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RESUMO 
As maiores perdas de maçãs armazenadas são devidas as podridões 

conhecidas como podridão olho de boi (POB), associada à infecção por patógenos 

do gênero Neofabraea. O desenvolvimento tecnologias de manejo para reduzir as 

perdas pós-colheita causadas pela POB em maçãs, nos sistemas de produção de 

macieiras é de extrema importância para a produção integrada da maçã. O uso de 

óleos essenciais, como agentes antimicrobianos, pode ser uma ótima alternativa 

para o manejo integrado de doenças, incorporando-os em revestimentos comestíveis 

podem viabilizar a manutenção da qualidade das maçãs pós-colheita e reduzir a 

incidência de podridões. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana 

in vitro dos óleos essenciais de Lippia sidoides (LS) e Ocimum micranthum (OM) na 

redução do crescimento micelial de isolados fúngicos, associados a POB e definir as 

doses letais. Os isolados de Neofabraea sp., oriundos da coleção de trabalho da 

Embrapa Uva e Vinho foram ativados e repicados em meio batata-dextrose-agar 

(BDA), obtendo-se o crescimento das colônias para os experimentos. Foram 

realizados ensaios de patogenicidade e estabelecido a concentração de 106 

esporos/ml, dos isolados CP10 e 40, para os testes preliminares in vitro com os óleos 

essenciais de LS e de OM. Na sequência foram testados os padrões de crescimento 

e as taxas, segundo a metodologia de Elisa, onde foi possível avaliar os perfis de 

crescimento das células em cultivo. Os resultados mostraram que as concentrações 

a partir de 150 uL/L) do óleo essencial de LS inibiram o crescimento micelial dos 

isolados do patógeno. Para o óleo essencial de OM foi possível observar que 

concentrações a partir de 150uL/L também inibiram o crescimento micelial de 

isolados de Neofabraea. O método de inibição de crescimento micelial com placas 

de Elisa mostrou-se eficaz, e os resultados mostraram que as dosagens maiores dos 

dois óleos utilizados apresentaram uma boa porcentagem de inibição.  

Palavras-chave: óleos essenciais, tecnologias, pós-colheita. 
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1. INTRODUÇÃO 

A maçã (Mallus doméstica) é uma das frutas mais cultivadas e consumidas 

no mundo, possuindo mais de 2,5 mil espécies existentes, sendo as cultivares 

Gala e Fuji as mais cultivadas (SEBRAE, 2020). No Brasil a cultura da maçã se 

desenvolveu no sul do país, nos estados do Paraná, Rio Grande do Sul e 

Santa Catarina, onde em janeiro a fruta começa a ser colhida e fica disponível 

o ano todo para o consumidor, sendo armazenada em câmaras frias.  

As maiores perdas de maçãs armazenadas são  devido as podridões 

conhecidas como podridão olho de boi (POB), associada à infecção por 

Neofabraea brasiliensis e N. actinideae., sendo responsável por perdas de até 

20% no período final da armazenagem dos frutos, o que pode representar de 50 

a 70 mil toneladas de maçãs por safra (EMBRAPA, 2018). Devido as perdas por 

doenças fúngicas, principalmente a podridão causada por Neufabraea sp., em 

maçãs durante a pós-colheita, busca-se o desenvolvimento de tecnologias 

alternativas, para o controle de forma biológica, de tais patógenos, para o 

aumento de qualidade das frutas armazenas e posteriormente comercializadas. 

Sendo que o uso de produtos naturais, com princípios bioativos vegetais, pode 

ser uma ótima alternativa para o manejo integrado de doenças.  

 O objetivo do trabalho é desenvolver tecnologias  para reduzir as perdas 

pós-colheita causadas pela podridão olho de boi em maçãs, nos sistemas de 

produção de macieiras de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. E ainda avaliar 

a atividade fungicida in vitro dos óleos essenciais de Lippia sidoides e Ocimum 

micranthum contra isolados fúngicos, das espécies de Neofabraea associadas a 

podridão olho de boi e definir as doses dos óleos essenciais mais eficientes para 

o controle da doença olho de boi em maçãs, para posterior incorporação na 

formulação. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

A macieira pertence à Família Rosaceae, Ordem Rosales, Subfamília 

Pomoideae, Gênero Mallus, abrangendo cerca de 100 gêneros e mais de duas 

mil espécies. A Malus domestica Borkh, proposta em 1803 e segundo o Código 

Internacional de Nomenclatura Botânica, é a primeira denominação válida para 

a macieira cultivada (BENDER, 1986). A maçã possui sabor doce-ácido e 

propriedades refrescantes, adstringentes, e reguladoras, ajuda na digestão, 

modera o apetite, controla o colesterol, previne alergias e irritações físicas, evita 

a formação de cálculos, limpa o sangue, previne o câncer digestivo (ABPM, 

2023) A fruta está entre as quatro mais consumidas no mundo, sendo que no 

Brasil, ela é comercializada os doze meses do ano e distribuída em todo o país 

(PETRI; LEITE, 2008). 

Os principais municípios produtores de maçã no Brasil são Vacaria-RS e 

São Joaquim-SC, que alternam a liderança, seguidos por Fraiburgo (SC). 

Segundo a Associação Brasileira de Produtores de Maçã (ABPM), a produção 

na safra 2017/18 alcançou 1,1 milhão de toneladas. A maçã é cultivada em todos 

os continentes e de acordo com o FAO (2018), o Brasil está entre os 12 maiores 

produtores de maçã do mundo. 

No Brasil, as doenças pós-colheita que causam as maiores perdas são a 

podridão olho de boi (POB) associada recentemente à infecção por Neofabraea 

brasiliensis e N. actinideae e o mofo azul (Penicillium expansum) 

(VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 2010; MAFFIOLETI, 2007; BOGO et al., 

2008; JIJAKLI, 2011). A POB, também conhecida como Pezicula, é uma das 

principais doenças da macieira no Sul do Brasil. Segundo estimativas do setor, 

é responsável por perdas de até 20% no período final da armazenagem dos 

frutos, o que pode representar de 50 a 70 mil toneladas de maçãs por safra. 

(EMBRAPA, 2018) 

 No que diz respeito a variabilidade dos patógenos, quatro espécies do 

gênero Neofabraea são conhecidas como causadoras da podridão olho de boi 

em maçãs.  Observou que isolados associados à doença apresentam grande 

variabilidade em características morfológicas, fisiológicas e genética, sugerindo 

a existência de outras espécies. Em estudos de sobrevivência do patógeno em 

pomares no Rio Grande do Sul foi possível recuperar o patógeno em ramos e 
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gemas durante todo o ciclo e o crescimento da população epífita nos frutos 

aumenta de dezembro até colheita em pomar comercial da cv. ‘Fuji’ e Pink Lady 

indiferentemente das aplicações de fungicidas. (VALDEBENITO-SANHUEZA, et 

al. 2010.)  O patógeno pode ainda sobreviver saprofiticamente em frutos caídos 

no chão ou mumificados nas plantas sintomas de POB são mais frequentemente 

observados na pós-colheita e raramente vistos em frutos no campo, exceto 

naqueles com ferimentos. (VALDEBENITO-SANHUEZA, et al. 2010). De acordo 

com GIRAUD e MORONVALLE (2012) a infecção ocorre no pomar, 

principalmente nos últimos 60 dias antes da colheita, sendo que a podridão pode 

se manifestar durante o período de armazenamento a 0°C ± 1°C ou mesmo no 

momento da comercialização. 

O controle das doenças em maçãs é dependente do uso de fungicidas 

químicos. A estratégia da agricultura moderna é focar em métodos alternativos 

para o controle de doenças, que vissem causar menores danos ao ambiente e a 

saúde humana. O uso intensivo de produtos químicos para controlar doenças 

em plantas e frutos vem causando prejuízos ao meio ambiente e selecionando 

espécies de fungos com resistência a fungicidas. Isto justifica, portanto, a busca 

por métodos alternativos de controle, no qual se incluem o controle biológico e a 

indução de resistência em plantas pelo o uso de extratos vegetais e óleos 

essenciais, entre outros (STANGARLIN et al., 1999; SCHWAN-ESTRADA & 

STANGARLIN, 2005). 

Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos ou óleos essenciais, obtidos 

a partir de plantas medicinais têm indicado o potencial das mesmas no controle 

de fitopatógenos (CUNICO et al., 2003; ANTUNES; CAVACO, 2010; NABILA e 

SOUFIYAN, 2019). Uma grande variedade de espécies botânicas já se mostrou 

capazes de promover a inibição do desenvolvimento de vários fitopatógenos de 

natureza fúngica. (ANTUNES; CAVACO, 2010; ZNINI et al, 2011; ZNINI et al, 

2013; VIEIRA et al., 2018). SCHWAN-ESTRADA et al. (2000) relatam que tanto 

o extrato bruto como o óleo essencial de plantas da flora nativa apresentam 

potencial no controle de fitopatógenos, pela sua ação fungitóxica direta, inibindo 

o crescimento micelial e a germinação de esporos. O interesse em substâncias 

naturais tem aumentado e alguns estudos sobre a atividade biocida de 

metabólitos secundários tem sido relatados, entre estes, óleos essenciais de 

diversas espécies (MARI; BERTOLINI; PRATELLA, 2003; NABILA E 
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SOUFIYAN, 2019). No entanto estudos estão sendo direcionados visando à 

aplicabilidade destes produtos in vivo explorando os patógenos em plantas 

cultivadas e em tratamentos de doenças pós-colheita. 

A eficiência dos óleos essenciais de uma grande variedade de espécies 

botânicas que são capazes de promover a inibição do desenvolvimento de vários 

fitopatógenos de natureza fúngica (Znini et al, 2011; Znini et al, 2013; Vieira et 

al., 2018)  

A espécie de  L. sidoides  Cham, pertence à família  Verbenaceae é 

conhecida popularmente como alecrim-pimenta, é uma planta arbustiva, 

caducifólia, ereta, com caule quebradiço muito ramificado, com folhas 

aromáticas, natural da vegetação do semiárido nordestino e que tem mostrado 

diversas atividades biológicas, o que a tem tornado uma fonte potencial de 

compostos biologicamente ativos (LORENZI e MATOS, 2002; MATOS, 2007). 

Esta planta possui um grande potencial para a exploração comercial devido suas 

diversas aplicações, destacando-se pelo uso na produção de antissépticos, que 

têm grande importância na área da farmácia, medicina, odontologia e saúde 

pública (LOPES et al., 2011). Contém em sua composição um óleo essencial rico 

em Timol e Carvacrol, que apresenta propriedades bactericida, fungicida, 

moluscicida e larvicida. (CALVACANTI, E. S. B.; MORAIS, S. M.; LIMA, M. A.; 

SANTANA, E. W. P) 

A espécie de O. micranthum Willd, pertence à família Lamiaceae, é uma 

planta anual, herbácea, conhecida no Nordeste brasileiro como alfavaca-de-

galinha. É uma importante fonte de óleos essenciais, presentes em folhas, 

inflorescência e sementes, largamente utilizados pela indústria farmacêutica, por 

conter eugenol, metileugenol, e linalol, também utilizados pela indústria de 

alimentos e perfumes (LORENZI; MATOS, 2002). Amorim (2017) constatou a 

atividade biológica desse óleo na inibição total do crescimento in vitro de A. 

alternata, L. theobromae, e C. gloeosporioides, isolados do mamão.O efeito dos 

óleos essenciais no controle de doenças em plantas pode estar relacionado a   

resistência, bem como pode ser devido as propriedades antimicrobianas e 

fungistáticas (BONALDO et al., 2004; RODRIGUES et al., 2007). Estas 

propriedades antimicrobianas podem ser utilizadas no manejo de fungos em 

frutos após a colheita.  
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A utilização de substâncias de origem vegetal com efeito fungicida 

(produtos bioativos) tem merecido destaque dentre os métodos alternativos ao 

controle químico convencional, pela segurança e pela conservação do equilíbrio 

do agro ecossistema (AVILA-SOSA et al, 2012). O uso de produtos naturais, com 

princípios bioativos, pode ser uma ótima alternativa para o manejo integrado de 

doenças, porém, para que isto se torne realidade, é necessária a realização de 

estudos fitoquímicos e biológicos, a fim de avaliar a sua eficiência no controle 

destes, para que possa ser aplicado com êxito na cultura da macieira. Desta 

forma o uso de óleos essenciais, como agentes antimicrobianos, pode ser uma 

ótima alternativa para o manejo integrado de doenças (GATTO et al, 2011) 

A associação dos óleos essenciais aos revestimentos são uma das mais 

recentes alternativas para auxiliar na conservação de alimentos (AVILA SOSA, 

2012). Assim podem viabilizar a manutenção da qualidade das maçãs pós-

colheita e reduzir a incidência de podridões. 

A produção de maçã no Brasil é concentrada em um curto período do ano 

e por esse motivo, o armazenamento dos frutos é essencial para a continuidade 

da comercialização durante o ano. Nesse período ocorre uma perda elevada de 

frutos devido ao avanço do amadurecimento, à ocorrência de desordens 

fisiológicas, e principalmente ao ataque por pragas e fitopatógenos (SANHUEZA, 

2002; BRACKMANN et al., 2008). No período de safra, a produção é muito 

superior à demanda, o que torna necessário o armazenamento de parte da 

produção para oferta no período de entressafra. Atualmente, a maior parte da 

produção é armazenada em atmosfera controlada (AC) (BRACKMANN et al., 

2009; KE et al., 1994; STEFFENS et al., 2007), na qual os frutos são submetidos 

à baixa pressão parcial de oxigênio (pO2) e elevada de gás carbônico (pCO2), 

associado à baixa temperatura e alta umidade relativa, com a qual é possível 

manter a qualidade durante 6 a 7 meses. No Brasil, a capacidade de 

armazenamento refrigerado e em atmosfera controlada passa de 80% da maçã 

colhida (KIST et al., 2016). Durante os últimos anos, há uma tendência da 

redução da pO2 nas câmaras de armazenamento a níveis extremamente baixos 

(0,4 a 0,8) para melhorar a manutenção da qualidade (BOTH et al., 2014; 

GABIOUD; REBEAUD; GASSER, 2015; KÖPCKE, 2015; ZANELLA; 

CAZZANELLI; ROSSI, 2008). Entretanto, para redução da PO2 a níveis 
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extremamente baixos é de suma importância o monitoramento do limite mínimo 

de O2 (LMO) tolerado pelo fruto das diferentes cultivares de maçã durante todo 

o período de armazenamento, a fim de evitar perdas de qualidade pelo excessivo 

metabolismo anaeróbico, que causa a formação de etanol e outros compostos.  

3. DESENVOLVIMENTO 
 

A ocorrência de doenças reduz drasticamente o retorno econômico da 

cultura da macieira. Além das doenças que ocorrem no campo, existem também 

as podridões pós-colheita. Entre essas, a podridão olho de boi ocasiona as 

maiores perdas durante o armazenamento das frutas, segundo estimativas do 

setor é responsável por perdas de até 20 % no período final de armazenamento 

dos frutos, o que pode apresentar de 50 a 70 mil toneladas de maçãs por safra. 

(EMBRAPA,2018) 

A podridão olho de boi é a principal doença pós-colheita em diversas 

regiões do mundo, sendo relatada na Austrália, Brasil, Chile, Estados Unidos, 

Itália, Polônia, e República Tcheca. (SANHUEZA et al., 2002; CUNNINGTON et 

al., 2004; HENRIQUEZ et al.,2005; SPOTTS et al., 2009; SOTO-ALVEAR et al., 

2013; HORTOVA, et al., 2014; MICHALECKA et al., 2015; SANHUEZA et al., 

2015; CAMELDI et al., 2016; PEŠICOVÁ et al., 2016; AGUILAR, et al., 2017).  

A doença é causada por um complexo de espécies do gênero Neofabraea 

(MICHALECKA et al., 2015). Entre as nove espécies do gênero, somente cinco 

(N.alba, N. brasiliensis, N. kienholzii, N. malicorticis e N. perennans) causam a 

podridão olho de boi na maçã (KIENHOLZ et. al.,1939; JOHNSTON et al., 2004; 

HENRIQUEZ et al., 2005; SPOTTS et al., 2009; SANHUEZA et al., 2015). Além 

disso, a espécie N. actinidiae é comumente associada com a podridão madura 

da maçã (JOHNSTON et al., 2004). A ocorrência das espécies de Neofabraea 

associadas a podridão olho de boi variam em cada região produtora. Por 

exemplo, no Chile a doença é causada somente por N. alba (HENRIQUEZ et al., 

2005; SOTO-ALVEAR et al., 2013). Na Itália N. alba e N. malicorticis foram 

relatadas enquanto que N. alba, N. perennans e N. kienholzii foram encontradas 

na Polônia (MICHALECKA et al., 2015; CAMELDI et al., 2016). 

No Brasil, somente N. perennans é historicamente associada com a 

podridão olho de boi. No entanto, após a caracterização molecular dos isolados, 
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descobriu-se que os espécimes pertencem a uma nova espécie denominada N. 

brasiliensis (SANHUEZA et al., 2015).  

A identificação das espécies do gênero foi baseada principalmente nas 

características morfológicas dos espécimes. A forma sexual raramente é 

encontrada nos campos de produção e até o momento não foi detectada no país. 

Portanto, a identificação das espécies é baseada principalmente nas 

características morfológicas da forma assexual. Nessa fase, as espécies são 

reconhecidas pela presença de conidioma do tipo acérvulo e conídios 

unicelulares, hialinos e elipsoides (VERKLEY et al., 1999). Devido às várias 

espécies associadas com o sintoma e a sobreposição de características 

morfológicas, atualmente a identificação precisa das espécies de Neofabraea é 

feita usando um conjunto de características morfológicas em combinação com 

dados moleculares (CHEN et al., 2016). 

Quanto aos sintomas da doença olho de boi, eles se desenvolvem 

lentamente quando os frutos são armazenados em baixas temperaturas, e em 

algumas situações, os mesmos são visíveis somente após alguns meses de 

armazenamento. Os sintomas iniciais são lesões circulares e planas de 

coloração marrom clara com centro amarelo pálido e borda marrom escura ou 

avermelhada que se tornam necróticas e côncavas com o apodrecimento dos 

frutos (ARAÚJO et al., 2016). As lesões circulares e escuras com centro marrom 

claro semelhantes ao “olho de boi” deram origem ao nome da doença (Figura. 

3). Em condições de alta umidade relativa, os acérvulos podem ser observados 

no centro das lesões mais velhas (SANHUEZA et al., 2001). 

Esses sintomas impedem a comercialização do fruto in natura e reduzem 

o lucro do produtor devido às despesas adicionais de colheita, classificação, 

embalagem, transporte e armazenamento (ARAÚJO et al., 2016). 
  
 

3.1 MATERIAL E MÉTODOS 
 

ENSAIO SOBRE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE 

NEOFABRAEA SPP. 
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Frutos de maçãs, das variedades Gala e Fuji foram utilizados                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

para testar a patogenicidade e o crescimento micelial dos isolados de 

Neofabraea sp., da coleção de trabalho do Laboratório de Fitopatologia da 

Embrapa Uva e Vinho. (Tabela 1 e 2). 

Para a realização do experimento foram adquiridos 300 frutos no mercado 

local de Bento Gonçalves e em seguida foram sanitizados por imersão em uma 

solução com hipoclorito a 0,5% por 3 minutos, secados e dispostos nas 

bandejas. 

Para a inoculação dos isolados foram testadas duas concentrações, 10 4 

e 106 esporos/ml, essas suspensões de conídios foram obtidas a partir de um 

micélio com 15 dias de crescimento. O crescimento micelial foi realizado sem 

fotoperíodo e em dois meios de cultura BDA e EMA (batata-dextrose-ágar), 

(extrato-malte-ágar) (Figura 2). 

A inoculação do fruto foi feita em dois pontos opostos na região equatorial. 

O orifício foi feito com a ajuda da ponta da pipeta e em seguida ocorreu a 

inoculação da suspensão de esporos utilizando 20 ul de suspensão de 10 4e 106 

de esporos/ ml.  Os frutos foram acondicionados em bandejas contendo papel 

filtro mantidas a temperatura de 25o C, a uma umidade de 85, por um período de 

14 dias, sendo que a incidência e o diâmetro das lesões foram avaliados com 

intervalos de dois dias (Figura 1). 

O experimento foi montado em Delineamento Inteiramente Casualizado 

(DIC) com duas repetições por isolados, sendo cada uma composta por 3 frutos 

utilizando os dois lados. 

 
Tabela 1.Identificação dos isolados utilizados no teste de patogenicidade da coleção da 

EMBRAPA Uva e vinho. Esses isolados pertencem ao primeiro experimento de concentração. 

  Identificação do Isolado Código do Isolado Experimentos 

89 1 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

40 2 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

90 3 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 
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Tabela 2. Isolados utilizados no segundo experimento de patogenicidade pertencentes a coleção 

de fungos da EMBRAPA Uva e Vinho. 

25 4 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

87 5 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

45 6 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

52 7 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

47 8 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

4 9 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

56 10 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

38 

 

11 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

  Identificação do Isolado Código do Isolado Experimentos 

Cp1 1 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

Cp4 2 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

Cp6 3 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

Cp7 4 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

Cp9 5 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

Cp10 6 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

Cp11 7 Patogenicidade, crescimento 
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ENSAIO DE FORMULAÇÃO COM ÓLEOS ESSENCIAIS E SEUS EFEITOS 

NOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP. 

  Foram utilizados dois óleos essenciais, de L. sidoides e de O. micranthum 

para a realização dos primeiros ensaios in vitro, testados em diferentes 

concentrações em alguns isolados selecionados após o ensaio de 

patogenicidade e concentração. Para o experimento, colônias de Neofabraea sp. 

de 15 dias de crescimento foram utilizadas, e colocadas em meio BDA (batata-

dextrose-ágar) contendo o óleo essencial.  

Discos de micélio retirados a partir das margens da cultura pura, foram 

colocados no centro de cada placa para avaliação de crescimento micelial em 

presença das substâncias teste de L. sidoides e O. micranthum. As 

concentrações utilizadas foram de 0, 150, 300, 450, 600, 750, 900 e 1000 uL L-

1, que foram adicionados ao meio de BDA. A testemunha consistiu de um disco 

cultivado em meio BDA sem adição de óleo. Cada óleo foi misturado com o 

detergente Twin 20 na proporção de 1:1 que também foi adicionado ao meio de 

cultura BDA em temperatura máxima de 45 oC. As testemunhas consistiram de 

placas de petri contendo apenas o meio BDA e outra testemunha contendo BDA, 

mais um fungicida sintético recomendado para o controle de podridões em pós-

colheita. As placas foram incubadas à temperatura de 26 oC, até que as placas 

controlem fossem cobertas pelo micélio.  A atividade antifúngica das 

concentrações dos óleos essências foi avaliada por meio da inibição do 

crescimento micelial do patógeno. 

 

micelial, óleos essenciais 

AgR R3 8 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

AgR R4 9 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 

RASIP 10 Patogenicidade, crescimento 

micelial, óleos essenciais 
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 MÉTODO DE INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO MICELIAL DE NEOFABRAEA SP.  

COM PLACAS DE ELISA 

Visando melhorar os protocolos de metodologias, buscando a eficiência e 

a economia para próximos ensaios, foi realizado um experimento de inibição de 

crescimento micelial de Neofabraea sp e um cálculo aproximado de doses letais 

aos patógenos. Com diversas diluições, em placas de Elisa, onde em cada poço, 

foi colocado o meio BD (batata-dextrose), suspensão conidial de Neofabraea, e 

o óleo essencial. Nos últimos poços das placas, foram o controle com apenas 

água, e um outro apenas com o meio BD, levados a incubação, onde as leituras 

foram feitas de 8 em 8 horas em espectrofotômetro SpectraMax n2®, nos 

comprimentos de onda 340, 405, 450, e 630 nm,  por meio da espectrofotometria 

foi realizada a medição da intensidade da luz, nesses comprimentos de onda.  

Este protocolo foi indicado pelo Doutor Fábio Rossi Cavalcante, EMBRAPA 

2021, 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Inoculação do fruto realizada em dois pontos opostos na região equatorial da maçã. 

 

Figura 2. Os isolados de Neofabraea sp., oriundos da coleção de trabalho da Embrapa Uva e 
Vinho foram ativados e repicados em meio batata-dextrose-agar (BDA). 
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Figura 3. Lesão olho de boi em maças da cultivar Fuji causadas por Neufabraea sp. 

 
 

4.  RESULTADOS 
 

ENSAIO SOBRE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP. 
 

 Para o ensaio sobre a patogenicidade a concentração ideal de inoculação 

usada, foi a de 106 esporos/ml, levando em consideração, que na maioria dos 

frutos, a concentração de 104 não desenvolveu o crescimento do patógeno. 

Notou-se também que os diferentes isolados utilizados da coleção da Embrapa 

Uva e Vinho de Vacaria e de Bento Gonçalves tiveram diferentes 

comportamentos quanto ao seu crescimento micelial. Desta forma com base nos 

resultados obtidos demonstrados nas figuras 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ,10 foram 

selecionados os isolados de Neofabraea sp, que possuíram as taxas mais 

elevadas de crescimento micelial, para o próximo ensaio in vitro, com óleos 

essenciais de L.sidoides e de O. micranthum.  Afim, de avaliar as concentrações 

ideais dos óleos, para a inibição do crescimento do patógeno. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
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ENSAIO 1 DE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP 

 
Figura 3A. Teste de patogenicidade realizado na concentração 104, na cultivar Fuji, com os 
isolados de Neofabraea sp. da coleção da Embrapa Uva e vinho de Vacaria. 

 

 

 

Figura 3B. Teste de patogenicidade realizado na concentração 106, na cultivar Fuji com os 
isolados de Neofabraea sp. da coleção da Embrapa Uva e vinho de Vacaria. 
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Figura 4A. Teste de patogenicidade realizado na concentração 104, na cultivar Gala com os 
isolados de Neofabraea sp. da coleção da Embrapa Uva e vinho de Vacaria. 
 

 

 
Figura 4B. Teste de patogenicidade realizado na concentração 106, na cultivar Gala com os 
isolados de Neofabraea sp. da coleção da Embrapa Uva e vinho de Vacaria referente ao 
crescimento micelial. 
 

Foi constatado que houve diferenças entre os isolados para o seu 

crescimento, sendo em que alguns tiveram taxas melhores de crescimento.  

Observaram-se também diferenças quanto ao crescimento diante das 

concentrações 104 e 106 esporos/ml. Durante as avaliações dos ensaios de 
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crescimento micelial do fungo Neofabraea sp.  foi possível visualizar um 

desenvolvimento mais acentuado do micélio na cultivar Fuji em comparação a 

cultivar Gala, podendo estar relacionado a origem das frutas e genética das 

cultivares. 

ENSAIO 2 DE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP. 
 

 
Figura 5A. Teste de patogenicidade realizado na concentração 10 4 , na cultivar Fuji com isolados 
de Neofabraea sp. da coleção da Embrapa Uva e vinho de Bento Gonçalves. 
 

 

 
Figura 5B. Teste de patogenicidade na concentração 106, realizado na cultivar Fuji com isolados 
de Neofabraea sp. da coleção da Embrapa Uva e vinho de Bento Gonçalves. 
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Figura 6A. Teste de patogenicidade realizado na concentração 10 4, na cultivar Gala com 
isolados de Neofabraea sp. da coleção da Embrapa Uva e vinho de Bento Gonçalves. 
 

 

 
Figura 6B. Teste de patogenicidade realizado na concentração 106, na cultivar Gala com 
isolados de Neofabraea sp. da coleção da Embrapa Uva e vinho de Bento Gonçalves. 
 

5.1 ENSAIO DE FORMULAÇÃO COM ÓLEOS ESSENCIAIS E SEUS EFEITOS 
NOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP. 
 

Para o primeiro ensaio de formulação com os óleos essenciais, foram 

utilizados dois isolados, um da coleção da Embrapa de Bento Gonçalves e o 
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outro de Vacaria. Foram selecionados de acordo com seu crescimento nos 

ensaios de patogenicidade. Os isolados que apresentaram as melhores taxas de 

crescimento foram escolhidos para o teste preliminar in vitro com os dois óleos 

essenciais de L. sidoides e de O. micranthum. 

No ensaio 2 observando o crescimento micelial, foi possível constatar que 

o isolado 40 pertencendo a coleção da Embrapa de Bento Gonçalves obteve um 

melhor crescimento comparando-se aos demais. Já quanto ao segundo isolado, 

referente a coleção da Embrapa de Vacaria o isolado cp10 também um dos que 

se destacou em relação ao seu crescimento, como é possível observar nos 

gráficos. 

 O uso do óleo essencial de Lippia sidoides em todas as concentrações 

(150; 300; 450; 600; 750; 900 e 1000 uL/L), inibiu totalmente o crescimento de 

Neofabraea sp. Já na testemunha observou- se o crescimento do fungo logo no 

segundo dia após a inoculação do isolado de Neofabraea sp para ambos os 

isolados cp 10 e 40. 

 Já para o óleo essencial de O. micranthum constatou-se que não foram 

todas as concentrações que foram eficazes para o controle do crescimento de 

Neofabraea sp. Na concentração (150 uL/L) ocorreu crescimento micelial em 

ambos os isolados utilizados, 40 e cp 10, apesar de que o crescimento micelial 

não foi tão significativo quanto ao da testemunha. Sendo assim não houve 

inibição total do crescimento micelial de Neofabraea sp. como no óleo essencial 

de L. sidoides. 

 

MÉTODO DE INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO MICELIAL DE NEOFABRAEA SP.  

COM PLACAS DE ELISA 

Desta forma, a técnica foi eficaz na identificação do crescimento dos 

patógenos. Tendo em vista os resultados preliminares das leituras, foi constado, 

que o método é eficaz, podendo ser adaptado aos próximos testes com os óleos 

L. sidoides e de O. micranthum, e assim obter as concentrações ótimas para o 

controle eficaz do patógeno. 

Avaliando a figura 8, foi possível constatar que nos primeiros poços onde 

a concentração do óleo essencial é maior houve a inibição do patógeno, ou seja, 

houve baixa absorbância quando comparada com a coluna 11 que teve a maior 

absorbância, pois a quantidade do óleo foi menor. Na coluna 12 o valor da 
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absorbância foi baixo pois só tinha água sem o patógeno. A leitura 5 da placa 3 

já possui valores diferentes, isso pode ter ocorrido a volatilização do óleo 

essencial.  

 

  

 

 
Figura 7. Inibição de crescimento de micélio em cultivo de Neufabraea (isolados CP10 e 40), em 
meio BD em função da presença de Lippia sidoides, 65 horas após a incubação a 25°C. 
 
 

  
Figura 8. Inibição de crescimento de micélio em cultivo de Neufabraea (isolados CP10 e 40), em 
meio BD em função da presença de Ocimum mincranthum, 51horas após a incubação a 25°C. 
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Os resultados mostraram que concentrações a partir de 150 uL/L do óleo 
essencial de LS e OM já reduzem o crescimento micelial dos isolados de 

Neofabraea; A DL70 para óleo essencial de LS foi 385,51 µL/L; A DL70 para OM 

foi 437,68 µL/L 

 5.CONCLUSÃO 

 Para o ensaio de patogenicidade dos isolados de Neofabraea sp notou-

se nos dois experimentos realizados com os isolados da coleção de Bento 

Gonçalves e com os isolados de Vacaria que a concentração ideal para a infeção 

dos frutos é a de 106 esporos/ml.  

 Foi possível observar também que os diferentes isolados tiveram 

diferentes taxas de crescimento micelial e que os isolados apresentaram 

melhores taxas de crescimento na cultivar Fuji quanto comparada com a Gala. 

 Mais ainda, foi possível observar que as concentrações (150; 300; 450; 

600; 750; 900 e 1000 uL/L), do óleo essencial de L. sidoides inibiram o 

crescimento micelial do patógeno já para o óleo essencial de O.micranthum foi 

possível observar que a concentração 150 uL/L não foi eficaz para o controle de 

Neofabraea sp. 

 Por fim, o método de Inibição de crescimento micelial de Neofabraea sp. 
com placas de Elisa se mostrou eficaz, podendo ser adaptado aos testes com 

os óleos essenciais de L.sidoides e de O.micranthum, e assim obter as 

concentrações ótimas para o controle eficaz do patógeno.  
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