungicidas. Entretanto, € crescente a preocupacao
mundial em relacdo ao uso de agrotoxicos na agricultura, principalmente devido
aos problemas que seu mau uso pode acarretar, como contaminacdo ambiental,
mortalidade de inimigos naturais e polinizadores, residuos em alimentos e
intoxicacdo de trabalhadores e consumidores.

Tem-se buscado, portanto, inserir taticas alternativas de controle no manejo
de doencgas, como, por exemplo, 0 uso de fungicidas naturais de origem boténica,
uso do controle biologico, além do recente emprego da nanotecnologia (ROEL et
al., 2000; CARNEIRO et al., 2007; CARVALHO et al., 2008; FURLANETO,
2011).
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2.3.1 Controle Quimico

O controle quimico por meio do emprego de agrotdxicos muitas vezes é
tido como a Unica forma eficiente e vidvel no controle de doengas em plantas,
garantindo alta produtividade e qualidade na producdo. Os fungicidas sdo o grupo
mais importante no controle de doencas, sendo classificados quanto ao modo de
aplicacdo em erradicantes ou de contato; protetores ou residuais e fungicidas
sistémicos (MICHEREFF, 2001). Entretanto, seu uso inadequado pode ocasionar
problemas de contaminagdo ambiental e riscos a saide humana (ROEL et al., 2000;
CARNEIRO et al., 2007; CARVALHO et al., 2008).

2.3.2 Controles Alternativos de Doencas

Em virtude dos inimeros problemas ambientais e a saide humana que o
mau uso dos agrotoxicos pode acarretar, tem-se buscado o desenvolvimento de
novas estratégias de controle que possam ser inseridas no manejo de doencas de
forma eficiente. Uma nova estratégia que vem sendo empregada recentemente no
controle de doencas é a nanotecnologia, a qual, segundo Furlaneto (2011),
compreende uma inovagao na area tecnolégica da agricultura.

Além disso, outras estratégias também vém sendo utilizadas no controle de
doencas. Dentre elas, tem-se 0 emprego de 6leos essenciais e extratos vegetais
provenientes do nim, que vem sendo amplamente estudada por possuir principios
ativos com acdo inseticida e fungicida, além de dleos essenciais de eucalipto
(Eucalyptus staigeriana F. Muell.), bem como de outras espécies vegetais, como é
0 caso de extratos da alga Ascophyllum nodosum. Outros derivados de vegetais
também vém sendo usados no controle de agentes fitopatogénicos, como é o caso
da goma arabica no controle de fungos e da goma de cajueiro no controle de
bactérias (CARNEIRO, 2007; MOSSINI e KEMMELMEIER, 2005; DIAS-
ARIEIRA et al., 2010; MAQBOOL et al, 2010; CAMPQOS et al., 2012; GARCIA et
al., 2012).
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2.3.2.1 Nanotecnologia

A Nanotecnologia baseia-se na criacdo de particulas a partir de moléculas
de atomos em uma escala nanométrica (10° m) por meio da utilizacdo do
microscopico eletrdnico de varredura (RIBOLDI, 2009; FURLANETO, 2011).

O termo Nanotecnologia foi criado em 1974 por Norio Taniguchi, e seu uso
se intensificou a partir dos anos 80 com a invencdo do microscépio de tunelamento
e do microscopico de forca atbmica, o que garantiu a analise de estruturas
nanométricas, além do desenvolvimento de nanotubos de carbono (RIBOLDI,
2009).

As nanoparticulas, embora do mesmo elemento quimico que as moléculas
maiores, comportam-se distintamente destas quanto a colorag¢do, condutividade
elétrica e propriedades termodinamicas, ja que o tamanho das particulas modifica a
natureza das interaces das forcas entre as moléculas do material, fazendo variar,
portanto, seu impacto sobre o meio ambiente, salde humana e a sociedade como
um todo (RIBOLDI, 2009).

Essas particulas ocorrem de trés formas: esféricas, baculiformes e
lamelares. As particulas esféricas eram utilizadas inicialmente para reduzir o custo
de resinas mais caras, dentre as quais se tem a silica (SiO,), carbonato de calcio
(CaCO0:s) e dioxido de titanio (TiO,), que vém sendo utilizados para formagdo de
nanoparticulas. Como exemplos de baculiformes, ha os nanotubos de carbono, que
sdo os mais estudados, além dos nanotubos de dioxido de titanio e nanofibras de
carbono. Ja nas lamelares, tem-se a argila mineral montmorilonita (CUPERTINO,
2009).

Pesquisas envolvendo a nanotecnologia vém sendo desenvolvidas em
diversas areas, como na Fisica, Quimica, Biologia, Eletrénica, Medicina e mais
recentemente na Agricultura (RIBOLDI, 2009; FURLANETO, 2011).

As nanoparticulas normalmente sdo sintetizadas por meio de métodos
fisicos, quimicos e biologicos, e em virtude dos métodos fisicos e quimicos
requererem alto custo de energia, além de poder envolver substancias toxicas. Tem

sido intensificado o uso do método bioldgico, que pode ser realizado por meio de:
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emprego de bactérias; utilizagdo de fungos, processo denominado de micossintese,
como 0 emprego de diversas espécies de Fusarium spp. para a biossintese de
nanoparticulas metalicas; emprego de plantas, processo denominado fitossintese,
como no caso da utilizacdo do mamédo (Carica papaya L.) para a biossintese de
nanoparticulas; além do emprego de cianobactérias e actinomicetos. Ressalte-se
que dentro da biossintese verde sdo mais empregadas as proteinas oriundas de
fungos e plantas, que atuardo como agentes de protecdo e estabilizacdo das
nanoparticulas sintetizadas (RAI, 2003).

Na agricultura, representa uma importante inovagdo tecnoldgica, de vez que
proporcionara melhorias na produtividade e qualidade dos produtos, podendo ser
utilizada na produgdo de nanofertilizantes, nanocidas ou pesticidas encapsulados
em nanoparticulas para liberacdo controlada, além da producéo de nanocompoésitos
e nanobiocompositos para revestimentos com peliculas plésticas usados em
embalagens de alimentos visando ao aumento de sua vida util (FURLANETO,
2011). No entanto, ainda sdo bastante escassos estudos que se referem ao uso da
nanotecnologia no controle in vitro de agentes fitopatogénicos.

2.3.2.1.1 Nanoparticulas de Prata

As nanoparticulas de prata apresentam amplo espectro de acdo contra
bactérias, especialmente as Staphylococcus aureus (Rosenbach), Escherichia coli
(Migula) e Pseudomonas aeruginoa (Schroter.); fungos, como Candida albicans
(Robin) Berkhout; além de ser altamente eficazes como agentes antivirais (RAI,
2003).

Carreira et al. (2009), avaliando a eficiéncia antimicrobiana das
nanoparticulas de prata sobre esporos, leveduras e bactérias em diferentes tempos
experimentais (5, 10, 15 e 30 minutos), observaram reducéo significativa no tempo
experimental de trinta minutos para bactérias avaliadas na forma vegetativa
(Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans Clarke, Escherichia coli e

Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder) Schleifer e Kilpper-Balz, com
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respectivamente 99,9; 99,7; 77,6 e 93,7%) e uma eliminagdo total de Candida
albicans ja a partir do tempo experimental de cinco minutos, observando ainda a
influéncia do tempo de contato dos micro-organismos com as hanoparticulas de
prata com a efetividade da prata.

Kim et al. (2009), avaliando o efeito antifingico de nanoparticulas de prata
no controle in vitro de Raffaelea sp., observaram que o crescimento do fungo foi
significativamente inibido em funcéo da dose aplicada (0; 5; 10 e 25 ppm),de modo
gue quanto maior a dose menor foi o crescimento de hifas do fungo, observando-se
ainda efeitos prejudiciais das nanoparticulas de prata sobre a germinacdo dos
conidios.

Kim et al. (2012) avaliaram o efeito antifingico de trés diferentes
nanoparticulas de prata (WA-CV-WAL13B; WA-AT-WB13R; WA-PR-WB13R)
em diferentes concentracGes (10; 25; 50 e 100 ppm) no controle in vitro de dezoito
espécies de fungos fitopatogénicos e observaram que a inibicdo total do
crescimento da maioria dos patégenos foi observada na concentragdo de 100 ppm
das nanoparticulas, sendo a nanoparticula de prata WA-CV-WA13B a que
apresentou maior potencial de inibicdo, indicando, além disso, que as taxas de
inibicdo dependem da concentracdo das nanoparticulas aplicada.

2.3.2.1.2 Nanoparticulas de Goma de Cajueiro

A goma de cajueiro é um heteropolissacarideo &cido, sollvel em agua e
precipitado com solventes organicos polares, como o etanol (CAMPOS et al.,
2012). E exudado de cajueiros (Anacardium occidentale L.) por meio de
ferimentos realizados especialmente nos troncos dessas arvores (TORQUATO et
al., 2004).

A composicao de polissacarideos da goma de cajueiro, segundo Campos et
al. (2012), varia conforme a fonte, a idade da planta, as condi¢des climéticas e o

tempo de exsudacdo. Entretanto, segundo Ofori-kwakye et al. (2010), a goma de
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cajueiro é constituida por 61% de galactose, 14% de arabinose, 7% ramnose, 8% de
glucose e 5% de &cido glucurdnico.

A goma de cajueiro é estruturalmente semelhante & goma ardbica, ambas
possuindo cadeias de polissacarideos compostas por acido glicurbnico e
galacturdnico, que podem estar associados a sua atividade antimicrobiana
(MARQUES et al., 1992; CAMPOS et al., 2012; SILVA et al., 2013).

Campos et al. (2012), avaliando a atividade antimicrobiana de goma de
cajueiro bruta e purificada sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterococcus faecium, Candida albicans, Listeria innocua
(Hofer) e Lactobacillus acidophilus (Enpac), observaram que ambas inibiram o
crescimento da maioria dos micro-organismos estudados, sendo que a goma de
cajueiro bruta inibiu apenas as bactérias Gram-positivas ao passo que a goma de
cajueiro purificada inibiu todos os micro-organismos estudados, exceto C. albicans
e L. acidophilus.

Segundo Silva et al. (2013), considerando a escassez de trabalhos sobre o
terma, o emprego da goma de cajueiro na nanotecnologia representard importantes
avancos tecnolégicos. Os trabalhos existentes sobre nanoparticulas de goma de
cajueiro estdo relacionados a sua sintese e ndo diretamente a sua aplicacdo na area
da agricultura, como o controle de agentes fitopatogénicos.

Santos et al. (2009), avaliando a sintese de nanoparticulas de goma de
cajueiro, observaram que a interagdo goma de cajueiro oxidada e goma de cajueiro
com a quitosana é bastante promissora para a formagéo das nanoparticulas, sendo
gue a goma de cajueiro oxidada produziu nanoparticulas superiores as formadas
pela adi¢do da goma de cajueiro a quitosana. Apesar de possuirem maior tamanho,
as nanoparticulas sintetizadas com goma de cajueiro oxidada mostraram-se mais
homogéneas e com baixo indice de polidispersao.

Moura (2009), avaliando a sintese de nanoparticulas a base de goma do
cajueiro para aplicacdo em sistemas de liberacdo de farmacos, observou que na
sintese via enxertia de poliacrilamida em goma de cajueiro a liberacdo dos
farmacos foi afetada pelo pH do meio, indicando que essas nanoparticulas

apresentaram-se promissoras quanto a liberacdo de farmacos sensiveis ao pH, ao
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passo que as de goma modificada hidrofobicamente apresentaram potencial de
utilizagdo como matrizes na liberacdo de farmacos hidrofobicos.

2.3.2.2 Oleos e extratos vegetais no controle de fungos fitopatogénicos

De acordo com Copping e Duke (2009), produtos naturais sao utilizados ha
milhares de anos pelo homem para beneficio da humanidade.

Segundo Carneiro et. al. (2007), algumas pesquisas tém demonstrado a
eficiéncia de Oleos e extratos vegetais no controle de doengas de plantas,
aumentando as expectativas de insercdo desses produtos no manejo de doengas em
sistemas agricolas.

Desta forma, a eficiéncia de produtos vegetais, como derivados de nim e de
eucalipto, tem sido avaliada no controle de fitopatégenos (MELLO et al., 2005;
PIGNONI e CARNEIRO, 2005; CARNEIRO et al., 2007; LUDWIG et al., 2007;
DIAS-ARIEIRA et al., 2010; PIATI et al., 2011; GARCIA et al., 2012), sendo
obtidos resultados satisfatorios.

Além disso, derivados de algas, como é o caso de extratos de Ascophyllum
nodosum, vém sendo bastante empregados na agricultura, atuando tanto como
bioestimulantes (por serem importantes fontes de nutrientes) quanto no controle de
agentes fitopatogénicos (MARTINS, 2006; ABREU et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2011; KOYAMA et al., 2012).

2.3.2.2.1 Derivados de Nim (Azadirachta indica A. Juss.) no controle de doencas

O nim é uma planta da familia Meliaceae, originaria da india, e que foi
introduzida no Brasil no ano de mil novecentos e oitenta e seis (MARTINEZ,
2002). Nas Ultimas décadas, essa espécie botanica vem sendo amplamente estudada
por possuir principios ativos com acdo inseticida e fungicida, sendo a azadiractina,

azadiradione, nimbim e salanim o0s principais responsaveis por esse efeito
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(SCHMUTTERER, 1990; SURESH et al., 2004; MELLO et al., 2005; MOSSINI e
KEMMELMEIER, 2005; PIGNONI e CARNEIRO, 2005; CARNEIRO et al.,
2007; NEVES e CARPANEZZI, 2008; SILVA et al., 2009; MATIAS et al., 2011;
GARCIA et al., 2012).

A eficiéncia de derivados de nim no controle de agentes fitopatogénicos ja
foi relatada por diversos pesquisadores. Rovesti et al. (1992), avaliando a eficiéncia
de extratos de nim no controle de fungos, verificaram que o extrato aquoso de
sementes de nim aplicado na concentragdo de 25g/L controlou o oidio
(Sphaerotheca fuliginea (Schlecht. et Fr.) Poll.) do pepino (Cucumis sativus L.) e a
concentragdo de 20g/L desse extrato controlou o oidio (S. fuliginea) da abobrinha
(Cucurbita pepo L.), Blumeria graminis (Speer) f. sp. tritici (Em. Marchal.) em
trigo e Blumeria graminis (Speer) f. sp. hordei (Em. Marchal.) em cevada.

Sindhan et al. (1999) testaram a eficiéncia de extrato de folhas de nim no
controle do oidio (Erysiphe pisi D. C.) em ervilha (Pisum sativum L.) em casa de
vegetacdo. O extrato foi produzido a partir de folhas frescas moidas em &gua
destilada na proporgdo 1:1 (p/v). O extrato foi filtrado, diluido nas concentragdes
de 10%, 20% e 30% e pulverizado no inicio do surgimento dos sintomas,
mostrando-se eficiente no controle da doenga. Observaram o controle de Erysiphe
pisi em ervilha (Pisum sativum) em casa de vegetacdo com a aplicacdo de
NeemAzal, produto & base de nim contendo 5% de azadiractina, resultado
semelhante ao observado por Prithiviraj et al. (1998), sendo este realizado em
campo.

Prithiviraj et al. (1998) avaliaram ainda o controle do mildio (Plasmopara
viticola (Berkeley e Curtis) Berlese e De Toni) da videira (Vitis spp.) por meio de
extrato de sementes de nim em 4gua destilada, observando alta eficiéncia quando
se utilizou a proporgdo de 25 g de sementes/L do extrato sobre efeitos protetor e
curativo quando comparado a testemunha. O mesmo extrato controlou o oidio do
pepino, sendo mais eficiente quando aplicado curativamente em estudos realizados
por Steinhauer (1999).

Carneiro et al. (2007) avaliaram a eficiéncia de 6leo de nim no controle de

oidio (Erysiphe polygoni D. C.) do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) nas
30



concentragdes de 0,5; 1,0 e 1,5% e observaram que as trés concentrag¢des do 6leo
emulsionavel de nim reduziram o nimero médio de manchas de oidio/folha quando
comparados a testemunha. Os autores avaliaram ainda a eficiéncia de extratos de
sementes de nim nas propor¢bes de 35, 25 e 15 g/L no controle de oidio do
feijoeiro aplicados 48 horas antes e 24 horas apds a inoculacdo e observaram que
extrato de sementes reduziu os sintomas de oidio em aproximadamente 82% na
aplicacdo preventiva e em 98% na pulverizacdo realizada ap6s a inoculagéo.

Dias-arieira et al. (2010), avaliando a atividade do 6leo de nim em
diferentes concentra¢bes (0; 0,25; 0,5; 1; 1,5%) no controle in vitro de
Colletotrichum acutatum (Simmonds) em morangueiro (Fragaria X ananassa
Duch) verificaram que as concentracbes de 1 e 1,5% proporcionaram mais
expressivas reducdes no crescimento micelial do patdgeno (84,4%), ndo diferindo
significativamente entre si.

Silva et al. (2011), avaliando o efeito do 6leo de nim em diferentes
concentragdes (0; 10; 50; 100; 200 pg/mL) sobre o crescimento micelial de C.
gloeosporioides em seringueira (Hevea brasiliensis (HBK) M. Arg.), observaram
que as concentracdes de 100 e 200 pg/mL apresentaram os melhores resultados,

com inibicdo de 58 e 60%, respectivamente, apds sete dias de incubacéo.

2.3.2.2.2 Extratos aquosos de Ascophyllum nodosum L. no controle de doengas

Ascophyllum nodosum é uma alga marinha pertencente a divisdo
Phaeophyta, que ja vem sendo bastante explorada por ser considerada importante
fonte de nutrientes, carboidratos e aminoacidos, atuando como bioestimulantes na
agricultura, melhorando o desenvolvimento vegetativo e a qualidade dos frutos
(MARTINS, 2006).

Esta alga ja vem sendo explorada comercialmente em uma ampla gama de
produtos, entre eles o Acadian® fertilizante aplicado tanto via foliar quanto

fertirrigacdo, usado para estimular o crescimento das raizes e desenvolvimento das
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plantas, promover de forma geral a sanidade das plantas, além de potencializar o
cultivo em condicdes de estresse ambiental (AGROSAFRA SEMENTES, 2013).

Conforme Kelecom (2001), extratos de algas apresentam compostos
bioativos capazes de inibir o crescimento de fungos e bactérias, estimular o
crescimento e fortalecer as defesas das plantas contra ataque de patdgenos. Jenkins
et al. (1998 apud Martins, 2006) identificaram 4&cido betainico gama-
amonobutirico, acido betaninico delta-aminovalérico e glicinobetaina em extratos
de A. nodosum, associando 0s compostos a acdo antimicrobiana dessa alga.

Segundo Abreu et al.(2008), somente as algas marrons, como A. nodosum,
tém se mostrado eficientes no controle de doencas de plantas. Extratos derivados
dessa alga estimulam as atividades das peroxidases e a sintese da fitoalexina
capsidiol em plantas de pimentdo e videira, acarretando em uma reducgéo
significativa do desenvolvimento do mildio (Plasmopara viticola), da videira (Vitis
spp.) e da requeima (Phytophtora capsici Leonian) do pimentdo (Capsicum
annuum L.) em virtude da aplicacdo desse extrato (L1ZZI et al., 1998 apud ABREU
et al., 2008).

2.3.2.2.3 Oleo essencial de eucalipto (Eucaliptus staigeriana (F. Muell.)) no

controle de doengas

O eucalipto (Eucaliptus staigeriana) é uma arvore de porte médio,
pertencente a familia Myrtaceae, cujo 6leo essencial vem sendo utilizado por
diversos pesquisadores no controle de agentes fitopatogénicos, dentre eles os
fungos. Os principais compostos secundarios presentes nesse 6leo que lhes confere
atividade antimicrobiana sdo o limoneno e citronelol (BONALDO et al., 2007;
LUDWIG et al., 2007; MESQUITA, 2012).

Por serem substancias volateis, os 6leos essenciais, como o de eucalipto,
tornam-se mais propicios a degradacdo. Desta forma, tém sido buscadas técnicas
que aumentem a vida 0til desses produtos, como o encapsulamento desses

materiais visando a protegé-los de fatores externos, como temperatura, umidade e
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radiacdo ultravioleta, além de permitir uma liberacdo controlada dos seus
componentes, garantindo o emprego da dosagem mais adequada, além de melhorar
a eficacia de aditivos nos alimentos (LEIMANN, 2008; MESQUITA, 2012).

Ludwig et al. (2007), avaliando a eficiéncia de éleo essencial de eucalipto
puro e do 6leo de eucalipto diluido em etanol sobre o crescimento in vitro de
fungos fitopatogénicos ao tomateiro, observaram que no caso de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici ((Sacc.) W.C. Snyder and H. N. Hans) apenas o 6leo
de eucalipto puro apresentou efeito sobre seu crescimento, com uma redugéo de
11,8% do tamanho de suas colnias. No caso de Corynespora cassiicola (Berk. e
Curt.), observou-se gque o tratamento que reduziu significativamente foi o dleo de
eucalipto diluido em etanol, com uma reducdo de 28,6% no seu crescimento
colonial. Para o Verticillium albo-atrum (Reinke e Berthold), observou-se
sensibilidade aos tratamentos avaliados: com o dleo puro, reduziu em 33,3% seu
crescimento ao passo que com o 6leo diluido em etanol reduziu em 27,1% seu
crescimento colonial.

Bonaldo et al. (2007), avaliando o efeito de diferentes concentragfes de
6leo essenciais de eucalipto (0; 20; 40; 100; 500 e 1000 uL) no controle in vitro de
fungos fitopatogénicos, observaram que a partir da aliquota de 20 pL houve 100%
de inibi¢do do crescimento micelial de Sclerotium rolfsii Sacc., Phytophthora sp.,
Alternaria alternata (Fr.:Fr) Keissl. e Colletotrichum sublineolum Henn. Para
Rhizoctonia solani, a reducdo foi de 90%, e na concentracdo de 40 pL esse
patdgeno teve 100% de inibicdo do seu crescimento micelial, indicando potencial
atividade antifungica do 6leo essencial de eucalipto no controle de determinados
fungos fitopatogénicos.

Dias-arieira et al. (2010), avaliando a atividade do 6leo de eucalipto
(Eucalyptus citriodora Hooker M.) em diferentes concentra¢des (0; 0,25; 0,5; 1;
1,5%) no controle in vitro de Colletotrichum acutatum, verificaram que as
concentracbes de 1 e 1,5% proporcionaram maiores reducfes (91,1%) no

crescimento micelial do patdégeno, ndo diferindo significativamente entre si.
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CAPITULOII

NANOPARTICULAS NO CONTROLE IN VITRO DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

RESUMO

ARAUJO, Jacquelinne Alves de Medeiros NANOPARTICULAS NO
CONTROLE IN VITRO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS, 2014. 21f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA). Mossord-RN, 2014.

A nanotecnologia tem sido considerada um avango tecnoldgico na éarea da
agricultura, uma vez que pode ser usada desde producdo de nanofertilizantes até
nanocompdsitos, visando aumentar a vida Gtil dos produtos. Entretanto,
informacBGes acerca do emprego dessa tecnologia no controle de fungos
fitopatogénicos ainda sdo bastante escassas, diante disso o objetivo deste trabalho
foi avaliar a eficiéncia de nanoparticulas de prata (FDAg-12/90; FDAg-12/90-100;
FDAgBH-100) e de nanoparticula de goma de cajueiro no controle in vitro de
Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum musae e
Rhizoctonia solani. Este capitulo foi dividido em nove experimentos, em que todos
foram conduzidos em um delineamento inteiramente casualizado e realizados no
Laboratério de Fitopatologia da UFERSA. Os resultados mostraram que entre as
nanoparticulas de prata, a FDAgBH-100 foi a que apresentou efeito inibitério sobre
0s patdgenos, especialmente sobre F. pallidoroseum e C. musae, com,
respectivamente, 15,68% e 14,08% de inibi¢cdo, quando aplicada a aliquota de 100
buL. As nanoparticulas de goma de cajueiro apresentaram acdo inibitoria,
principalmente, sobre C. musae e C. gloeosporioides, com 7,46% e 8,95%,
respectivamente, quando aplicado a concentracdo de 25% dessa nanoparticula.
Diante disso, as nanoparticulas de prata FDAgBH-100 e de goma de cajueiro,
proporcionaram reducdo do crescimento micelial dos fungos, aumentando as
perspectivas de novas pesquisas visando aprimorar e inserir 0 uso dessas
substancias no controle desses fitopatégenos.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Nanoparticula de goma de cajueiro.
Controle de doencas. Fitopatdgenos.
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ABSTRACT

ARAUJO, Jacquelinne Alves de Medeiros. NANOPARTICLES IN CONTROL
IN VITRO PHYTOPATHOGENIC FUNGI. 2014. 21f. Dissertation (M. Sc. in
Agronomy, Plant Science) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). Mossor6-RN, 2014.

Nanotechnology has been considered a technological breakthrough in agriculture
since it can be used from production to nanofertilizantes, nanocomposites, aiming
to increase the shelf life of products. However, information about the use of this
technology for controlling pathogenic fungi are still quite scarce, before this, the
objective of this study was to evaluate the efficiency of silver nanoparticles
(FDAg-12/90; FDAgQ-12/90-100; FDAgBH-100 ) and nanoparticle cashew gum in
the in vitro control of Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum gloeosporioides,
Colletotrichum musae and Rhizoctonia solani. This chapter is divided into nine
experiments, in which all were conducted in a completely randomized and
performed in the Laboratory of Phytopathology UFERSA design. The results
showed that among the silver nanoparticles, the FDAgBH-100 showed the
inhibitory effect on the pathogens, especially on F. pallidoroseum and C. musae,
with 15,68% and 14,08%, respectively of inhibition applied at the rate of 100 pL.
Nanoparticles cashew gum had an inhibitory effect, especially on musae and C.
musae and C. gloeosporioides, 7,46% and 8,95%, respectively, when applied to
25% of the concentration of nanoparticle. Therefore, silver nanoparticles
FDAgBH-100 and cashew gum, further reduction of mycelial growth of fungi,
raising the prospect of new research to enhance and embed the use of these
substances in the control of these pathogens.

Keywords: Silver nanoparticles. Nanoparticle cashew gum. Control of disease.
Phytopathogens.

45



1 INTRODUCAO

A nanotecnologia compreende a producdo de compostos, a partir de
atomos, na escala dos nandmetros, que representam a bilionésima parte do metro
(10° m) (RAI, 2003; FURLANETO, 2011). Segundo Riboldi (2009), esta inovac&o
tecnoldgica vem sendo empregada em diversas areas, como na Fisica, Quimica,
Biologia, Engenharia de Materiais, Eletronica, Medicina e, mais recentemente,
desponta como uma inovagéo tecnoldgica na Agricultura.

Na agricultura, a nanotecnologia pode ser aplicada na produgdo de
nanofertilizantes, nanocidas ou pesticidas encapsulados em nanoparticulas,
podendo ainda ser utilizada na producdo de nanocompdsitos e nanobiocompositos
para producdo de revestimentos, peliculas plasticas, usados em embalagens de
alimentos visando ao aumento da vida util de frutos (FURLANETO, 2011).

Diversos nanocompositos podem ser usados na agricultura, como é o caso
das nanoparticulas de prata, que possuem ampla atividade antimicrobiana, podendo
ser utilizadas contra bactérias, fungos filamentosos, leveduras e virus, de modo que
0 mecanismo de agdo dessas nanoparticulas depende tanto das dimensdes das
particulas quanto do tipo de micro-organismo envolvido (SEGALA et al., 2012).

Entretanto, estudos sobre o efeito de nanoparticulas no controle in vitro de
fungos fitopatogénicos ainda séo extremamente escassos no Brasil, especialmente
quando aplicados de forma isolada, sem adicdo de fungicidas. Contudo, resultados
satisfatorios visando a utilizagdo de nanoparticulas de prata no controle de fungos
fitopatogénicos ja foram relatados na literatura em outras regides do mundo (KIM
et al., 2009; KIM et al., 2012).

Kim et al. (2009), avaliando o efeito antifingico de trés nanoparticulas de
prata (CV-WA13; AT-WB13R; PR-WB13) no controle in vitro de Raffaelea sp.,
verificaram que o crescimento do fungo foi significativamente inibido, de modo
gue quanto maior a dose menor foi o crescimento de hifas do fungo, havendo
efeitos prejudiciais das nanoparticulas de prata sobre a germinacéo dos conidios do

fungo.
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Segundo Silva et al. (2013), considerando a escassez de trabalhos sobre o
assunto, emprego da goma de cajueiro na nanotecnologia representard importante
avango tecnoldgico. Os trabalhos existentes sobre nanoparticulas de goma de
cajueiro estdo relacionados a sua sintese (MOURA et al., 2009; SANTOS et al.,
2009) e ndo diretamente a sua aplicacdo na 4area da agricultura, mais
especificamente visando o controle de agentes fitopatogénicos.

Campos et al. (2012), avaliando a atividade antimicrobiana de goma de
cajueiro (Anacardium occidentale L.) bruta e purificada sobre o fungo Candida
albicans (Robin) Berkhout, ndo obserevaram atividade antifingica sobre o
patégeno analisado.

Portanto, diante da escassez de informagdes sobre o emprego de
nanoparticulas no controle de fungos fitopatogénicos, o objetivo deste trabalho é
avaliar a eficiéncia das nanoparticulas de prata (FDAg-12/90; FDAg-12/90-100;
FDAgBH-100) e da nanoparticula de goma de cajueiro no controle in vitro de
Fusarium pallidoroseum (Cooke) Sacc., Colletotrichum musae (Berk. & Curtis)
Arx, Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc. e Rhizoctonia solani Kuhn.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DA REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS E AQUISICOES DOS
MATERIAIS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia Il da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Departamento de Ciéncias Vegetais,
Campus Mossor6—RN.

As nanoparticulas de prata (FDAg-12/90; FDAg-12/90-100; FDAgBH-100)
e a nanoparticula de goma de cajueiro foram sintetizadas e fornecidas pelo
Laboratério de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Fortaleza—CE.

Os isolados de Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum musae e
Fusarium pallidoroseum foram oriundos da Colecdo Maria Menezes da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife—PE, ao passo que o
isolado de Rhizoctonia solani foi obtido mediante isolamento de raizes de meloeiro
realizado no Laboratério de Fitopatologia Il da UFERSA.

2.2 DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS

O capitulo Il foi dividido em nove experimentos realizados no Laboratério
de Fitopatologia Il da UFERSA. Os nove experimentos conduzidos foram:

o Experimento I: Nanoparticulas de prata (FDAg-12/90 e FDAg-12/90-
100) no controle in vitro de F. pallidoroseum;

o Experimento 11: Nanoparticulas de prata (FDAgBH-100) no controle in
vitro de F. pallidoroseum;

o Experimento I11: Nanoparticulas de prata (FDAgBH-100) no controle in
vitro de C. musae;

o Experimento 1V: Nanoparticulas de prata (FDAgBH-100) no controle in

vitro de C. gloeosporioides;
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Experimento V: Nanoparticulas de prata (FDAgBH-100) no controle in

vitro de R. solani;

o Experimento VI: Nanoparticulas de goma de cajueiro no controle in vitro
de F. pallidoroseum;

e  Experimento VII: Nanoparticulas de goma de cajueiro no controle in
vitro de C. musae;

o Experimento VIII: Nanoparticulas de goma de cajueiro no controle in
vitro de C. gloeosporioides;

e  Experimento 1X: Nanoparticulas de goma de cajueiro no controle in vitro

de R. solani.

2.2.1 Experimento |: Nanoparticulas de prata FDAg-12/90 e FDAg-12/90-100

no controle in vitro de Fusarium pallidoroseum

Este experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado composto por cinco tratamentos (Testemunha; 12 mL de FDAg 12/90;
12 mL de FDAg 12/90-100; 6 mL de FDAg 12/90-100; 12 mL de FDAg 12/90-
100 sem autoclavagem) e seis repeti¢Oes, cujos tratamentos foram obtidos com
base na disponibilidade de material, e o0 experimento foi realizado com base na
metodologia utilizada por Qian et al. (2010).

Inicialmente, foi realizada a adicdo das diferentes concentracGes das
nanoparticulas de prata FDAgQ-12/90 e FDAg-12/90-100 em um erlenmeyer
contendo 100 mL do meio de cultura B.D.A. (batata-dextrose-agar). Em seguida,
foi realizada a autoclavagem desse material por um periodo de quinze minutos a
uma temperatura de 121°C, exceto para o primeiro tratamento (testemunha), e para
0 quinto tratamento (12 mL de FDAg-12/90-100 sem autoclavagem), sendo nestes
casos autoclavado apenas o meio de cultura. No caso do tratamento cinco, ap6s a
autoclavagem do B.D.A., foi adicionada ao meio de cultura, dentro da capela de
fluxo laminar, a concentragdo de 12 mL de FDAg-12/90-100 sob constante

agitacdo. Posteriormente, o material foi vertido em placas de Petri com nove
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centimetros de didmetro, no centro das quais foi repicado um disco de 0,5 cm de
didmetro de F. pallidoroseum. As placas foram mantidas em B.O.D. a uma
temperatura de 27 °C durante seis dias, periodo necessario para que o crescimento

colonial do patégeno, na testemunha, ocupasse toda a placa de Petri.

2.2.2 Experimentos que utilizaram as nanoparticulas de prata (FDAgBH-100)
no controle in vitro de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae,
Colletotrichum  gloeosporioides e Rhizoctonia solani, respectivamente

experimentos I, 111, IVeV

Os experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado com oito tratamentos (0; 1; 5; 10; 15; 25; 50 e 100 uL de FDAgBH-
100) e quatro repeticdes. A determinacdo dos tratamentos foi baseada na
disponibilidade de material, e os experimentos realizados conforme a metodologia
usada por Carnelossi et al. (2009).

Para verificar o efeito da nanoparticula de prata FDAgBH-100 sobre o
crescimento micelial de F. pallidoroseum (Experimento Il), C. musae
(Experimento 111), C. gloeosporioides (Experimento IV) e R. solani (Experimento
V), aliquotas de 1; 5; 10; 15; 25; 50 e 100 pL da nanoparticula foram colocadas,
com o auxilio de uma pipeta automatica, no centro de placas de Petri com nove
centimetros de didmetro contendo o meio de cultura B.D.A., e distribuidas sobre a
superficie do meio com o auxilio da alca de Drigalsky. Apds duas horas, um disco
de 0,5 cm de diametro do patdgeno, referente a cada experimento, foi repicado para
o0 centro das placas de Petri, as quais foram mantidas em B.O.D. a uma temperatura
de 27°C durante o periodo necessario para que o crescimento colonial do patégeno,
na testemunha, ocupasse toda a placa, o qual variou conforme o patégeno avaliado,
F. pallidoroseum (oito dias); C. musae (seis dias); C. gloeosporioides (sete dias) e

R. solani (trés dias).
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2.2.3 Experimentos que utilizaram nanoparticulas de goma de cajueiro no
controle in vitro de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae,
Colletotrichum  gloeosporioides e Rhizoctonia solani, respectivamente
experimentos VI, VII, VIl e IX

Os experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado com sete tratamentos (0; 1; 5; 10; 15; 20 e 25% da nanoparticula de
goma de cajueiro) e quatro repeti¢des. A determinacdo dos tratamentos foi baseada
na disponibilidade de material, e o0s experimentos realizados conforme a
metodologia usada por Magbool et al. (2010).

Para avaliar a eficiéncia das nanoparticulas de goma de cajueiro
(Anarcadium occidentale L.) no controle in vitro de F. pallidoroseum
(Experimento VI), C. musae (Experimento VII), C. gloeosporioides (Experimento
VIII) e R. solani (Experimento IX), foi realizada inicialmente a diluigdo das
diferentes concentraces das nanoparticulas de goma de cajueiro, referentes a cada
tratamento, em um erlenmeyer contendo 250 mL do meio de cultura B.D.A.
(batata-dextrose-agar).

Posteriormente, foi realizada a autoclavagem desse material por um periodo
de quinze minutos a uma temperatura de 121°C, com exce¢do do primeiro
tratamento (testemunha), que ndo continha a nanoparticula, sendo autoclavado
apenas 0 meio de cultura.

Em seguida, o material foi vertido em placas de Petri descartaveis com 8,5
centimetros de diametro, no centro das quais foi repicado um disco de 0,5 cm de
didmetro do patégeno, referente a cada experimento. As placas de Petri foram
mantidas em B.0O.D. a uma temperatura de 27°C durante o periodo necessario para
gue o crescimento colonial do patdgeno, na testemunha, ocupasse toda a placa. O
referido periodo foi varidvel de acordo com cada patégeno: F. pallidoroseum (sete

dias); C. musae (seis dias); C. gloeosporioides (seis dias) e R. solani (trés dias).
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2.3 AVALIACOES DOS TRATAMENTOS E ANALISE DOS DADOS

A avaliacdo da eficiéncia das nanoparticulas de prata (FDAg-12/90; FDAg-
12/90-100; e FDAgBH-100) e a de goma de cajueiro no controle in vitro de F.
pallidoroseum, C. musae, C. gloeosporioides e R. solani foi realizada diariamente
por meio da medigdo, com o auxilio de um paquimetro, do didmetro longitudinal e

transversal do crescimento micelial do patégeno, conforme apresentado na figura

abaixo (Figura 1).

Figura 1 - Medicdo do crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos por meio de um
paquimetro para realizacéo do calculo do crescimento radial do patégeno.
A — Medicéo do Didmetro Longitudinal. B — Medic&o do Didmetro Transversal.

Apos a obtencdo do didametro colonial do patogeno foi realizado o céalculo
do Crescimento Radial (CR) do fungo utilizando a férmula proposta por Forti
(1997), em que:

DM -0,5

CR=

2

Onde:

DM: Média dos diametros longitudinal e transversal do crescimento

colonial do pat6geno;

52



0,5: Diametro do disco do isolado do patégeno que foi colocado sobre as

placas de Petri.

Em seguida, realizado o célculo do crescimento radial diario, que foi
calculado pela seguinte formula:

CR
CRd =

Onde:

CR: Crescimento radial do fungo calculado utilizando a férmula proposta
por Forti (1997);

n: NUmero de dias necessario para que o crescimento colonial do patdégeno

ocupasse toda a placa de Petri.

Além disso, foi calculado o percentual de inibi¢do do crescimento micelial
(PIC) conforme a formula utilizada por Hillen et al. (2012), em que:

(Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) * 100

PIC =
Crescimento da testemunha

Os dados obtidos dos crescimentos radiais diarios dos patdégenos foram
submetidos a analise de varidncia, por meio do programa estatistico “R” (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), e quando os valores de “F” foram
significativos, foi realizado o ajuste dos dados a modelos matematicos por meio da

analise de regressdo, utilizando o programa Table Curve.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 NANOPARTICULAS DE PRATA FDAg-12/90 E FDAg-12/90-100 NO
CONTROLE IN VITRO DE Fusarium pallidoroseum

Apo0s realizacdo da andlise de variancia (Apéndice 1), ndo foi verificado
efeito significativo dos tratamentos (Pr>0,05), ou seja, nenhuma das concentra¢des
das nanoparticulas de prata (FDAg-12/90 e FDAg-12/90-100) apresentou reducéo
no crescimento micelial de F. pallidoroseum, ndo diferindo estatisticamente do
tratamento testemunha.

O comportamento semelhante observado para o crescimento radial do
fungo entre a testemunha e os demais tratamentos possivelmente esté relacionado
ao uso da nanoparticula de forma isolada, as dimens@es das particulas utilizadas ou
ao tipo de micro-organismo envolvido (RAI et al., 2009; SAHAYARAJ e
RAJESH, 2011; SEGALA et al., 2012).

3.2 NANOPARTICULA DE PRATA FDAgBH-100 NO CONTROLE IN VITRO
DE Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum  musae, Colletotrichum

gloeosporioides E Rhizoctonia solani

Foi observado efeito significativo (Apéndices Il A; Il B; 1l C e Il D) da
nanoparticula de prata FDAgBH-100 sobre o crescimento micelial de F.
pallidoroseum, C. musae, C. gloeosporioides e R. solani. Para todos os patégenos,
foi possivel observar que a aliquota de 100 uL resultou em maior percentual de
inibicdo (Tabela 1 e Figura 2), sendo a maior eficiéncia observada sobre F.
pallidoroseum e C. musae, com 15,68% e 14,08% de inibicdo do crescimento
micelial, respectivamente. Observou-se ainda que o menor controle obtido foi
sobre o C. gloeosporioides, no qual se pode observar que as aliquotas de 1; 5; 10 e

15 pL néo diferiram da testemunha, ndo apresentando efeito sobre o crescimento
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micelial desse fitopatdgeno. Para R. solani, observou-se que as aliquotas de 1 e 5
UL ndo apresentaram efeito inibitério sobre seu crescimento, ndo diferindo,
portanto, da testemunha. Além disso, as aliquotas de 10; 15 e 25 pL
proporcionaram o menor efeito, com uma inibicdo de apenas 1,41%, e ndo

apresentaram diferencas entre si.

Tabela 1 - Crescimento radial diario (médias) e percentual de inibicdo do crescimento
micelial de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizoctonia solani expostos a diferentes aliquotas de nanoparticulas de
prata FDAgBH-100 durante oito, seis, sete e trés dias, respectivamente.

Fusarium Colletotrichum Colletotrichum Rhizoctonia
Aliquotas pallidoroseum musae gloeosporioides solani

(uL) CRd! PIC? CRd! PIC? CRd! PIC? CRd! PIC?
(cm) ) ©m ) m) %) (m) (%)

0 0,51 - 0,71 - 0,62 - 1,42 -

0,50 1,96 0,69 2,81 0,62 0 1,42 0

5 0,50 1,96 0,68 4,22 0,62 0 1,42 0
10 0,47 7,84 0,68 4,22 0,62 0 1,40 1,41
15 0,47 7,84 0,68 4,22 0,62 0 1,40 1,41
25 0,47 7,84 0,68 4,22 0,61 1,61 1,40 1,41
50 0,47 7,84 0,67 5,63 0,61 1,61 1,39 2,11
100 0,43 15,68 0,61 14,08 0,59 4,84 1,30 8,45

! Crescimento Radial Diario. > Percentual de inibic&o do crescimento micelial.
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Figura 2 - Andlise de regressdo dos dados do crescimento radial diario de Fusarium
pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani
expostos a diferentes aliquotas de nanoparticulas de prata FDAgBH-100.

A — Fusarium pallidoroseum. B — Colletotrichum musae. C — C. gloeosporioides. D —
Rhizoctonia solani.

Apesar de ndo haver na literatura informac@es sobre o efeito fungicida ou
fungistatico da nanoparticula de prata FDAgBH-100 sobre o crescimento micelial
de F. pallidoroseum, C. musae, C. gloeosporioides e R. solani, alguns trabalhos
tém apresentado resultados satisfatérios sobre o efeito de outras nanoparticulas de
prata sobre diferentes fungos. De acordo com Rai (2003), as nanoparticulas de
prata apresentam amplo espectro de acdo contra fungos, especialmente do género
Candida, fato confirmado por Carreira et al. (2009) e Segala et al. (2012), os quais,
avaliando o efeito da nanoparticulas de prata sobre o crescimento de Candida
albicans (Robin) Berkhout, observaram que elas proporcionaram inibicdo total do

crescimento desse fitopatdgeno.
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Kim et al. (2009), avaliando o efeito antifingico de nanoparticulas de prata
(CV-WAI13; AT-WBI13R; PR-WB13) no controle in vitro de Raffaelea sp.,
observaram que o crescimento do fungo foi significativamente inibido dependendo
da dose aplicada (0; 5; 10 e 25 ppm), de modo que quanto maior a dose menor foi o
crescimento de hifas do fungo, sendo observados efeitos prejudiciais das
nanoparticulas de prata sobre a germinacdo dos conidios.

Kim et al. (2012) avaliaram o efeito antifingico de diferentes
concentragdes (10; 25; 50 e 100 ppm) de trés nanoparticulas de prata (WA-CV-
WA13B; WA-AT-WB13R; WA-PR-WB13R) no controle in vitro de dezoito
espécies de fungos fitopatogénicos, observando que a inibicdo total do crescimento
da maioria dos patdgenos foi observada na concentracdo de 100 ppm das
nanoparticulas, como é o caso de Fusarium sp., tendo a nanoparticula de prata
WA-CV-WA13B apresentado maior potencial de inibicdo. Além disso, quando
utilizada a concentragéo de 10 ppm, pode-se observar a menor taxa de inibicdo, que
foi de 12,7% para o fungo Glomerella cingulata Stoneman, indicando que a
atividade antifingica dessas nanoparticulas de prata depende de sua concentragéo.

Estes sdo, portanto, os primeiros resultados do efeito isolado da
nanoparticula de prata FDAgBH-100 no controle dos fungos fitopatogénicos
Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e
Rhizoctonia solani. Estes resultados servirdo de base para novas pesquisas visando
a insercdo dessa tecnologia no manejo de doengas de plantas a partir da realizacdo
de novos estudos in vitro e posteriormente in vivo.

Salienta-se que estes estudos devem ser realizados isoladamente para cada
patogeno, de vez que a agdo fungicida das nanoparticulas de prata, conforme
mostrado por diversos pesquisadores (KIM et al. 2009; KIM et al., 2012), esta
associada a concentragdo aplicada dessa nanoparticula, bem como ao patégeno

analisado.
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3.3 NANOPARTICULA DE GOMA DE CAJUEIRO NO CONTROLE IN VITRO
DE Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum  musae, Colletotrichum

gloeosporioides E Rhizoctonia solani

Foi observado efeito significativo (Apéndices I11 A; 111 B; 111 C; e 111 D) da
nanoparticula de goma de cajueiro sobre o crescimento micelial dos patégenos
analisados. Os maiores percentuais de inibi¢cdo foram observados na concentracdo
de 25% dessa nanoparticula (Tabela 2 e Figura 3), principalmente sobre C. musae e
C. gloeosporioides, os quais apresentaram percentual de inibi¢cdo do crescimento de
7,46% e 8,95%, respectivamente.

Para C. gloeosporioides, as concentracfes de 1; 5 e 10% da nanoparticula
praticamente ndo afetaram o crescimento desse patdgeno, nao diferindo entre si.
Observou-se ainda que as concentracdes de 1; 5; 10 e 15% ndo apresentaram
nenhum efeito inibitério sobre o crescimento micelial de R. solani; além disso,
pode-se observar que quando aplicada a concentracdo de 25% sobre esse
fitopatdgeno, verificou-se o menor efeito inibitério da nanoparticula dentre os

patdgenos analisados, cujo percentual de inibicdo foi de apenas 3,75%.

Tabela 2 - Crescimento radial diario (médias) e percentual de inibicdo do crescimento
micelial de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizoctonia solani expostos a diferentes concentracdes de nanoparticulas
de goma de cajueiro durante sete, seis, seis e trés dias, respectivamente.

Fusarium Colletotrichum Colletotrichum . . .
~ . . Rhizoctonia solani
Concentragdes pallidoroseum musae gloeosporioides
(%) CRd? PIC?® CRd? PIC?® CRd? PIC? CRd! PIC?
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
0 0,57 - 0,67 - 0,67 - 1,33 -
1 0,57 0 0,67 0 0,66 1,49 1,33 0
5 0,56 1,75 0,65 2,98 0,66 1,49 1,33 0
10 0,56 1,75 0,65 2,98 0,66 1,49 1,33 0
15 0,55 3,50 0,65 2,98 0,64 4,48 1,33 0
20 0,55 3,50 0,65 2,98 0,64 4,48 1,31 1,50
25 0,54 5,26 0,62 7,46 0,61 8,95 1,28 3,75

! Crescimento Radial Diario. > Percentual de inibic&o do crescimento micelial.
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Figura 3 - Analise de regressdo dos dados do crescimento radial diario de Fusarium
pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani
expostos a diferentes concentracdes de nanoparticulas de goma de cajueiro.

A — Fusarium pallidoroseum. B - Colletotrichum musae. C - Colletotrichum
gloeosporioides. D — Rhizoctonia solani.

N&o existem informagdes na literatura sobre o controle dos fungos F.
pallidoroseum, C. musae, C. gloeosporioides e R. solani por meio da nanoparticula
de goma de cajueiro. No entanto, alguns pesquisadores atribuem a atividade
antimicrobiana da goma de cajueiro & presenca de cadeias de polissacarideos
compostas por acido glicurdnico, e galacturbnico (MARQUES et al., 1992;
CAMPOS et al., 2012; SILVA et al., 2013).

Campos et al. (2012), avaliando a atividade antimicrobiana de goma de
cajueiro bruta e purificada sobre bactérias e o fungo Candida albicans (Robin)
Berkhout, observaram que a goma de cajueiro bruta inibiu apenas as bactérias
Gram-positivas ao passo que a goma de cajueiro purificada inibiu todos os

microorganismos estudados, exceto C. albicans e Lactobacillus acidophilus
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(Enpac), indicando que nos casos estudados nenhuma atividade fungicida sobre o
patdgeno analisado foi observada.

Entretanto, outros compostos vegetais semelhantes a goma de cajueiro —
por possuirem compostos como acido glicurdnico e galacturbnico — como a goma
arabica, podem vir a ser empregados no controle de fungos fitopatogénicos,
(MARQUES et al., 1992; CAMPOS et al., 2012; SILVA et al., 2013).

Magbool et al. (2012), avaliando a acdo fungicida de diferentes
concentragdes da goma arébica (5; 10; 15 e 20%) aplicada de forma isolada e em
combinagdo com quitosana a 1% sobre C. musae, observaram que a goma arébica
aplicada isoladamente ndo apresentou efeito fungicida; entretanto, quando aplicada
combinada com quitosa, principalmente na concentragdo de 10% de goma arabica
com 1% de quitosana, apresentou inibicdo total sobre o crescimento do patdgeno e
inibicdo de 92,5% sobre a germinacdo de esporos, indicando que essa combinacao
pode ser usada como biofungicida no controle da antracnose em bananeira.

Pesquisas realizadas com o0 emprego da goma de cajueiro na
nanotecnologia estdo relacionadas & sintese dessas nanoparticulas e ndo
diretamente a sua aplicacdo na agricultura, inclusive visando o controle de
fitopatogenos. Sdo estes, portanto, os primeiros resultados do efeito da
nanoparticula de goma de cajueiro sobre Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum
musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani no Brasil.

Os resultados obtidos no presente trabalho servirdo de base para novas
pesquisas sobre o tema. De acordo com Silva et al. (2013), apesar da escassez de
trabalhos sobre o emprego da goma de cajueiro na nanotecnologia, este tema
representara importantes avangos tecnoldgicos em diferentes areas do

conhecimento.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

As nanoparticulas de prata FDAg-12/90 e FDAg-12/90-100 néo
apresentaram efeito sobre Fusarium pallidoroseum. As nanoparticulas de prata
FDAgBH-100 e de goma de cajueiro proporcionaram reducdo do crescimento
micelial dos fungos Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum  musae,
Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani, gerando perspectivas de
novas pesquisas visando ao aprimoramento e a insercdo destas substancias no

controle dos supracitados fitopatdgenos.

61



REFERENCIAS

CAMPOS, D. A.; RIBEIRO, A. C.; COSTA, E. M.; FERNADES, J. C;
TAVARIA, F. K.; ARARUNA, F. B.; EIRAS, C.; EATON, P.; LEITE, J.R. S. A;;
PINTADO, M. M. Study of antimicrobial activity and atomic force microscopy
imaging of the action mechanism of cashew tree gum. Carbohydrate Polymers,
90, p. 270-274, 2012.

CARNELOSSI, P. R.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; CRUZ, M. E. S.; ITAKO,
A. T.; MESQUINI, R. M. Oleos essenciais no controle pos-colheita de
Colletotrichum gloeosporioides em maméo. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, Botucatu, v. 11, n. 4, p. 399-406, 2009.

CARREIRA, C. M.; PEREIRA, C. A.; BOMBANA, A. C.; JORGE, A. O.
C. Eficécia antimicrobiana das nanoparticulas de prata sobre esporos,
leveduras e bactérias. X111 Encontro Latino Americano de Iniciacéo
Cientifica e IX Encontro Latino Americano de Pdés-Graduacdo -
Universidade do Vale do Paraiba. Trabalho apresentado, Sédo José dos
Campos, 2009.

FORTI, J. A. Aspectos patoldgicos, epidemiolégicos y culturales de Acremonium
cucurbitacearum Alfaro-Garcia,W. Gams et J. Garcia-Jiménez. Tesis doctoral,
Universidad Politécnica de Valencia, Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agréonomos, Departamento de Produccion Vegetal, Valencia, p. 183, 1997.

FURLANETO, F. P. B. Nanotecnologia no setor agropecuario. Pesquisa &
Tecnologia, v. 8, n. 2, 2011. Disponivel em: <www.aptaregional.sp.gov.br>.
Acesso em: 18 de mar. 2013.

HILLEN, T.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; MESQUINI, R. M.; CRUZ, M. E.
S.; STANGARLIN, J. R.; NOZAKI, M. Atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais no controle de alguns fitopatdégenos flngicas in vitro e no tratamento de
sementes. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 14, n. 3, p. 439-
445, 2012.

62


http://www.aptaregional.sp.gov.br/

KIM, SW.; KIM, K. S.; LAMSAL, K.; KIM, Y.; KIM, S. B.; JUNG, M.; SIM, S;
KIM, H.; CHANG, S.; KIM, J. K.; LEE, Y. S. An in vitro study of the antifungal
effect of silver nanoparticles on oak wilt pathogen Raffaelea sp. Journal of
Microbiology and Biotechnology, v. 19, n. 8, p. 760-764, 2009.

KIM, S. W.; JUNG, J. H.; LAMSAL, K.; KIM, Y. S,; MIN, J. S.; LEE, Y. S.
Antifungal effects of silver nanoparticles (AgNPs) against various plant pathogenic
fungi. Mycobiology, v. 40, n. 1, p. 53-58, 2012.

MAQBOOL, M.; ALI, A.; RAMACHANDRAN, S.; SMITH, D. R.; ALDERSON,
P. G. Control of postharvest anthracnose of banana using a new edible composite
coating. Crop Protection, v. 29, p. 1136-1141, 2010.

MARQUES, M. R.; ALBUQUERQUE, L. M. B.; XAVIER-FILHO, J.
Antimicrobial and insecticidal activities of cashew tree gum exudate. Annals of
Applied Biology, v. 121, n. 2, p. 371-377, 1992.

MOURA, R. E. Sintese de nanoparticulas a base de goma do cajueiro para
aplicagdo em sistemas de liberacdo de farmacos. Dissertacdo de Mestrado,
Universidade Federal do Ceard, Departamento de Quimica Organica e Inorganica,
Fortaleza, 20009.

QIAN, K.; SHI, T.; TANG, T.; ZHANG, S.; LUI, X.; CAQO, Y. Preparation and
characterization of nano-sized calcium carbonate as controlled release pesticide
Carrier for validamycin against Rhizoctonia solani. © Springer-Verlag, p. 51-57,
2010.

RAI, M. Nanobiotecnologia verde: biossinteses de nanoparticulas metalicas e suas
aplicagdes como nanoantimicrobianos. BARATA, G.; STEFANI, D. (Tradutores).
Ciéncia e Cultura, v. 5, n. 3, p. 44-48, 2003.

RIBOLDI, B. M. Nanotecnhologia: Fundamentos e AplicacGes. Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Departamento de Fisica —
Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas Campus de Rio Claro, 2009.

63



SANTOS, C. M. W.; OLIVEIRA, M. A.; MACIEL, J. S.; DE PAULA, H. C. B,;
FEITOSA, J. P. A.; DE PAULA, R. C. M. Sintese de nanoparticulas de goma do
cajueiro oxidada e quitosana. 32% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, 2009.

SAHAYARAJ, K.; RAJESH, S. Bionanoparticles: synthesis and antimicrobial
applications. Science against microbial pathogens: communicating current and
technological advances, 2011.

SEGALA, K.; BIZARRIA, M. T.; SILVA, A. S. F.; MARTINEZ, E. F.; MEI, L.
H. I. Estudo comparativo do efeito antimicrobiano de nanoparticulas de prata
incorporadas em nanofibras eletrofiadas de quitosana/poli-Oxido de etileno. 7°
Congresso Latino Americano de Orgos Artificiais e Biomateriais (COLAOB),
Natal, 2012.

SILVA, M. C. C,; SILVA, R. A. O.; MARQUES, L. G. A;; FREITAS, R. M;
SANTOS, M. S. F.; SILVA FILHO, E. C.; PESSOA, C. O; SANTOS, M. R. M. C.
Prospeccao tecnologica: aplicacdo da goma do cajueiro (Anacardium occidentale)
em nanotecnologia. Revista GEINTEC, v. 3, n. 4, p-55-59, 2013.

64



CAPITULO 11

OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE IN VITRO DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

RESUMO

ARAUJO, Jacquelinne Alves de Medeiros. OLEOS ESSENCIAIS NO
CONTROLE IN VITRO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS, 2014. 22f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA). Mossord-RN, 2014.

Doencas, especialmente flngicas, tem ocasionado danos severos na produgdo
brasileira. Apesar da principal forma de controle de doengas ser o controle
quimico, tem-se realizado estudos que avaliem controles alternativos, que nao
venham a acarretar riscos ao meio ambiente e nem a salide humana, como é o caso
de 6leos de nim e de eucalipto. Entretanto, em virtude da escassez de informacdes
do emprego destes no controle de determinados fungos fitopatogénicos, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do 6leo comercial de nim (Azamax) e do 6leo
essencial de eucalipto encapsulado com nanoparticula de goma de cajueiro no
controle in vitro de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae,
Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani. Este capitulo foi dividido em
oito experimentos, e todos conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado e realizados no laboratério de Fitopatologia da UFERSA. Os
resultados mostraram que o éleo de nim inibiu principalmente, F. pallidoroseum e
C. gloeosporioides, com inibicdo de 17,64% e 15,18%, respectivamente, quando
utilizada a aliquota de 150 pL desse 6leo. Ja& o 6leo essencial de eucalipto
encapsulado com nanoparticula de goma de cajueiro apresentou efeito inibitério,
quando utilizada a concentracdo de 25% do Oleo, principalmente sobre F.
pallidoroseum e C. gloeosporioides, proporcionando, respectivamente 12,28% e
10,00% de inibigdo do crescimento desses patogenos. Diante disso, tem-se que o
6leo de nim e o 0leo essencial de eucalipto encapsulado com nanoparticula de
goma de cajueiro apresentaram resultados promissores no controle in vitro desses
fungos fitopatogénicos.

Palavras-chave: Oleo de nim. Oleo essencial de eucalipto. Inibicdo de
Crescimento. Fitopatégeno.
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ABSTRACT

ARAUJO, Jacquelinne Alves de Medeiros. ESSENTIAL OILS IN CONTROL
IN VITRO PHYTOPATHOGENIC FUNGI. 2014. 22f. Dissertation (M.Sc in
Agronomy, Plant Science) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). Mossor6-RN, 2014.

Diseases, especially fungal, has caused severe damage in Brazilian production.
Although the main form of disease control is chemical control, has conducted
studies that evaluate alternative controls, which may not pose risks to the
environment or human health and, as is the case of neem oil and eucalyptus.
However, due to the lack of information on the use of these control certain
pathogenic fungi, the aim of this study was to evaluate the efficiency of
commercial neem oil (Azamax) and eucalyptus essential oil encapsulated
nanoparticle cashew gum in control in vitro Fusarium pallidoroseum,
Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides and Rhizoctonia solani.
This chapter is divided into eight experiments, and all conducted in a completely
randomized and performed in the laboratory of Phytopathology UFERSA design.
The results showed that the neem oil mainly inhibited, F. pallidoroseum and C.
gloeosporioides, inhibition of 17,64% and 15,18% , respectively, when used at 150
puL aliquot of this oil. Since the essential oil of eucalyptus of encapsulated
nanoparticle cashew gum showed inhibitory effect when used at a 25%
concentration of oil, especially on F. pallidoroseum and C. gloeosporioides,
providing respectively 12,28% and 10,00% inhibition growth of these pathogens.
Therefore, it follows that the neem oil and eucalyptus essential oil encapsulated
nanoparticle cashew gum showed promising results in the control of these
pathogenic fungi in vitro.

Keywords: Neem oil. Eucalyptus essential oil. Inhibition of Growth. Pathogen.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apesar de estar entre 0s trés maiores produtores mundiais de frutas,
com uma producéo, no ano de 2012, superior aos 42 milhGes de toneladas (SEAB,
2012), apresenta um montante exportado ainda pequeno, apenas de 1,9% do total
produzido nacionalmente, e isto esta associado a ocorréncia de perdas na producao,
as quais podem chegar a atingir indices de 30 a 40% da quantidade produzida
(SILVEIRA et al., 2005).

Essas perdas estdo associadas a causas fisioldgicas intrinsecas as plantas,
manuseio, transporte e acondicionamento inadequados dos frutos, e, especialmente,
em virtude da acdo de microorganismos fitopatogénicos tanto na pré quanto na pés-
colheita, dos quais os fungos sdo 0s que ocasionam perdas mais severas na
producdo, (MARI e GUIZZARDI, 1998; SILVEIRA et al., 2005).

Dentre as principais doencas fungicas que acometem as frutiferas
destacam-se as podriddes pds-colheita, como as ocasionadas por Fusarium
pallidoroseum (Cooke) Sacc., Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc. e
Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) Arx, além dos danos ocasionados por
patdgenos radiculares, como € o caso da Rhizoctonia solani Kuhn (SILVEIRA et
al., 2005; MICHEREFF et al., 2005).

Diante das perdas severas que as podriddes fungicas podem acarretar na
producdo fruticola brasileira, torna-se necessaria a adocdo de estratégias de
controle, sendo o uso de fungicidas o método mais utilizado. No entanto, nos
Gltimos anos, tem-se intensificado a busca por novas técnicas de controle de
doencas que venham a reduzir o emprego de fungicidas, especialmente em virtude
dos riscos que o mau uso destes compostos pode acarretar ao meio ambiente, a
salide de trabalhadores e aos consumidores (ROEL et al., 2000; CARNEIRO et al.,
2007; CARVALHO et al., 2008).

Nessa perspectiva, estudos vem demonstrando a eficiéncia de derivados de
espécies vegetais, como 6leos essenciais de nim (Azadirachta indica A. Juss) e de
eucalipto (Eucalyptus staigeriana (F. Muell.)), no controle in vitro e in vivo de

patégenos, principalmente Colletotrichum spp., aumentando assim as perspectivas
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de insercdo desses produtos no manejo de doencas em sistemas agricolas
(CARNEIRO et. al., 2007; CARNELOSSI et al., 2009; DIAS-ARIEIRA et al.,
2010; PAZ et al., 2011; MACHADO et al., 2013). Apesar das contribuicdes e
avancos sobre o uso de derivados vegetais no controle de doencas de plantas, ainda
sd0 escassas pesquisas relacionadas a acdo de o6leos vegetais sobre determinados
fitopatégenos, tornando necessario o desenvolvimento de pesquisas nessa tematica.

Portanto, diante da escassez de informacGes a cerca do emprego de Gleos
essenciais, especialmente 6leo de nim e de eucalipto, sobre o crescimento de
determinados fungos fitopatogénicos, este trabalho teve por objetivo avaliar a
eficiéncia do 6leo comercial de nim (Azamax) e do Gleo essencial de eucalipto
encapsulado com nanoparticula de goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.)

no controle in vitro de F. pallidoroseum, C. musae, C. gloeosporioides e R. solani.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DA REALIZAGCAO DOS EXPERIMENTOS E AQUISICOES DOS
MATERIAIS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia Il da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Departamento de Ciéncias Vegetais,
Campus Mossor6-RN. O Oleo essencial de eucalipto encapsulado com
nanoparticula de goma de cajueiro foi sintetizado e fornecido pelo Laboratério de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara (UFC). O éleo
comercial de nim (Azamax) foi fornecido pelo Laboratorio de Entomologia e
Parasitologia Il da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Os isolados de Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum musae e
Fusarium pallidoroseum foram oriundos da Colecdo Maria Menezes da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), ao passo que o isolado de
Rhizoctonia solani foi obtido mediante isolamento de raizes de meloeiro realizado
no Laboratorio de Fitopatologia Il da UFERSA.

2.2. DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS

O capitulo 111 foi dividido em oito experimentos, sendo:

o Experimento I: Oleo comercial de nim (Azamax) no controle in vitro de
F. pallidoroseum;

e Experimento I1: Oleo comercial de nim (Azamax) no controle in vitro de
C. musae;

o Experimento 111: Oleo comercial de nim (Azamax) no controle in vitro de

C. gloeosporioides;
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Experimento 1V: Oleo comercial de nim (Azamax) no controle in vitro de

R. solani;

Experimento V: Oleo essencial de eucalipto encapsulado com
nanoparticula de goma de cajueiro no controle in vitro de F.
pallidoroseum;

o Experimento VI: Oleo essencial de eucalipto encapsulado com
nanoparticula de goma de cajueiro no controle in vitro de C. musae;

o Experimento  VII: Oleo essencial de eucalipto encapsulado com
nanoparticula de goma de cajueiro no controle in vitro de C.
gloeosporioides;

o Experimento VIII: Oleo essencial de eucalipto encapsulado com

nanoparticula de goma de cajueiro no controle in vitro de R. solani.

2.2.1 Experimentos que utilizaram o éleo comercial de nim (Azamax), no
controle in vitro de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae,
Colletotrichum  gloeosporioides e Rhizoctonia solani, respectivamente

experimentos I, I1, 11 e IV

Estes experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado com oito tratamentos (0; 5; 10; 15; 25; 50; 100 e 150 uL) e quatro
repeti¢des. Os tratamentos foram determinados de acordo com a disponibilidade de
material, e 0s experimentos realizados baseados na metodologia usada por
Carnelossi et al. (2009).

Para verificar o efeito do dleo comercial de nim (Azamax) sobre o
crescimento micelial de F. pallidoroseum (Experimento 1), C. musae (Experimento
I1), C. gloeosporioides (Experimento I1l) e R. solani (Experimento 1V), aliquotas
de 5; 10; 15; 25; 50, 100 e 150 pL do 6leo foram colocadas, com o auxilio de uma
pipeta automatica, no centro de placas de Petri descartaveis com 8,5 centimetros de
diametro contendo o meio de cultura B.D.A. e distribuidas sobre a superficie do

meio com o auxilio da al¢a de Drigalsky.
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Apos duas horas, um disco de 0,5 cm de didmetro do patogeno, referente a
cada experimento, foi repicado para o centro das placas, as quais foram mantidas
em B.O.D. a uma temperatura de 27°C durante o periodo necessario para que o
crescimento colonial do patdgeno, na testemunha, ocupasse toda a placa de Petri, 0
qual variou conforme o patdgeno avaliado, F. pallidoroseum (seis dias); C. musae

(seis dias); C. gloeosporioides (cinco dias) e R. solani (trés dias).

2.2.2 Experimentos que utilizaram o 6leo essencial de eucalipto encapsulado
com nanoparticula de goma de cajueiro no controle in vitro de Fusarium
pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e

Rhizoctonia solani, respectivamente experimentos V, VI, Vil e VIII

Estes experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado com oito tratamentos (0; 1; 2; 5; 10; 15; 20 e 25%) e quatro
repeti¢cdes. Os tratamentos foram determinados com base na disponibilidade de
material, e os experimentos foram desenvolvidos baseados na metodologia usada
por Paz et al. (2011).

Para verificar o efeito do dleo essencial de eucalipto encapsulado com
nanoparticula de goma de cajueiro sobre o crescimento micelial de F.
pallidoroseum (Experimento V), C. musae (Experimento V1), C. gloeosporioides
(Experimento VII) e R. solani (Experimento VIII), foi realizada inicialmente a
diluicdo das diferentes concentragdes desse 0leo, referentes a cada tratamento, em
um erlenmeyer contendo 250 mL do meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar).

Em seguida, foi realizada a autoclavagem desse material por um periodo de
quinze minutos a uma temperatura de 121 °C, com exce¢do do primeiro tratamento
(testemunha), que ndo continha o 6leo essencial, sendo autoclavado apenas o meio
de cultura. Posteriormente, o material foi vertido em placas de Petri descartaveis
com 8,5 centimetros de didmetro — no centro das quais foi repicado um disco de 0,5
cm do patdgeno, referente a cada experimento — as quais foram mantidas em

B.0O.D. a uma temperatura de 27°C durante periodo necessario para que 0
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crescimento colonial do patégeno, no tratamento testemunha, ocupasse toda a placa
de Petri, o qual variou conforme o patégeno analisado, F. pallidoroseum (sete

dias); C. musae (seis dias); C. gloeosporioides (cinco dias) e R. solani (trés dias).

2.3 AVALIACOES DOS TRATAMENTOS E ANALISE DOS DADOS

A avaliagdo da eficiéncia dos 6leos de nim e de eucalipto no controle in
vitro de F. pallidoroseum, C. musae, C. gloeosporioides e R. solani foi realizada
diariamente por meio da medigdo, com o auxilio de um paquimetro, do didmetro
longitudinal e transversal do crescimento micelial do patégeno.

Apos a obtengdo do didmetro colonial do patégeno, foi realizado o calculo
do Crescimento Radial (CR) do fungo utilizando a férmula proposta por Forti
(1997), em que:

DM -0,5
CR=

Onde:

DM: Meédia dos diametros longitudinal e transversal do crescimento
colonial do patdgeno;

0,5: Diametro do disco do isolado do patdégeno que foi colocado sobre as

placas de Petri.

Em seguida, foi realizado o calculo do crescimento radial diario, calculado

pela seguinte férmula:

CR
CRd =
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Onde:

CR: Crescimento Radial do fungo calculado utilizando a formula proposta
por Forti (1997);

n: Numero de dias necessarios para que o crescimento colonial do

patégeno ocupasse toda a placa de Petri.

Além disso, foi calculado o percentual de inibi¢do do crescimento micelial

(PIC) conforme a férmula utilizada por Hillen et al. (2012), em que:

(Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) * 100
PIC =

Crescimento da testemunha

Os dados obtidos dos crescimentos radiais diarios dos patégenos foram
submetidos a analise de varidncia, por meio do programa estatistico “R” (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), e quando os valores de “F” foram
significativos, foi realizado o ajuste dos dados a modelos matematicos por meio da

analise de regressao, utilizando o programa Table Curve.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DO OLEO COMERCIAL DE NIM (AZAMAX) NO CONTROLE IN
VITRO DE Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum

gloeosporioides E Rhizoctonia solani

Houve efeito significativo (Apéndices | A; | B; | C; e | D) do 6leo
comercial de nim (Azamax) sobre crescimento micelial dos patégenos analisados.
Para todos os patdgenos, pode-se observar que a aliquota de 150 uL proporcionou
maior percentual de inibicdo (Tabela 1 e Figura 1), principalmente sobre F.
pallidoroseum e C. gloeosporioides, com 17,64 e 15,18%, respectivamente. No
caso de F. pallidoroseum e C. musae, pode-se observar que as aliquotas de 5 e 10
ML ndo diferiram da testemunha, ndo apresentando efeito sobre o crescimento
micelial dos patdgenos.

Tabela 1 - Crescimento radial diario (médias) e percentual de inibicdo do crescimento
micelial de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizoctonia solani expostos a diferentes aliquotas do éleo comercial de
Nim (Azamax) durante seis, seis, cinco e trés dias, respectivamente.

Fusarium Colletotrichum Colletotrichum Rhizoctonia
Aliquotas pallidoroseum musae gloeosporioides solani

(uL) CRd! PIC? CRd! PIC? CRd! PIC? CRd! PIC?
Cm) ) em) ) m) () (m) (%)

0 0,68 - 0,68 - 0,79 - 1,33 -

5 0,68 0 0,68 0 0,78 1,26 1,33 0
10 0,68 0 0,68 0 0,78 1,26 1,31 1,50
15 0,67 1,47 0,67 1,47 0,78 1,26 1,31 1,50
25 0,66 2,94 0,66 2,94 0,78 1,26 1,31 1,50
50 0,66 2,94 0,66 2,94 0,77 2,53 1,30 2,25
100 0,66 2,94 0,65 4,41 0,69 12,65 1,30 2,25
150 0,56 17,64 0,64 5,88 0,67 15,18 1,21 9,02

! Crescimento Radial Diario. > Percentual de inibic&o do crescimento micelial.
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Figura 1 - Andlise de regressdo dos dados do crescimento radial didrio de Fusarium
pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani
expostos a diferentes aliquotas do 6leo comercial de Nim (Azamax).

A - Fusarium pallidoroseum; B - Colletotrichum musae; C - Colletotrichum
gloeosporioides; D — Rhizoctonia solani.

Essa acdo fungicida do dleo de nim (A. indica) estd associada, de acordo
com Suresh et al. (2004), & presenca de principios ativos, os terpendides, cujos
principais compostos foram avaliados, por esses autores, isoladamente sobre o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum (Schlecht.), Alternaria tenuis (Nees)
e Drechslera oryzae (Breda de Haan) Subram. e B. L. Jain , sendo constatado que a
azadiractina ndo apresentou nenhuma atividade antifingica, ao passo que a
azadiradione, nimbim e salanim apresentaram significativa inibicdo do crescimento
micelial dos patégenos.

Os mesmos autores, ao avaliarem a acdo sinérgica dessas substancias no
controle dos referidos agentes fitopatogénicos, observaram que houve inibicédo total

do crescimento de D. orysae e significativa reducdo dos demais fungos analisados,
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indicando que a acdo fungicida do 6leo de nim depende da concentragdo dos
principios ativos, bem como do tipo de patdgeno envolvido, sendo necesséria a
avaliacdo da acdo fungicida do 6leo, em diferentes concentracBes, de maneira
isolada sobre cada patdgeno.

Diversos autores também ja evidenciaram a atividade antifungica do 6leo
de nim, especialmente sobre espécies de Colletotrichum (CARNEIRO, 2008;
DIAS-ARIEIRA et al., 2010; SILVA et al., 2011) e de patdgenos foliares, como é
0 caso do oidio (Erysiphe polygoni D. C.) em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e
oidio (Oidium lycopersici Cooke e Mass.) em tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill.) (CARNEIRO, 2003; CARNEIRO et al., 2007); entretanto, ainda sao
escassas as informacgdes acerca do seu emprego contra determinados fungos
fitopatogénicos, como espécies de Fusarium e Rhizoctonia.

Resultados divergentes dos observados aqui foram verificados por Silva et
al. (2011), os quais, avaliando o efeito do 6leo comercial de nim (Neem ISLA) em
diferentes concentragbes (0; 10; 50; 100; 200 pg/mL de ingrediente ativo
Azadiractina) sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides em
seringueira (Hevea brasiliensis (HBK) M. Arg.), verificaram que as concentragdes
de 100 e 200 pg/mL proporcionaram percentuais de inibicdo de 58% e 60%,
respectivamente, apds sete dias de incubacdo, percentuais superiores aos
observados no presente trabalho.

Essa divergéncia pode estar associada as diferentes concentragdes dos
compostos ativos, como a azadiractina, presentes nesses 0Oleos, ja que a acdo
fungicida do Oleo de nim depende principalmente da concentragdo de seus
principios ativos (SURESH et al., 2004).

Entretanto, estudos também mostram que o 6leo de nim pode ndo
apresentar efeito inibitdrio sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos, como é
0 caso do realizado por Carneiro (2008), que, avaliando o 6leo de nim em
diferentes concentracdes (0; 5; 1; 1,5%) no controle da antracnose Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Br. & Cav.) do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.),
ndo observou efeito inibitério no crescimento do patdgeno, independentemente da

concentracdo utilizada.
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Apesar de escassas informacfes sobre o emprego do 6leo de nim no
controle de espécies de Fusarium e de Rhizoctonia, 6leos derivados de outras
espécies vegetais vém sendo empregados no controle desses fitopatdgenos, como é
0 caso dos 6leos essenciais de espécies do género Lippia no controle de Fusarium
pallidoroseum e de Rhizoctonia solani, que tem mostrado resultados satisfatérios
(SOUSA, 2011; SILVA et al., 2013).

Além disso, 6leos de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) também
vém sendo empregados no controle de Fusarium oxysporum Schlecht., Fusarium
solani (Mart.) Sacc. e Rhizoctonia solani sobre os quais tém apresentado inibi¢do
total do crescimento micelial em virtude da hidrofobicidade desse 6leo, o que
garantiu interagdo com os lipideos da parede, da membrana celular e da
mitocdndria, alterando a permeabilidade e causando distirbios nestas estruturas
(COSTA et al., 2011).

Contudo, os resultados obtidos no presente trabalho sdo promissores,
especialmente para o uso do éleo de nim no controle de Fusarium pallidoroseum e
Colletotrichum gloeosporioides, sendo necessarias novas pesquisas, como 0
emprego do 6leo de nim em condi¢des de casa de vegetacdo e posteriormente em
campo, visando a inser¢cdo do emprego desse 6leo essencial no controle dos

referidos fitopatdgenos.

32 OLEO ESSENCIAL DE EUCALIPTO ENCAPSULADO COM
NANOPARTICULA DE GOMA DE CAJUEIRO NO CONTROLE IN VITRO DE
Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides E

Rhizoctonia solani

Houve efeito significativo (Apéndices Il A; 1l B; Il C e Il D) do 6leo
essencial de eucalipto encapsulado com nanoparticula de goma de cajueiro sobre o
crescimento radial dos fitopatdgenos analisados. A partir da concentragédo de 1%, ja
se obteve pequena reducdo no crescimento micelial dos patégenos envolvidos,

exceto para R. solani, em que esta concentracdo nao diferiu da testemunha.
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Os maiores percentuais de redugdo do crescimento radial, para todos os
fungos, foram obtidos quando expostos a concentracdo de 25% do 6leo de
eucalipto (Tabela 2 e Figura 2), principalmente sobre F. pallidoroseum e C.
gloeosporioides, com 12,28% e 10,00% de inibicdo, respectivamente. Para C.
musae, foi observado que as concentracBes de 1; 2; 5; 10 e 15% apresentaram o

menor percentual de inibicdo, ndo diferindo entre si.

Tabela 2 - Crescimento radial (médias) diério e percentual de inibigdo do crescimento
micelial de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizoctonia solani expostos a diferentes concentragdes do 6leo essencial
de eucalipto encapsulado com nanoparticula de goma de cajueiro durante sete, seis, cinco e
trés dias, respectivamente.

i Fysarium Colletotrichum Colletotri_ch_um Rhizoctonia solani
Concentragdes pallidoroseum musae gloeosporioides

(%) CRd! PI? CRd! PI? CRd! PI? CRd*! PI?
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)

0 0,57 - 0,67 - 0,80 - 1,33 -

1 0,56 1,75 0,66 1,49 0,79 1,25 1,33 0
2 0,55 3,50 0,66 1,49 0,79 1,25 1,31 1,50
5 0,55 3,50 0,66 1,49 0,79 1,25 1,31 1,50
10 0,54 5,26 0,66 1,49 0,77 3,75 1,31 1,50
15 0,54 5,26 0,66 1,49 0,77 3,75 1,27 4,51
20 0,53 7,01 0,64 4,48 0,74 7,50 1,25 6,01
25 0,50 12,28 0,62 7,46 0,72 10,00 1,23 7,52

! Crescimento Radial Diario. > Percentual de inibic&o do crescimento micelial.
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Figura 2 - Analise de regressdo dos dados do crescimento radial diario de Fusarium
pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani
expostos a diferentes concentragdes do 6leo essencial de eucalipto encapsulado com
nanoparticula de goma de cajueiro.

A - Fusarium pallidoroseum; B — Colletotrichum musae; C — C. gloeosporioides; D —
Rhizoctonia solani.

Segundo Schawan-Estrada et al. (2000), a atividade fungicida de derivados
vegetais, tanto 6leos quanto extratos, pode estar associada ao fato de que os
compostos secundarios produzidos por eles ocasionam ruptura na membrana
plasmatica, inibicdlo da acdo de enzimas flngicas, acarretando ainda
desorganizacdo dos contetdos celulares desses patdgenos. A acdo antiflngica de
6leos de eucalipto estd associada a presenca de compostos bioativos,
principalmente o limoneno e citronelol (LUDWIG et al., 2007; MESQUITA,
2012).

O efeito inibitério do uso do o6leo essencial de eucalipto sobre o

crescimento de fungos fitopatogénicos também vem sendo relatado na literatura.
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Ludwig et al. (2007), avaliando a eficiéncia de 6leo essencial de eucalipto puro e
6leo de eucalipto diluido em etanol sobre o crescimento in vitro de fungos
fitopatogénicos em tomateiro, observaram que no caso de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopesici ((Sacc.) W. C. Snyder e H. N. Hans) apenas o 6leo de eucalipto puro
apresentou efeito sobre seu crescimento, com uma reducdo de 11,8% do tamanho
de suas colbnias. No caso de Corynespora cassiicola (Berk. e Curtis), foi
observado que o tratamento que obteve efeito inibitério sobre o crescimento do
patdgeno foi o 6leo de eucalipto diluido em etanol, cuja reducéo foi de 28,6% no
crescimento colonial. Além disso, para o Verticillium albo-atrum (Reinke e
Berthold) foi observado que este foi sensivel a todos os tratamentos avaliados, com
0 Oleo puro reduzindo em 33,3% 0 seu crescimento, ao passo que com o 6leo
diluido em etanol a reducéo foi de 27,1%.

A aplicagdo do 6leo essencial de eucalipto no controle in vitro de fungos
fitopatogénicos também foi realizado por Bonaldo et al. (2007), que avaliaram a
atividade antifungica do 6leo essencial de eucalipto nas concentragdes de 0; 20; 40;
100; 500 e 1000 pL no controle in vitro de fungos fitopatogénicos, observando que
a partir da aliquota de 20 pL houve 100% de inibicdo do crescimento micelial de
Sclerotium rolfsii Sacc., Phytophthora sp., Alternaria alternata (Fr.:Fr) Keissl e
Colletotrichum sublineolum (Henn.). No caso de R. solani, a reducao foi de 90%, e
na concentracao de 40 L este patdégeno teve 100% de inibi¢do do seu crescimento
micelial, indicando potencial atividade antifingica do 6leo essencial de eucalipto
no controle de determinados fungos fitopatogénicos.

Dias-arieira et al. (2010), avaliando a atividade do 6leo de eucalipto
(Eucalyptus citriodora Hooker M.) em diferentes concentra¢des (0; 0,25; 0,5; 1;
1,5%) no controle in vitro de Colletotrichum acutatum (Simmonds) em
morangueiro (Fragaria x ananassa Duch), verificaram que as concentracfes de 1 e
1,5% proporcionaram maiores redugfes (91,1%) no crescimento micelial do
patégeno, ndo diferindo significativamente entre si. Os resultados foram
divergentes aos apresentados neste trabalho, jA que neste, nas espécies de
Colletotrichum avaliadas, o maior percentual de inibicdo apresentado foi de

10,00% (C. gloeosporioides). Essa divergéncia pode estar associada a espécie de
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eucalipto utilizada para a obtengdo do 6leo j& que no presente trabalho foi utilizada
a espécie Eucalyptus staigeriana (F. Muell.), espécie diferente da utilizada por
Dias-Arieira, o que pode acarretar em diferentes concentracdes de principios ativos
capazes de inibir o crescimento micelial do patégeno.

Além disso, a propria técnica de encapsulamento pode ter sido a
responsavel pela reducédo da atividade antifingica desse Gleo, ja que apesar de essa
técnica ser utilizada para melhorar a eficacia de 6leos essenciais (PEREIRA, 2012),
a metodologia empregada para o encapsulamento pode reduzir sua eficiéncia, como
foi o caso do observado no trabalho realizado por Richetti et al. (2012), os quais,
avaliando a atividade antimicrobiana de 6leo essencial de Eucalyptus paniculata
(Grey Ironbark) encapsulado por método Sol-Gel a partir de tetraetilortossilicato e
de organossilanos (Silica sélida), observaram que o 6leo essencial de eucalipto
puro apresentou inibicdo satisfatoria no desenvolvimento de Bacillus cereus
(Frankland e Frankland), Listeria monocytogenes (Murray) e Staphylococcus
aureus (Rosenbach); entretanto, quando aplicado via encapsulamento ndo se
observou nenhum efeito inibitério, ndo havendo eficiéncia do material
encapsulado, o que pode estar associado a disposi¢cdo dos compostos funcionais do
6leo essencial na capsula.

Estes, portanto, sdo os primeiros resultados sobre o emprego do 6leo
essencial de eucalipto (Eucalyptus staigeriana) encapsulado com nanoparticulas de
goma de cajueiro sobre o crescimento micelial de Fusarium pallidoroseum,

Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O 06leo de nim e o Oleo essencial de eucalipto encapsulado com
nanoparticula de goma de cajueiro apresentaram efeito inibitoério sobre o
crescimento micelial de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae,
Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani, sendo necessarias novas
pesquisas, como o emprego desses Oleos essenciais em condicdes de casa de
vegetacdo e posteriormente em campo, visando ao aprimoramento e & insergao

dessas substancias no controle dos referidos fitopatdgenos.

82



REFERENCIAS

BONALDO, S. M.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; STANGARLIN, J. R;
CRUZ, M. E. S.; FIORI-TUTIDA, A. C. G. Contribuicéo ao estudo das atividades
antifungica e elicitora de fitoalexinas em sorgo e soja por eucalipto (Eucalyptus
citriodora). Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 33, n. 4, p. 383-387, 2007.

CARNEIRO, S. T. P. G. Efeito de extratos de folhas e do 6leo de nim sobre o oidio
do tomateiro. Summa Phytopathologica, v. 29, n. 3, p. 262-265, 2003.

CARNEIRO, S. M. T. P. G.; PIGNONI, E.; VASCONCELLOS, M. E. C;
GOMES, J. C. Eficacia de extratos de nim para o controle do oidio do feijoeiro.
Summa Phytopathologica, v. 33, n. 1, p. 34-39, 2007.

CARNEIRO, S. M. T. P. G. Efeito do nim (Azadirachta indica) sobre oidio e
antracnose. Informe da pesquisa, Instituto Agronémico do Parang, n. 155, p. 15,
2008.

CARNELOSSI, P. R.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; CRUZ, M. E. S.; ITAKO,
A. T.. MESQUINI, R. M. Oleos essenciais no controle pos-colheita de
Colletotrichum gloeosporioides em maméo. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, Botucatu, v. 11, n. 4, p. 399-406, 2009.

CARVALHO, G. A.; SANTOS, N. M.; PEDROSO, E. C.; TORRES, A. F.
Eficiéncia do 6leo de nim (Azadirachta indica A. Juss) no controle de Brevicoryne
brassicae (Linnaeus, 1758) e Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera:
Aphididae) em couve — manteiga Brassica oleracea Linnaeus Var. Acephala.
Arquivos do Instituto Bioldgico, v. 75, n. 2, p. 181-186, 2008.

COSTA, A. R. T.; AMARAL, M. F. Z. J.; MARTINS, P. M.; PAULA, J. A. M;;
FIUZA, T. S,; TRESVENZOL, L. M. F.; PAULA, J. R,; BARA, M. T. F. Agdo do
6leo essencial de Sysygium aromaticum (L.) Merr. e L. M. Perry sobre as hifas de
alguns fungos fitopatogénicos. Revista Brasileira de Plantas Medicinais,
Botucatu, v. 13, n. 2, p. 240-245, 2011.

83



DIAS-ARIEIRA, C. R.; FERREIRA, L. R.; ARIEIRA, J. O.; MIGUEL, E. G,
DONEGA, M. A;; RIBEIRO, R. C. F. Atividade do 6leo de Eucalyptus citriodora
e Azadirachta indica no controle de Colletotrichum acutatum em moragueiro.
Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 36, n. 3, p. 228-232, 2010.

FORTI, J. A. Aspectos patoldgicos, epidemioldgicos y culturales de Acremonium
cucurbitacearum Alfaro-Garcia, W. Gams et J. Garcia-Jiménez. Tesis doctoral,
Universidad Politécnica de Valencia, Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agréonomos, Departamento de Produccion Vegetal, Valencia, p. 183, 1997.

HILLEN, T.; SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; MESQUINI, R. M.; CRUZ, M. E.
S.; STANGARLIN, J. R.; NOZAKI, M. Atividade antimicrobiana de o6leos
essenciais no controle de alguns fitopatdgenos flngicas in vitro e no tratamento de
sementes. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 14, n. 3, p. 439-
445, 2012.

LUDWIG, J.; MOURA, A. B.; ZANATTA, G. C. N. Z; ZANANDREA, |
SANTOS, J.; BOSENBECKER, V. K. Acdo do 6leo essencial de eucalipto sobre o

crescimento “in vitro” de fungos patogénicos ao tomateiro. Resumos do II
Congresso Brasileiro de Agroecologia, Revista Brasileira de Agroecologia, V. 2,
n. 1, p. 435-438, 2007.

MACHADO, R. M. A.; MUSSI-DIAS, V.; SOUZA, C. L. M,; SILVA, L. B,
FREIRE, M. G. M. Avaliacéo de 6leos essenciais sobre o crescimento in vitro do
fungo Colletotrichum gloeosporioides. Perspectivas online: biologia & salde,
Campos dos Goytacazes, v. 8, n. 3, p. 64-75, 2013.

MARI, M.; GUIZZARDI, M. The postharvest phase: emerging technologies for the
control of fungal diseases. Phytopasitica, Bet Dagan, v. 26, p. 59-66, 1998.

MESQUITA, M. A. Atividade do 6leo essencial encapsulado de Eucalyptus
staigeriana sobre nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes. Dissertagado
de Mestrado, Universidade Estadual do Ceara, Fortaleza, 48p., 2012.

MICHEREFF, S. J.; ANDRADE, D. E. G. T.; MENEZES, M. (Editores)
Ecologia e manejo de patdgenos radiculares em solos tropicais. UFRPE,
Recife, Imprensa Universitaria, 2005.

84



PAZ, D. S.; RODRIGUES, A. A. C.; DINIZ, N. B.; BRANDAO, L. C. S;
CAMPOS NETO, J. R. M. Acdo inibitoria de extratos vegetais e 6leo de nim sobre
Corynespora cassiicola, agente causal da mancha-alvo do mamoeiro. Resumos do
VIl Congresso Brasileiro de Agroecologia, Cadernos de Agroecologia, v. 6 n. 2,
2011.

PEREIRA, V. A. Nanogéis de gomas regionais para o encapsulamento de 6leos
essenciais. XXXI Encontro de Inicia¢do Cientifica e V Encontro de Pesquisa de
Po6s-graduacao, Resumo, Universidade Federal de Ceara, Fortaleza, 2012.

RICHETTI, A. E.; FERENZ, M.; ROSA, M. E. S.; SILVEIRA, S. M.; FRONZA,
N. Avaliagdo da atividade antimicrobiana de Oleo essencial de Eucalyptus
paniculata encapsulado por método Sol-Gel. Il Mostra de Iniciagao Cientifica,
Resumo, Instituto Federal Catarinense, Concordia, 2012.

ROEL, A. R.; VENDRAMIM, J. D.; FRIGHETTO, R. T. S.; FRIGHETTO, N.
Efeito do extrato acetato de etila de Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) no
desenvolvimento e sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho. Bragantia, v. 59, n. 1, p.
53-58, 2000.

SCHWAN-ESTRADA, K. R. F.; STANGARLIN, J. R.; CRUZ, M. E. S. Uso de
extratos vegetais no controle de fungos fitopatogénicos. Floresta, v. 30, n. %, p.
129-137, 2000.

SECRETARIA DE ESTADO DA AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO
(SEAB). Departamento de Economia Rural. Fruticultura — Analise da Conjuntura
Agropecuaria, 2012.

SILVA, R. A;; PEREIRA, R. E. A;; NAKANO, M. A. S. Inibi¢do do crescimento
micelial e germinacdo de Colletotrichum gloeosporioides na seringueira pelo éleo
de neem (Azadirachta indica). Nucleus, v. 8, n. 1, p. 295-304, 2011.

SILVA, M. V.; CARVALHO, R. R. C.; REGO, T. J. S.; FONTES, M. G.;
BLANK, A. F.; LARANJEIRA, D. Efeito de 6leos essenciais de Lippia na inibigdo
do crescimento de Rhizoctonia solani. I CONAC - Congresso Nacional de
Feijdo-caupi, Recife-PE, 2013.

85



SILVEIRA, N. S. S.; MICHEREFF, S. J.; SILVA, I. L. S. S.; OLIVEIRA, S. M. A.
Doencas flngicas pds-colheita em frutas tropicais: patogénese e controle (Revisao).
Revista Caatinga, Mossoro, v. 18, n. 4, p. 283-299, 2005.

SOUSA, A. E. D. Atividade antifungica de 6leos vegetais no controle de podridao-
por-fusarium em meldo e fusariose em abacaxi. Dissertacdo de Mestrado,
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mestre em Agronomia, Fitotecnia,
Mossord6-RN, 97f., 2010.

SURESH, G. V.; GOPALAKRISHNAN, G.; MASILAMANI, S. Neem for plant
pathogenic fungal control: the outlook in the new Millennium. In.: KOUL, O.;
WAHAB, S. (Ed.). Neem: Today and in the new Millennium, p. 183-207, 2004.

86



CAPITULO IV

EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE IN VITRO DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

RESUMO

ARAUJO, Jacquelinne Alves de Medeiros. EXTRATOS VEGETAIS NO
CONTROLE IN VITRO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS, 2014. 22f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA). Mossord-RN, 2014.

A ocorréncia de doencas, especialmente as ocasionadas por fungos, tem ocasionado
perdas severas na producgdo brasileira de frutas. Visando obter novas técnicas de
controle alternativo de doengas, estudos vem sendo realizados avaliando o emprego
de extratos vegetais, como € o caso de extratos de nim e de extratos de algas
marinhas, como a Ascophyllum nodosum. Entretanto, em decorréncia da escassez
de informacdes a cerca do emprego desses no controle de determinados fungos
fitopatogénicos, este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de extrato
aquoso de sementes de nim bem como de extrato comercial (Acadian) de
Ascophyllum nodosum no controle in vitro de Fusarium pallidoroseum,
Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani. Este
capitulo foi divido em oito experimentos e todos conduzidos em um delineamento
inteiramente casualizado e realizados no laboratério de Fitopatologia da UFERSA.
Os resultados mostraram que o extrato aquoso de sementes de nim proporcionou
inibicdo total sobre C. musae e C. gloeosporioides quando utilizada as
concentracdes de 15 g/100mL, enquanto que quando autoclavado, o percentual de
inibicdo de crescimento sobre esses patogenos foi reduzido para 20,89% e 11,25%,
respectivamente. O extrato de A. nodosum, quando utilizada a aliquota de 150 pL,
apresentou acdo inibitéria principalmente sobre R. solani, proporcionando 42,25%
de inibicdo do crescimento micelial desse patdgeno. Dessa forma, esses extratos
vegetais configuram-se como potenciais alternativas no manejo desses
fitopatégenos.

Palavras-chave: Extrato de nim. Inibicdo de Crescimento. Controle alternativo.
Fitopatdgenos.
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ABSTRACT

ARAUJO, Jacquelinne Alves de Medeiros. EXTRACTS PLANT IN CONTROL
IN VITRO PHYTOPATHOGENIC FUNGI. 2014. 22f. Dissertation (M.Sc in
Agronomy, Plant Science) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). Mossor6-RN, 2014.

The occurrence of diseases, especially those caused by fungi, has caused severe
losses in Brazilian fruit production. New techniques in order to obtain alternative
disease control, several studies have been conducted evaluating the use of plant
extracts, as is the case of neem extracts and seaweed extracts such as Ascophyllum
nodosum. However, because of the scarcity of information about the employment
of those in control of certain pathogenic fungi, this work aimed to evaluate the
efficiency of aqueous extract of neem seed and commercial extract (Acadian)
Ascophyllum nodosum in control in vitro Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum
musae, Colletotrichum gloeosporioides and Rhizoctonia solani. This chapter is
divided into eight and all experiments conducted in a completely randomized and
performed in the laboratory of Phytopathology UFERSA design. The results
showed that the aqueous extract of neem seed gave complete inhibition of C.
musae and C. gloeosporioides when used concentrations of 15 g/100mL, whereas
when autoclaved, the percentage of growth inhibition on these pathogens was
reduced to 20,89% and 11,25%, respectively. The extract of A. nodosum, when
used at the rate of 150 pL, showed inhibitory action mainly on R. solani, providing
42,25% inhibition of mycelial growth of this pathogen. Thus, these plant extracts
are characterized as potential alternatives to treat these pathogens.

Keywords: Extract of neem. Inhibition of Growth. Alternative control.
Phytopathogens.
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1 INTRODUCAO

Problemas de ordem fitossanitéria, especialmente as doencas ocasionadas
por fungos, tém ocasionado perdas severas na producdo brasileira de frutas,
destacando-se as podridGes pds-colheita, como as ocasionadas por Fusarium
pallidoroseum (Cooke) Sacc., Colletotrichum gloeosporioides Penz. & Sacc. e
Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) Arx, além dos danos ocasionados por
patogenos radiculares, como Rhizoctonia solani Kuhn (MICHEREFF et al., 2005;
SILVEIRA et al., 2005; FISCHER et al., 2007). Assim, é fundamental a adocéo de
estratégias de controle para garantir a manutencdo da sanidade vegetal, sendo o uso
de fungicidas o principal método de controle.

Em virtude dos problemas gque o mau uso de agrotoxicos na agricultura
pode acarretar a0 meio ambiente e a salde humana, tem se intensificado a
realizacdo de pesquisas visando & insercdo de novas alternativas de controle de
pragas e doencas, como, por exemplo, utilizacdo de extratos vegetais. De acordo
com Copping e Duke (2009), ha milhares de anos produtos naturais séo utilizados
pelo homem para beneficio da humanidade.

A eficiéncia de extratos aquosos de derivados do nim (Azadirachta indica
A. Juss), especialmente das sementes, tem sido avaliada no controle de
fitopatdgenos (ROVESTI et al.,1992; CARNEIRO et al., 2008; PAZ et al., 2011),
sendo obtidos resultados promissores, 0o que vem auxiliando na reducdo da
dependéncia por fungicidas sintéticos.

Carneiro et. al. (2007) avaliaram a eficiéncia de extratos de sementes de
nim nas proporcdes de 15, 25 e 35 g/L no controle de oidio (Erysiphe polygoni D.
C.) do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) aplicados 48 horas antes e 24 horas apds a
inoculacéo, observando que o extrato de sementes reduziu os sintomas de oidio em
aproximadamente 82% na aplicacdo preventiva e em 98% na pulverizacédo
realizada apds a inoculagdo, ndo diferindo significativamente entre si em relagdo as
proporcdes de extratos utilizados.

Além dos extratos de nim, extratos de algas também tém apresentado

resultados satisfatorios no controle alternativo de doencas de plantas. Conforme
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Kelecom (2001), extratos de algas apresentam compostos bioativos capazes de
inibir o crescimento de fungos e bactérias, bem como estimular o crescimento e
fortalecer as defesas das plantas contra o ataque de patégenos, de modo que,
segundo Abreu et al. (2008), somente as algas marrons, como Ascophyllum
nodosum L., tem se mostrado eficientes no controle de doencas de plantas.

Estudos que avaliem a eficiéncia de extratos aquosos de sementes de nim,
bem como de extratos derivados de algas, especialmente de A. nodosum, sobre
determinados fungos fitopatogénicos ainda sdo escassos, especialmente no Brasil.
Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia de extrato aquoso de
sementes de nim e do extrato comercial de A. nodosum (Acadian) no controle in

vitro de F. pallidoroseum, C. musae, C. gloeosporioides e R. solani.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DA REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS E AQUISICAO DOS
MATERIAIS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia Il da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Departamento de Ciéncias Vegetais,
Campus Mossor6—RN.

O extrato aquoso de sementes de nim foi preparado com base na
metodologia utilizada por Carneiro et al. (2007), sendo as sementes coletadas em
plantas de nim do Campus central da UFERSA. O extrato comercial de
Ascophyllum nodosum (Acadian) foi adquirido junto a empresa de comercializagao
de produtos fitossanitarios.

Os isolados de Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum musae e
Fusarium pallidoroseum foram oriundos da Colecdo Maria Menezes da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), ao passo que o de
Rhizoctonia solani foi isolado de raizes de meloeiro no Laboratério de
Fitopatologia Il da UFERSA.

2.2. DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS

O capitulo IV foi dividido em oito experimentos:

o Experimento I: Extrato aquoso de semente de nim (A. indica) no controle
in vitro de C. musae;

e  Experimento II: Extrato aquoso de semente de nim (A. indica) no
controle no controle in vitro de C. gloeosporioides;

o Experimento Il1I: Extrato aquoso, autoclavado, de semente de nim (A.

indica) no controle no controle in vitro de C. musae;
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Experimento IV: Extrato aquoso, autoclavado, de semente de nim (A.

indica) no controle no controle in vitro de C. gloeosporioides;

o Experimento V: Extrato comercial (Acadian) de A. nodosum no controle
in vitro de F. pallidoroseum;

e  Experimento VI: Extrato comercial (Acadian) de A. nodosum no controle
in vitro de C. musae;

o Experimento VII: Extrato comercial (Acadian) de A. nodosum no
controle in vitro de C. gloeosporioides;

o Experimento VIII: Extrato comercial (Acadian) de A. nodosum no

controle in vitro de R. solani.

2.2.1 Experimentos que utilizaram o extrato aquoso de semente de nim
(Azadirachta indica) no controle in vitro de Colletotrichum musae e

Colletotrichum gloeosporioides, respectivamente experimentos I e I1.

Estes experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado com seis tratamentos (0; 1; 5; 10; 15 e 20 g/100mL) e dez repeticdes.
A determinacgdo dos tratamentos foi baseada na disponibilidade de material, e 0s
experimentos desenvolvidos conforme a metodologia usada por Magbool et al.
(2010).

Para verificar o efeito do extrato aquoso de semente de nim sobre o
crescimento micelial de C. musae (Experimento 1) e C. gloeosporioides
(Experimento 11), uma aliquota de 100 pL de cada concentracdo do extrato,
referente a cada tratamento, foi colocada, com o auxilio de uma pipeta automatica,
no centro de placas de Petri descartaveis com 8,5 centimetros de didmetro contendo
0 meio de cultura B.D.A. e distribuidos sobre a superficie do meio com o auxilio da
alca de Drigalsky.

Apos duas horas, um disco de 0,5 cm de diametro do patdgeno, referente a
cada experimento, foi repicado para o centro das placas de Petri, as quais foram

mantidas em B.O.D. a uma temperatura de 27°C durante o periodo necessario para
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que o crescimento colonial do patégeno, no tratamento testemunha, ocupasse toda
a placa, o qual variou conforme o patégeno: C. musae (cinco dias) e C.

gloeosporioides (seis dias).

2.2.2 Experimentos que utilizaram o extrato aquoso, autoclavado, de semente
de nim (Azadirachta indica) no controle in vitro de Colletotrichum musae e
Colletotrichum gloeosporioides, respectivamente experimentos 111 e IV

Estes experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado com seis tratamentos (0; 1; 5; 10; 15 e 20 g/100mL) e oito repeti¢des.
A determinacgdo dos tratamentos foi baseada na disponibilidade de material, e 0s
experimentos conduzidos conforme a metodologia usada por Magbool et al.
(2010).

Para verificar o efeito do extrato aquoso, autoclavado, de semente de nim
sobre o crescimento micelial de C. musae (Experimento Ill) e C. gloeosporioides
(Experimento 1V), inicialmente foram adicionadas a um erlenmeyer contendo 250
mL do meio de cultura B.D.A. (batata-dextrose-agar) as diferentes concentragdes
do extrato aquoso de semente de nim, referentes a cada tratamento.

Em seguida, foi realizada a autoclavagem desse material por um periodo de
quinze minutos a uma temperatura de 121°C, com exce¢do do tratamento
testemunha, que ndo continha o extrato, sendo autoclavado apenas o0 meio de
cultura. Posteriormente, o material foi vertido em placas de Petri descartaveis com
8,5 centimetros de diametro, no centro das quais foi repicado um disco de 0,5 cm
de diametro do patdgeno, referente a cada experimento, as quais foram mantidas
em B.O.D. a uma temperatura de 27°C durante o periodo necessario para que o
crescimento colonial do patégeno, no tratamento testemunha, ocupasse toda a
placa, o qual variou conforme o patégeno: C. musae, seis dias e C. gloeosporioides,

cinco dias.
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2.2.3 Experimentos que utilizaram o extrato comercial (Acadian) de
Ascophyllum nodosum, no controle in vitro de Fusarium pallidoroseum,
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum musae e Rhizoctonia solani,

respectivamente experimentos V, VI, VIl e VIII

Estes experimentos foram conduzidos em um delineamento inteiramente
casualizado com oito tratamentos (0; 5; 10; 15; 25; 50; 100 e 150 uL) e quatro
repeticbes. A determinacdo dos tratamentos foi baseada na disponibilidade de
material, e 0s experimentos conduzidos conforme a metodologia usada por
Carnelossi et al. (2009).

Para verificar o efeito do extrato comercial de A. nodosum sobre o
crescimento micelial de F. pallidoroseum (Experimento V), C. musae
(Experimento V1), C. gloeosporioides (Experimento VII) e R. solani (Experimento
VII1), aliquotas de 5; 10; 15; 25; 50, 100 e 150 puL do extrato foram colocadas, com
0 auxilio de uma pipeta automatica, no centro de placas de Petri com nove
centimetros de didmetro contendo o meio de cultura B.D.A. e distribuidas sobre a
superficie do meio com o auxiilio da alga de Drigalsky.

Apo6s duas horas, um disco de 0,5 cm de didmetro do patégeno, referente a
cada experimento, foi repicado para o centro das placas de Petri, as quais foram
mantidas em B.O.D. a uma temperatura de 27°C durante periodo necessario para
gue o crescimento colonial do patégeno, no tratamento testemunha, ocupasse toda
a placa, o qual variou conforme o patdgeno, no caso de F. pallidoroseum, por um
periodo de oito dias; no caso C. musae, durante sete dias; C. gloeosporioides, por

sete dias e no caso de R. solani por um periodo de trés dias.

2.3 AVALIACOES DOS TRATAMENTOS E ANALISE DOS DADOS

A avaliacdo da eficiéncia dos extratos de nim e de Ascophyllum nodosum
no controle in vitro de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae,

Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani foi realizada diariamente por
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meio da medicdo, com o auxilio de um paquimetro, do didmetro longitudinal e
transversal do crescimento micelial do patégeno.

Apo0s a obtencdo do didmetro colonial do patdgeno, foi realizado o calculo
do Crescimento Radial (CR) do fungo utilizando a férmula proposta por Forti
(1997), em que:

DM -0,5

CR=

Onde:

DM: Média dos diametros longitudinal e transversal do crescimento
colonial do patégeno;

0,5: Diametro do disco do isolado do patégeno colocado sobre as placas de
Petri.

Em seguida, foi realizado o célculo do crescimento radial diario, calculado
pela seguinte férmula:

CR
CRd =

Onde:

CR: Crescimento Radial do fungo calculado utilizando a férmula proposta
por Forti (1997);

n: NUmero necessario de dias para que o crescimento colonial do patégeno

ocupasse toda a placa petri.

Além disso, foi calculado o percentual de inibi¢do do crescimento micelial

(PIC) conforme a formula utilizada por Hillen et al. (2012), em que:

(Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) * 100
PIC =

Crescimento da testemunha
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Os dados obtidos dos crescimentos radiais diarios dos patdgenos foram
submetidos & andlise de variancia, por meio do programa estatistico “R” (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), e quando os valores de “F” foram
significativos, foi realizado o ajuste dos dados a modelos matematicos por meio da

analise de regressdo, utilizando o programa Table Curve.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXTRATO AQUOSO DE SEMENTE DE NIM, COM E SEM A
REALIZACAO DA AUTOCLAVAGEM, NO CONTROLE IN VITRO DE

Colletotrichum musae E Colletotrichum gloeosporioides.

Houve efeito significativo (Apéndices | A e | B; e Apéndices Il Ae Il B)
do extrato aquoso de semente de nim no controle de C. musae e C. gloeosporioides
independentemente da esterilizacdo desse extrato por meio do uso da autoclave, de
modo que quando ndo se realizou a esterilizacdo do extrato de nim foi possivel
observar eficiéncia de inibicdo superior do extrato sobre o crescimento de ambos os
fungos fitopatogénicos.

Avaliando a eficiéncia do extrato aquoso de semente de nim sem
autoclavagem, pode-se observar que a partir da concentragdo de 1 g/100 mL
(Tabela 1 e Figura 1) houve inibicdo no crescimento micelial dos patégenos, de
modo que para o C. musae essa inibi¢do foi de 56,41%, e para C. gloeosporioides
foi de 62,50%. As concentracbes de 15 e 20 ¢/100mL desse extrato
proporcionaram inibigdo total do crescimento micelial de ambos os fitopatdgenos,
néo apresentando diferenca entre si.

Com relacdo & acdo fungicida do extrato aquoso de sementes de nim
autoclavado, observou-se que o crescimento micelial de ambos os patégenos foi
significativamente inibido. O maior percentual inibitério, para ambos os fungos
fitopatogénicos, foi observado na concentracdo de 20 g/100 mL do extrato
autoclavado de nim (Tabela 1 e Figura 1), sendo de 23,88% e 20,00% para C.
musae e C. gloeosporioides, respectivamente. A concentra¢do de 1 g/100 mL néo
apresentou efeito inibitério sobre o crescimento micelial de C. musae, nédo
diferindo significativamente da testemunha, ao passo que para o C. gloeosporioides
essa concentragdo proporcionou um percentual de inibicdo de 2,50% sobre o

crescimento micelial desse fitopatdgeno.
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Tabela 1 - Crescimento radial diario (médias) e percentual de inibigdo do crescimento
micelial de Colletotrichum musae e Colletotrichum gloeosporioides expostos a diferentes
concentragBes do extrato aquoso de semente de nim, com e sem a realizagdo da
autoclavagem.

Extrato Aquoso de Semente de Nim Extrato Aquoso Autoclavado de Semente

de Nim
Concentragoes Colletotrichum Colletotrichum Colletotrichum Colletotrichum
(g/100mL) musae gloeosporioides musae gloeosporioides
CRd' PIC® CRd! PIC?® CRd* PIC? CRd! PIC?®
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
0,78 - 0,64 - 0,67 - 0,80 -
1 0,34 56,41 0,24 62,50 0,67 0,00 0,78 2,50
0,13 83,33 0,20 68,75 0,61 8,95 0,77 3,75
10 0,09 88,46 0,09 85,94 0,56 16,42 0,71 11,25
15 0,00 100 0,00 100 0,53 20,89 0,71 11,25
20 0,00 100 0,00 100 0,51 23,88 0,64 20,00

I Crescimento Radial Diario. > Percentual de inibic&o do crescimento micelial.
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Figura 1 - Andlise de regressdo dos dados do crescimento radial diario de Colletotrichum
musae e Colletotrichum gloeosporioides expostos a diferentes concentragcdes do extrato
aquoso de semente de nim.

A — Extrato de nim (sem autoclavagem) sobre Colletotrichum musae. B — Extrato de nim
(sem autoclavagem) sobre Colletotrichum gloeosporioides. C — Extrato de nim autoclavado
sobre Colletotrichum musae. D — Extrato de nim autoclavado sobre Colletotrichum
gloeosporioides.

A atividade antifingica de derivados de nim esta relacionada a presenga de
principios ativos, 0s terpendides, como azadiractina, azadiradione e salanim
(PRITHIVIRAJ et al., 1998; SINDHAN et al., 1999; SURESH et al., 2004; DIAS-
ARIEIRA et al., 2010).

Efeitos inibitorios da utilizacdo de extratos vegetais sobre o crescimento
micelial de espécies de Colletotrichum também foram observados por Carvalho
(2010), o qual avaliou a eficiéncia de extratos vegetais - alecrim pimenta (Lippia
sidoides Cham.), nim e urtiga (Urtica didica L.) - em diferentes concentracoes (0;
5; 10 e 15%) no controle in vitro de C. gloeosporioides, observando que o extrato

de alecrim pimenta apresentou maior efeito inibitério, impedindo totalmente o
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crescimento do patdgeno nas trés concentragdes utilizadas, ao passo que o extrato
de nim apresentou maior efeito inibitério apenas nas concentragdes de 5 e 10%;
entretanto, ndo promoveu em nenhuma concentracdo utilizadas a inibicdo total
sobre o crescimento do patdgeno, resultado divergente do obtido no presente
trabalho, de vez que neste observou-se que a concentracdo de 15% do extrato de
nim proporcionou inibicao total do crescimento micelial de C. gloeosporioides.

A reducdo do efeito inibitério quando utilizado o extrato aquoso
autoclavado de sementes de nim sobre o crescimento de C. musae e C.
gloeosporioides, aqui observado, pode estar associada as proprias condicdes de
esterilizagdo as quais esse extrato foi submetido na autoclave, como, por exemplo,
a exposicdo a uma temperatura de 121°C, em virtude de que existem metabdlitos
secundarios produzidos por plantas que podem se apresentarem termolabeis, que
em condigdes de temperaturas elevadas podem sofrer alteragbes em suas
propriedades ou até mesmos sofrer degradacdo das substancias antiflngicas,
diminuindo a atividade fungicida dessas substancias (FRANZENER et al., 2003;
LIMA et al., 2013).

A eficiéncia de derivados de nim foi previamente relatada por diversos
pesquisadores no controle de outros fungos fitopatogénicos, principalmente
patdgenos foliares (ROVESTI et al., 1992; SINDHAN et al., 1999; PRITHIVIRAJ
et al.,1998). Rovesti et al. (1992) verificaram que o extrato aquoso de sementes de
nim apresentou efeito fungicida no controle do oidio (Sphaerotheca fuliginea
(Schlecht. et Fr.) Poll.) do pepino (Cucumis sativus L.) quando aplicada a
concentragdo de 25 g/L.

Além disso, Rovesti et al. (1992) observaram ainda que a concentragdo de
20 g/L controlou o oidio (S. fuliginea) da abobrinha (Cucurbita pepo L.), Blumeria
graminis (Speer) f. sp. tritici (Em. Marchal.) em trigo (Triticum aestivum L.) e
Blumeria graminis (Speer) f. sp. hordei (Em. Marchal.) em cevada (Hordeum
vulgare L.).

Prithiviraj et al. (1998), avaliando o controle do mildio da videira
(Plasmopara viticola (Berk. e Curlis) Berl e de Toni) por meio de extrato aquoso

de sementes de nim, observaram que a concentracdo de 25 g/L apresentou alta
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eficiéncia no controle deste patdgeno, em aplicagdes tanto preventivas quanto
curativas, indicando potencial atividade de derivados de nim no controle de agentes
fitopatogénicos, especialmente sobre determinas espécies de fungos.

Suresh et al. (2004), avaliando a atividade isolada e sinérgica dos principais
compostos presentes em derivados de nim (azadiractina, azadiradione, nimbim e
salani) no controle de Fusarium oxysporum (Schlecht.), Alternaria tenuis (Nees) e
Drechslera orysae ((Breda de Haan) Subram. e B. L.)), observaram que essas
substancias aplicadas isoladamente apresentaram agdo fungicida contra todos os
fitopatégenos avaliados, exceto a azadiractina, que ndo apresentou atividade
fangica.

Quando avaliaram a acdo sinérgica dessas substancias, 0s mesmos autores
observaram aumento acentuado na acdo dessas substancias sobre o crescimento
micelial dos fitopatdgenos avaliados, observando inibi¢do total do crescimento
micelial de D. orysae, indicando que a acdo fungicida de derivados de nim, como
0s extratos, depende da concentracdo dos principios ativos, bem como do tipo de
patdgeno envolvido, sendo necessaria a avaliacdo da acdo fungicida do extrato, em
diferentes concentracdes, de maneira isolada sobre cada patogeno.

3.2 EXTRATO COMERCIAL (ACADIAN) DE Ascophyllum nodosum NO
CONTROLE IN VITRO DE Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae,

Colletotrichum gloeosporioides E Rhizoctonia solani

Foi observado efeito significativo (Apéndices I A; 111 B; 111 C; e |1l D) do
extrato comercial (Acadian) de A. nodosum sobre o crescimento micelial dos
patégenos avaliados. A aliquota de 150 pL de Acadian apresentou o maior
percentual de inibicdo em todos os patdégenos envolvidos (Tabela 2 e Figura 2). O
F. pallidoroseum foi o menos afetado pela aplicacdo desse extrato, de vez que a
aliquota de 150 pL foi a Unica que apresentou efeito sobre seu crescimento

micelial, com uma inibicdo de 7,40%. Para C. musae, pode-se observar que as
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aliquotas de 5 e 10 pL ndo diferiram da testemunha, ndo apresentando efeito
inibitdrio sobre seu crescimento.

Para C. gloeosporioides, pode-se observar efeito inibitério em todas as
aliquotas utilizadas, tendo a de 150 pL apresentado maior percentual de inibicao,
com 13,33%. Para R. solani, as aliquotas de 5 a 50 UL ndo apresentaram efeito
inibitdrio sobre seu crescimento, sendo afetado apenas pelas aliquotas de 100 e 150
uL, tendo apresentado, ndo obstante, maior percentual de inibi¢cdo, com 14,08 e

42,25%, respectivamente.

Tabela 2 - Crescimento radial diario (médias) e percentual de inibigdo do crescimento
micelial de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizoctonia solani expostos a diferentes aliquotas do extrato comercial
(Acadian) de Ascophyllum nodosum durante oito, sete, sete e trés dias, respectivamente.

Fusarium Colletotrichum Colletotrichum Rhizoctonia
Aliquotas pallidoroseum musae gloeosporioides solani
(uL) CRd? PI? CRd! PI? CRd* PI? CRd! PI?
(cm) )  ©m (%)  (cm) ) m) (%)
0,54 - 0,61 - 0,60 - 1,42 -
0,54 0,00 0,61 0,00 0,58 3,33 1,42 0,00
10 0,54 0,00 0,61 0,00 0,58 3,33 1,42 0,00
15 0,54 0,00 0,59 3,27 0,58 3,33 1,42 0,00
25 0,53 1,85 0,58 5,17 0,57 5,00 1,42 0,00
50 0,53 1,85 0,58 517 0,57 5,00 1,42 0,00
100 0,53 1,85 0,55 9,83 0,57 5,00 1,22 14,08
150 0,50 7,40 0,54 11,47 0,52 13,33 0,82 42,25

! Crescimento Radial Diario. > Percentual de inibic&o do crescimento micelial.
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Figura 2 - Analise de regressdo dos dados do crescimento radial diario de Fusarium
pallidoroseum, Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani
expostos a diferentes aliquotas do extrato comercial (Acadian) de Ascophyllum nodosum.

A — Fusarium pallidoroseum. B — Colletotrichum musae. C — Colletotrichum
gloeosporioides. D — Rhizoctonia solani.

O efeito inibitério que o extrato de Ascophyllum nodosum apresentou sobre
o crescimento micelial dos fitopatdgenos analisados pode estar associado a
presenca de compostos bioativos, como &cido betainico gama-amonobutirico, acido
betaninico delta—aminovalérico e glicinobetaina, identificados em estudos
realizados por Jenkins et al. (1998 apud Martins, 2006), o que garante a agdo
fungicida desse extrato (Kelecom, 2001).

Pesquisas realizadas visando a avaliagdo da agdo fungicida de extratos de
algas marinhas ainda séo escassas no Brasil. Segundo Abreu et al.(2008), somente
as algas marrons, como é o caso da A. nodosum, tém se mostrado eficientes no
controle de doencas de plantas, pois extratos derivados dessa alga estimulam as

atividades das peroxidases e a sintese da fitoalexina capsidiol, fato observado em
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plantas de pimentdo e videira, acarretando em uma reducdo significativa no
desenvolvimento do mildio da videira (Plasmospara viticola (Berk. e Curlis) Berl e
de Toni) e da requeima do pimentdo (Phytophtora capsici Leonian) quando
tratados com a aplicacdo do referido extrato de alga (LI1ZZI et al., 1998 apud
ABREU et al., 2008).

N&o hé informacdes na literatura sobre a acdo fungicida do extrato de
Ascophyllum nodosum sobre o crescimento de Fusarium pallidoroseum,
Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani no
Brasil, sendo estes os primeiros resultados obtidos sobre o tema, e com base nos
resultados observados, especialmente sobre R. solani, aumentam as perspectivas de

insercdo do uso do referido extrato no controle de fungos fitopatogénicos.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O extrato aquoso de sementes de nim, principalmente sem autoclavagem,
apresentou alta eficiéncia no controle in vitro de Colletotrichum musae e
Colletotrichum gloeosporioides, representando uma alternativa no manejo dos
referidos fitopatdgenos. O extrato de Ascophyllum nodosum apresentou resultados
promissores no controle in vitro de Fusarium pallidoroseum, Colletotrichum
musae, Colletotrichum gloeosporioides e principalmente de Rhizoctonia solani,

configurando-se em potencial alternativa no controle desses fitopatdgenos.
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APENDICES

CAPITULO 1l — NANOPARTICULAS NO CONTROLE IN VITRO DE

FUNGOS FITOPATOGENICOS

Apéndice | — Analise de variancia do efeito das nanoparticulas de prata FDAg-12/90 e
FDAg-12/90-100 sobre o crescimento micelial de Fusarium pallidoroseum.

\F/(;?it;ggg LGItr)ael;s addee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 4 0.01324667 0.00331167 1.82"* 0.1562
Residuo 25 0.04545000 0.00181800
Total 29 0.05869667

"% Efeito ndo significativo.

Apéndice Il A — Andlise de variancia do efeito da nanoparticula de prata FDAgBH-100
sobre o crescimento micelial de Fusarium pallidoroseum.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.01600700 0.00228671 9,02** <0,0001
Residuo 24 0.00608700 0.00025362
Total 31 0.02209400

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice 1l B- Analise de variancia do efeito da nanoparticula de prata FDAgBH-100
sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae.

\F/(;?itgggg I_Gitrjzl:;a(fjee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.02231372 0.00318767 3.35* 0.0123
Residuo 24 0.02333625 0.00097234
Total 31 0.04564997

* Efeito significativo a nivel 5% de probabilidade.

Apéndice Il C — Andlise de variancia do efeito da nanoparticula de prata FDAgBH-100
sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.

\F/Z?it;ggg I_Git;?al:éaddee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.00322872 0.00046125 7,30%* <0,0001
Residuo 24 0.00151575 0.00006316
Total 31 0.00474447

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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Apéndice Il D — Andlise de variancia do efeito da nanoparticula de prata FDAgBH-100
sobre o crescimento micelial de Rhizoctonia solani.

\F/(;?it:ggz If?kr)?:;:dee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.05075038 0.00725005 19,06** <0,0001
Residuo 24 0.00912750 0.00038031
Total 31 0.05987788

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice 111 A — Andlise de variancia do efeito da nanoparticula de goma de cajueiro
sobre o crescimento micelial de Fusarium pallidoroseum.

\F/Z?itaeggi Skr)il:;;dee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 6 0.00194336 0.00032389 6,75** 0,0004
Residuo 21 0.00100750 0.00004798
Total 27 0.00295086

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice 111 B — Anélise de variancia do efeito da nanoparticula de goma de cajueiro
sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 6 0.00529921 0.00088320 8.82** <0,0001
Residuo 21 0.00210350 0.00010017
Total 27 0.00740271

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice 111 C — Andlise de varidncia do efeito da nanoparticula de goma de cajueiro
sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.

\F/Z?itsggg I_Git;?agéaddee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 6 0.01031571 0.00171929 5.44%* 0.0016
Residuo 21 0.00663325 0.00031587
Total 27 0.01694896

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice 111 D — Andlise de varidncia do efeito da nanoparticula de goma de cajueiro
sobre o crescimento micelial de Rhizoctonia solani.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 6 0.00513136 0.00085523 3.69* 0.0116
Residuo 21 0.00486675 0.00023175
Total 27 0.00999811

* Efeito significativo a nivel de 5% de probabilidade.
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CAPITULO Il - OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE IN VITRO DE
FUNGOS FITOPATOGENICOS

Apéndice | A — Andlise de variancia do efeito do 6leo comercial de nim (Azamax) sobre o
crescimento micelial de Fusarium pallidoroseum.

\F/z?itaeggg Ifsikl;ael:(?ac:jee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.04297722 0.00613960 104.60** <0,0001
Residuo 24 0.00140875 0.00005870
Total 31 0.04438597

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice | B — Analise de variancia do efeito do dleo comercial de nim (Azamax) sobre o
crescimento micelial de Colletotrichum musae.

\F/(;rr]itaeggg I_C?lr)ael:(jagjee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.00690772 0.00098682 9.29** <0,0001
Residuo 24 0.00254875 0.00010620
Total 31 0.00945647

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice | C — Andlise de variancia do efeito do éleo comercial de nim (Azamax) sobre o
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.

\F/c;?it;ggﬁ Str)il;ltsj:dee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.06357422 0.00908203 22.63** <0,0001
Residuo 24 0.00963125 0.00040130
Total 31 0.07320547

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice | D — Andlise de variancia do efeito do éleo comercial de nim (Azamax) sobre 0
crescimento micelial de Rhizoctonia solani.

\F/g?itgggz I_Gitr)il}ltsizijee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.04787422 0.00683917 17.30** <0,0001
Residuo 24 0.00948725 0.00039530
Total 31 0.05736147

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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Apéndice Il A — Analise de variancia do efeito do 6leo essencial de eucalipto encapsulado
com nanoparticula de goma de cajueiro sobre o crescimento micelial de Fusarium
pallidoroseum.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.04265522 0.00609360 102.83** <0,0001
Residuo 24 0.00142225 0.00005926
Total 31 0.04407747

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice Il B — Andlise de variancia do efeito do 6leo essencial de eucalipto encapsulado
com nanoparticula de goma de cajueiro sobre o crescimento micelial de Colletotrichum
musae.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.00466800 0.00066686 3.78** 0.0067
Residuo 24 0.00423800 0.00017658
Total 31 0.00890600

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice Il C — Analise de variancia do efeito do éleo essencial de eucalipto encapsulado
com nanoparticula de goma de cajueiro sobre o crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides.

\F/er]itaeggz Slr)il;l(siaijee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.01954922 0.00279275 5.49** 0.0007
Residuo 24 0.01220625 0.00050859
Total 31 0.03175547

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice Il D — Analise de variancia do efeito do 6leo essencial de eucalipto encapsulado
com nanoparticula de goma de cajueiro sobre o crescimento micelial de Rhizoctonia solani.

Fonte de Graus de

Variacio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.03477172 0.00496739 31.93** <0,0001
Residuo 24 0.00373325 0.00015555
Total 31 0.03850497

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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CAPITULO IV - EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE IN VITRO DE
FUNGOS FITOPATOGENICOS

Apéndice | A — Analise de variancia do efeito do extrato aquoso de sementes de nim (sem
autoclavagem) sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 5 4.46134000 0.89226800 15875.6** <0,0001
Residuo 54 0.00303500 0.00005620
Total 59 4.46437500

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice | B — Andlise de variancia do efeito do extrato aquoso de sementes de nim (sem
autoclavagem) sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.

Fonte de Graus de

Variacio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 5 2.88437453 0.57687491 11775.6** <0,0001
Residuo 54 0.00264540 0.00004899
Total 59 2.88701993

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice Il C — Analise de variancia do efeito do extrato aquoso de sementes de nim
(autoclavado) sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 5 0.18429269 0.03685854 93.27** <0,0001
Residuo 42 0.01659713 0.00039517
Total 47 0.20088981

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice Il D — Analise de variancia do efeito do extrato aquoso de sementes de nim
(autoclavado) sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.

\F/Z?itsggg I_Git;?al:saddee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 5 0.13976042 0.02795208 23.97** <0,0001
Residuo 42 0.04898750 0.00116637
Total 47 0.18874792

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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Apéndice 111 A — Analise de variancia do efeito do extrato comercial de Ascophyllum
nodosum (Acadian) sobre o crescimento micelial de Fusarium pallidoroseum.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.00365788 0.00052255 48.05** <0,0001
Residuo 24 0.00026100 0.00001087
Total 31 0.00391888

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice Il B — Analise de variancia do efeito do extrato comercial de Ascophyllum
nodosum (Acadian) sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae.

\F/(;rrlit:(;gg Sg?;g ﬁjee Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.01617147 0.00231021 4.67** 0.0020
Residuo 24 0.01186675 0.00049445
Total 31 0.02803822

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice Il C — Andlise de variancia do efeito do extrato comercial de Ascophyllum
nodosum (Acadian) sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.

Fonte de Graus de

Variacio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 0.01372050 0.00196007 4.14%* 0.0041
Residuo 24 0.01134950 0.00047290
Total 31 0.02507000

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.

Apéndice Il D — Andlise de variancia do efeito do extrato comercial de Ascophyllum
nodosum (Acadian) sobre o crescimento micelial de Rhizoctonia solani.

Fonte de Graus de

Variagio Liberdade Soma do Quadrado Quadrado Médio F Pr>F
Tratamentos 7 1.29900122 0.18557160 24,15%* <0,0001
Residuo 24 0.18440975 0.00768374
Total 31 1.48341097

** Efeito significativo a nivel de 1% de probabilidade.
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