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RESUMO

As maiores perdas de macas armazenadas sdo devidas as podriddes
conhecidas como podriddo olho de boi (POB), associada a infec¢cédo por patégenos
do género Neofabraea. O desenvolvimento tecnologias de manejo para reduzir as
perdas pos-colheita causadas pela POB em macas, nos sistemas de produgao de
macieiras € de extrema importancia para a produgao integrada da maga. O uso de
Oleos essenciais, como agentes antimicrobianos, pode ser uma o6tima alternativa
para o manejo integrado de doengas, incorporando-os em revestimentos comestiveis
podem viabilizar a manutencdo da qualidade das macas pos-colheita e reduzir a
incidéncia de podriddes. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
in vitro dos 6leos essenciais de Lippia sidoides (LS) e Ocimum micranthum (OM) na
reducao do crescimento micelial de isolados fungicos, associados a POB e definir as
doses letais. Os isolados de Neofabraea sp., oriundos da cole¢cdo de trabalho da
Embrapa Uva e Vinho foram ativados e repicados em meio batata-dextrose-agar
(BDA), obtendo-se o crescimento das colbnias para os experimentos. Foram
realizados ensaios de patogenicidade e estabelecido a concentracdo de 106
esporos/ml, dos isolados CP10 e 40, para os testes preliminares in vitro com os 6leos
essenciais de LS e de OM. Na sequéncia foram testados os padrdes de crescimento
e as taxas, segundo a metodologia de Elisa, onde foi possivel avaliar os perfis de
crescimento das células em cultivo. Os resultados mostraram que as concentracdes
a partir de 150 uL/L) do 6leo essencial de LS inibiram o crescimento micelial dos
isolados do patdégeno. Para o oleo essencial de OM foi possivel observar que
concentracbes a partir de 150uL/L também inibiram o crescimento micelial de
isolados de Neofabraea. O método de inibicdo de crescimento micelial com placas
de Elisa mostrou-se eficaz, e os resultados mostraram que as dosagens maiores dos
dois oleos utilizados apresentaram uma boa porcentagem de inibig&o.

Palavras-chave: 0leos essenciais, tecnologias, pos-colheita.
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1. INTRODUGAO

A maca (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 macga se
desenvolveu no sul do pais, nos estados do Parana, Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, onde em janeiro a fruta comega a ser colhida e fica disponivel

0 ano todo para o consumidor, sendo armazenada em camaras frias.

As maiores perdas de macas armazenadas sao devido as podriddes
conhecidas como podriddo olho de boi (POB), associada a infecgao por
Neofabraea brasiliensis e N. actinideae., sendo responsavel por perdas de até
20% no periodo final da armazenagem dos frutos, o que pode representar de 50
a 70 mil toneladas de magéas por safra (EMBRAPA, 2018). Devido as perdas por
doengas fungicas, principalmente a podriddo causada por Neufabraea sp., em
macas durante a pos-colheita, busca-se o desenvolvimento de tecnologias
alternativas, para o controle de forma biolégica, de tais patdogenos, para o
aumento de qualidade das frutas armazenas e posteriormente comercializadas.
Sendo que o uso de produtos naturais, com principios bioativos vegetais, pode

ser uma 6tima alternativa para o manejo integrado de doengas.

O objetivo do trabalho é desenvolver tecnologias para reduzir as perdas
pos-colheita causadas pela podriddo olho de boi em macas, nos sistemas de
producao de macieiras de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. E ainda avaliar
a atividade fungicida in vitro dos 6leos essenciais de Lippia sidoides e Ocimum
micranthum contra isolados fungicos, das espécies de Neofabraea associadas a
podridao olho de boi e definir as doses dos 6leos essenciais mais eficientes para
o controle da doenga olho de boi em macas, para posterior incorporacdo na

formulacéo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A macieira pertence a Familia Rosaceae, Ordem Rosales, Subfamilia
Pomoideae, Género Mallus, abrangendo cerca de 100 géneros e mais de duas
mil espécies. A Malus domestica Borkh, proposta em 1803 e segundo o Cddigo
Internacional de Nomenclatura Botanica, € a primeira denominacao valida para
a macieira cultivada (BENDER, 1986). A maga possui sabor doce-acido e
propriedades refrescantes, adstringentes, e reguladoras, ajuda na digestéo,
modera o apetite, controla o colesterol, previne alergias e irritagdes fisicas, evita
a formacgéo de calculos, limpa o sangue, previne o cancer digestivo (ABPM,
2023) A fruta esta entre as quatro mais consumidas no mundo, sendo que no
Brasil, ela € comercializada os doze meses do ano e distribuida em todo o pais
(PETRI; LEITE, 2008).

Os principais municipios produtores de maca no Brasil sdo Vacaria-RS e
S&o Joaquim-SC, que alternam a lideranga, seguidos por Fraiburgo (SC).
Segundo a Associagao Brasileira de Produtores de Mac¢a (ABPM), a producéo
na safra 2017/18 alcangou 1,1 milhdo de toneladas. A macgé é cultivada em todos
os continentes e de acordo com o FAO (2018), o Brasil esta entre os 12 maiores
produtores de maca do mundo.

No Brasil, as doencas pds-colheita que causam as maiores perdas sao a
podriddo olho de boi (POB) associada recentemente a infeccdo 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, € uma das
principais doengas da macieira no Sul do Brasil. Segundo estimativas do setor,
€ responsavel por perdas de até 20% no periodo final da armazenagem dos
frutos, o que pode representar de 50 a 70 mil toneladas de macas por safra.
(EMBRAPA, 2018)

No que diz respeito a variabilidade dos patégenos, quatro espécies do
género Neofabraea sao conhecidas como causadoras da podridao olho de boi
em macgas. Observou que isolados associados a doenga apresentam grande
variabilidade em caracteristicas morfologicas, fisiologicas e genética, sugerindo
a existéncia de outras espécies. Em estudos de sobrevivéncia do patégeno em
pomares no Rio Grande do Sul foi possivel recuperar o patégeno em ramos e
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gemas durante todo o ciclo e o crescimento da populagdo epifita nos frutos
aumenta de dezembro até colheita em pomar comercial da cv. ‘Fuji’ e Pink Lady
indiferentemente das aplicagdes de fungicidas. (VALDEBENITO-SANHUEZA, et
al. 2010.) O patogeno pode ainda sobreviver saprofiticamente em frutos caidos
no chao ou mumificados nas plantas sintomas de POB s&do mais frequentemente
observados na pos-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 infecgdo ocorre no pomar,
principalmente nos ultimos 60 dias antes da colheita, sendo que a podridao pode
se manifestar durante o periodo de armazenamento a 0°C £ 1°C ou mesmo no
momento da comercializagao.

O controle das doengcas em macgas é dependente do uso de fungicidas
quimicos. A estratégia da agricultura moderna & focar em métodos alternativos
para o controle de doencgas, que vissem causar menores danos ao ambiente e a
saude humana. O uso intensivo de produtos quimicos para controlar doencgas
em plantas e frutos vem causando prejuizos ao meio ambiente e selecionando
espécies de fungos com resisténcia a fungicidas. Isto justifica, portanto, a busca
por métodos alternativos de controle, no qual se incluem o controle biolégico e a
inducdo de resisténcia em plantas pelo o uso de extratos vegetais e Oleos
essenciais, entre outros (STANGARLIN et al., 1999; SCHWAN-ESTRADA &
STANGARLIN, 2005).

Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos ou 6leos essenciais, obtidos
a partir de plantas medicinais tém indicado o potencial das mesmas no controle
de fitopatdgenos (CUNICO et al., 2003; ANTUNES; CAVACO, 2010; NABILA e
SOUFIYAN, 2019). Uma grande variedade de espécies botanicas ja se mostrou
capazes de promover a inibigdo do desenvolvimento de varios fitopatégenos de
natureza fuangica. (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 dleo essencial de plantas da flora nativa apresentam
potencial no controle de fitopatdogenos, pela sua agéo fungitoxica direta, inibindo
o crescimento micelial e a germinagao de esporos. O interesse em substancias
naturais tem aumentado e alguns estudos sobre a atividade biocida de
metabdlitos secundarios tem sido relatados, entre estes, 6leos essenciais de
diversas espécies (MARI; BERTOLINI; PRATELLA, 2003; NABILA E
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SOUFIYAN, 2019). No entanto estudos estdo sendo direcionados visando a
aplicabilidade destes produtos in vivo explorando os patdogenos em plantas
cultivadas e em tratamentos de doencgas pos-colheita.

A eficiéncia dos 6leos essenciais de uma grande variedade de espécies
botanicas que sédo capazes de promover a inibicdo do desenvolvimento de varios
fitopatdbgenos de natureza fungica (Znini et al, 2011; Znini et al, 2013; Vieira et
al., 2018)

A espécie de L. sidoides Cham, pertence a familia Verbenaceae é
conhecida popularmente como alecrim-pimenta, € uma planta arbustiva,
caducifdlia, ereta, com caule quebradico muito ramificado, com folhas
aromaticas, natural da vegetagao do semiarido nordestino e que tem mostrado
diversas atividades bioldgicas, 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 exploragdao comercial devido suas
diversas aplicagoes, destacando-se pelo uso na produgao de antissépticos, que
tém grande importéncia na area da farmacia, medicina, odontologia e saude
publica (LOPES et al., 2011). Contém em sua composigao um 6leo 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 a familia Lamiaceae, € uma
planta anual, herbacea, conhecida no Nordeste brasileiro como alfavaca-de-
galinha. E uma importante fonte de 6leos essenciais, presentes em folhas,
inflorescéncia e sementes, largamente utilizados pela industria farmacéutica, por
conter eugenol, metileugenol, e linalol, também utilizados pela industria de
alimentos e perfumes (LORENZI; MATOS, 2002). Amorim (2017) constatou a
atividade biolégica desse 6leo na inibigdo total do crescimento in vitro de A.
alternata, L. theobromae, e C. gloeosporioides, isolados do mam&o.0 efeito dos
Oleos essenciais no controle de doencas em plantas pode estar relacionado a
resisténcia, bem como pode ser devido as propriedades antimicrobianas e
fungistaticas (BONALDO et al., 2004; RODRIGUES et al.,, 2007). Estas
propriedades antimicrobianas podem ser utilizadas no manejo de fungos em

frutos apds a colheita.
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A utilizagdo de substéncias de origem vegetal com efeito fungicida
(produtos bioativos) tem merecido destaque dentre os meétodos alternativos ao
controle quimico convencional, pela segurancga e pela conservagao do equilibrio
do agro ecossistema (AVILA-SOSA et al, 2012). O uso de produtos naturais, com
principios bioativos, pode ser uma 6tima alternativa para o manejo integrado de
doencgas, porém, para que isto se torne realidade, € necessaria a realizagdo de
estudos fitoquimicos e bioldgicos, a fim de avaliar a sua eficiéncia no controle
destes, para que possa ser aplicado com éxito na cultura da macieira. Desta
forma o uso de 6leos essenciais, como agentes antimicrobianos, pode ser uma
otima alternativa para o manejo integrado de doengas (GATTO et al, 2011)

A associacao dos 6leos essenciais aos revestimentos sdo uma das mais
recentes alternativas para auxiliar na conservacao de alimentos (AVILA SOSA,
2012). Assim podem viabilizar a manutengcdo da qualidade das macgéas pos-
colheita e reduzir a incidéncia de podriddes.

A produgao de macga no Brasil é concentrada em um curto periodo do ano
e por esse motivo, 0 armazenamento dos frutos € essencial para a continuidade
da comercializagao durante o ano. Nesse periodo ocorre uma perda elevada de
frutos devido ao avanco do amadurecimento, a ocorréncia de desordens
fisiologicas, e principalmente ao ataque por pragas e fitopatogenos (SANHUEZA,
2002; BRACKMANN et al., 2008). No periodo de safra, a produgdo é muito
superior a demanda, o que torna necessario 0 armazenamento de parte da
produgao para oferta no periodo de entressafra. Atualmente, a maior parte da
producdo é armazenada em atmosfera controlada (AC) (BRACKMANN et al.,
2009; KE et al., 1994; STEFFENS et al., 2007), na qual os frutos sdo submetidos
a baixa pressao parcial de oxigénio (pO2) e elevada de gas carbdnico (pCO2),
associado a baixa temperatura e alta umidade relativa, com a qual é possivel
manter a qualidade durante 6 a 7 meses. No Brasil, a capacidade de
armazenamento refrigerado e em atmosfera controlada passa de 80% da maca
colhida (KIST et al., 2016). Durante os ultimos anos, ha uma tendéncia da
reducdo da pO2 nas camaras de armazenamento a niveis extremamente baixos
(0,4 a 0,8) para melhorar a manutengdo da qualidade (BOTH et al., 2014;
GABIOUD; REBEAUD; GASSER, 2015; KOPCKE, 2015; ZANELLA;
CAZZANELLI; ROSSI, 2008). Entretanto, para redugdo da PO: a niveis
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extremamente baixos é de suma importéncia o monitoramento do limite minimo
de Oz (LMO) tolerado pelo fruto das diferentes cultivares de magéa durante todo
o periodo de armazenamento, a fim de evitar perdas de qualidade pelo excessivo

metabolismo anaerdbico, que causa a formacgao de etanol e outros compostos.

3. DESENVOLVIMENTO

A ocorréncia de doencas reduz drasticamente o retorno econédmico da
cultura da macieira. Além das doengas que ocorrem no campo, existem também
as podriddées pos-colheita. Entre essas, a podriddao olho de boi ocasiona as
maiores perdas durante o armazenamento das frutas, segundo estimativas do
setor é responsavel por perdas de até 20 % no periodo final de armazenamento
dos frutos, o que pode apresentar de 50 a 70 mil toneladas de magas por safra.
(EMBRAPA,2018)

A podridao olho de boi € a principal doenca pds-colheita em diversas
regides do mundo, sendo relatada na Australia, Brasil, Chile, Estados Unidos,
Italia, Polbnia, e Republica 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; PESICOVA et al., 2016; AGUILAR, et al., 2017).

A doenca é causada por um complexo de espécies do género Neofabraea
(MICHALECKA et al., 2015). Entre as nove espécies do género, somente cinco
(N.alba, N. brasiliensis, N. kienholzii, N. malicorticis e N. perennans) causam a
podriddo olho de boi na maga (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 € comumente associada com a podriddo madura
da macga (JOHNSTON et al., 2004). A ocorréncia das espécies de Neofabraea
associadas a podriddo olho de boi variam em cada regido produtora. Por
exemplo, no Chile a doenga é causada somente por N. alba (HENRIQUEZ et al.,
2005; SOTO-ALVEAR et al., 2013). Na Italia N. alba e N. malicorticis foram
relatadas enquanto que N. alba, N. perennans e N. kienholzii foram encontradas
na Polénia (MICHALECKA et al., 2015; CAMELDI et al., 2016).

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

podridao olho de boi. No entanto, apds a caracterizacdo 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 identificacdo das espécies do género foi baseada principalmente nas
caracteristicas morfologicas dos espécimes. A forma sexual raramente é
encontrada nos campos de producao e até o momento n&o foi detectada no pais.
Portanto, a identificacdo das espécies é baseada principalmente nas
caracteristicas morfolégicas da forma assexual. Nessa fase, as espécies s&o
reconhecidas pela presenga de conidioma do tipo acérvulo e conidios
unicelulares, hialinos e elipsoides (VERKLEY et al., 1999). Devido as varias
espécies associadas com o sintoma e a sobreposigdo de caracteristicas
morfoldgicas, atualmente a identificagdo precisa das espécies de Neofabraea é
feita usando um conjunto de caracteristicas morfolégicas em combinagédo com
dados moleculares (CHEN et al., 2016).

Quanto aos sintomas da doenca olho de boi, eles se desenvolvem
lentamente quando os frutos sdo armazenados em baixas temperaturas, e em
algumas situagbes, os mesmos sao visiveis somente apos alguns meses de
armazenamento. Os sintomas iniciais sao lesdes circulares e planas de
coloragdo marrom clara com centro amarelo palido e borda marrom escura ou
avermelhada que se tornam necréticas e cdncavas com o apodrecimento dos
frutos (ARAUJO et al., 2016). As lesdes circulares e escuras com centro marrom
claro semelhantes ao “olho de boi” deram origem ao nome da doenca (Figura.
3). Em condi¢des de alta umidade relativa, os acérvulos podem ser observados
no centro das lesées mais velhas (SANHUEZA et al., 2001).

Esses sintomas impedem a comercializagao do fruto in natura e reduzem
o lucro do produtor devido as despesas adicionais de colheita, classificacao,
embalagem, transporte e armazenamento (ARAUJO et al., 2016).

3.1 MATERIAL E METODOS

ENSAIO SOBRE PATOGENICIDADE DOS [ISOLADOS DE
NEOFABRAEA SPP.
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Frutos de macgads, das variedades Gala e Fuji foram utilizados
para testar a patogenicidade e o crescimento micelial dos isolados de
Neofabraea sp., da colecdo de trabalho do Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Uva e Vinho. (Tabela 1 e 2).

Para a realizacado do experimento foram adquiridos 300 frutos no mercado
local de Bento Gongalves e em seguida foram sanitizados por imersédo em uma
solugdo com hipoclorito a 0,5% por 3 minutos, secados e dispostos nas
bandejas.

Para a inoculag&o dos isolados foram testadas duas concentragdes, 10 *
e 10° esporos/ml, essas suspensdes de conidios foram obtidas a partir de um
micélio com 15 dias de crescimento. O crescimento micelial foi realizado sem
fotoperiodo e em dois meios de cultura BDA e EMA (batata-dextrose-agar),
(extrato-malte-agar) (Figura 2).

A inoculagéo do fruto foi feita em dois pontos opostos na regido equatorial.
O orificio foi feito com a ajuda da ponta da pipeta e em seguida ocorreu a
inoculagdo da suspenséo de esporos utilizando 20 ul de suspensao de 10 “e 108
de esporos/ ml. Os frutos foram acondicionados em bandejas contendo papel
filtro mantidas a temperatura de 25° C, a uma umidade de 85, por um periodo de
14 dias, sendo que a incidéncia e o diametro das lesdes foram avaliados com
intervalos de dois dias (Figura 1).

O experimento foi montado em Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC) com duas repeti¢des por isolados, sendo cada uma composta por 3 frutos
utilizando os dois lados.

Tabela 1.ldentificagdo dos isolados utilizados no teste de patogenicidade da colegcdo da

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

Identificacio do Isolado Cédigo do Isolado Experimentos

89 1 Patogenicidade, crescimento

micelial, éleos essenciais

40 2 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

90 3 Patogenicidade, crescimento

micelial, éleos essenciais
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25 4 Patogenicidade, crescimento

micelial, éleos essenciais

87 5 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

45 6 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

52 7 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

47 8 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

4 9 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

56 10 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

38 11 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

Tabela 2. Isolados utilizados no segundo experimento de patogenicidade pertencentes a colegao
de fungos da EMBRAPA Uva e Vinho.

Identificacio do Isolado Cédigo do Isolado Experimentos

Cpl 1 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

Cp4 2 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

Cpo6 3 Patogenicidade, crescimento

micelial, éleos essenciais

Cp7 4 Patogenicidade, crescimento

micelial, dleos essenciais

Cp9 5 Patogenicidade, crescimento

micelial, éleos essenciais

Cp10 6 Patogenicidade, crescimento

micelial, éleos essenciais

Cpl1 7 Patogenicidade, crescimento
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micelial, éleos essenciais

AgR R3 8 Patogenicidade, crescimento

micelial, éleos essenciais

AgR R4 9 Patogenicidade, crescimento

micelial, éleos essenciais

RASIP 10 Patogenicidade, crescimento

micelial, 6leos essenciais

ENSAIO DE FORMULACAO COM OLEOS ESSENCIAIS E SEUS EFEITOS
NOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP.

Foram utilizados dois 6leos essenciais, de L. sidoides e de O. micranthum
para a realizacdo dos primeiros ensaios in vitro, testados em diferentes
concentragcbes em alguns isolados selecionados apdés o0 ensaio de
patogenicidade e concentragdo. Para o experimento, col6nias de Neofabraea sp.
de 15 dias de crescimento foram utilizadas, e colocadas em meio BDA (batata-
dextrose-agar) contendo o 6leo essencial.

Discos de micélio retirados a partir das margens da cultura pura, foram
colocados no centro de cada placa para avaliagado de crescimento micelial em
presenca das substancias teste de L. sidoides e O. micranthum. As
concentragdes 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 adicdo de 6leo. Cada dleo foi misturado com o
detergente Twin 20 na propor¢ao de 1:1 que também foi adicionado ao meio de
cultura BDA em temperatura maxima de 45 °C. 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 podridées em pos-
colheita. As placas foram incubadas a temperatura de 26 °C, até que as placas
controlem fossem cobertas pelo micélio. A atividade antifungica das
concentracbes dos Oleos esséncias foi avaliada por meio da inibicado do

crescimento micelial do patogeno.
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METODO DE INIBICAO DE CRESCIMENTO MICELIAL DE NEOFABRAEA SP.
COM PLACAS DE ELISA

Visando melhorar os protocolos de metodologias, buscando a eficiéncia e
a economia para proximos ensaios, foi realizado um experimento de inibicao de
crescimento micelial de Neofabraea sp e um calculo aproximado de doses letais
aos patogenos. Com diversas diluigbes, em placas de Elisa, onde em cada pogo,
foi colocado o meio BD (batata-dextrose), suspenséao conidial de Neofabraea, e
o Oleo essencial. Nos ultimos pocgos das placas, foram o controle com apenas
agua, e um outro apenas com o meio BD, levados a incubagéo, onde as leituras
foram feitas de 8 em 8 horas em espectrofotdbmetro SpectraMax n2®, nos
comprimentos de onda 340, 405, 450, e 630 nm, por meio da espectrofotometria
foi realizada a medicado da intensidade da luz, nesses comprimentos de onda.
Este protocolo foi indicado pelo Doutor Fabio Rossi Cavalcante, EMBRAPA
2021,

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

4. RESULTADOS
ENSAIO SOBRE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP.

Para o ensaio sobre a patogenicidade a concentragéo ideal de inoculagao
usada, foi a de 10° esporos/ml, levando em consideragdo, que na maioria dos
frutos, a concentragdo de 10* ndo desenvolveu o crescimento do patdgeno.
Notou-se também que os diferentes isolados utilizados da colegdo da Embrapa
Uva e Vinho de Vacaria e de Bento Goncgalves 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 possuiram as taxas mais
elevadas de crescimento micelial, para o préximo ensaio in vitro, com Oleos
essenciais de L.sidoides e de O. micranthum. Afim, de avaliar as concentragdes
ideais dos Oleos, para a inibigdo do crescimento do patégeno.
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ENSAIO 1 DE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP
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Figura 3A. Teste de patogenicidade realizado na concentragdo 10%, na cultivar Fuji, com os
isolados de Neofabraea sp. da colegdo da Embrapa Uva e vinho de Vacaria.
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Figura 3B. Teste de patogenicidade realizado na concentragédo 108, na cultivar Fuji com os
isolados de Neofabraea sp. da colegdo da Embrapa Uva e vinho de Vacaria.
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Figura 4A. Teste de patogenicidade realizado na concentragdo 104, na cultivar Gala com os
isolados de Neofabraea sp. da colegao da Embrapa Uva e vinho de Vacaria.
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Figura 4B. Teste de patogenicidade realizado na concentragdo 108, na cultivar Gala com os
isolados de Neofabraea sp. da colecdo da Embrapa Uva e vinho de Vacaria referente ao
crescimento micelial.

Foi constatado que houve diferencas entre os isolados para o seu
crescimento, sendo em que alguns tiveram taxas melhores de crescimento.
Observaram-se também diferencas quanto ao crescimento diante das

concentragbes 10* e 10° esporos/ml. Durante as avaliagbes dos ensaios de
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crescimento micelial do fungo Neofabraea sp. foi possivel visualizar um
desenvolvimento mais acentuado do micélio na cultivar Fuji em comparagéo a
cultivar Gala, podendo estar relacionado a origem das frutas e genética das

cultivares.

ENSAIO 2 DE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP.

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 I

Cpl Cp4d Cp6 Cp7 Cp9 Cpl0 Cpll AgR AgR RASIP
Isolados R3 R4
® 13/out m16/out m19/out =21/out

Figura 5A. Teste de patogenicidade realizado na concentragao 10, na cultivar Fuji com isolados
de Neofabraea sp. da colegdo da Embrapa Uva e vinho de Bento Gongalves.
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Figura 5B. Teste de patogenicidade na concentragéo 108, realizado na cultivar Fuji com isolados
de Neofabraea sp. da colegdo da Embrapa Uva e vinho de Bento Gongalves.
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Figura 6A. Teste de patogenicidade realizado na concentragdo 10 4, na cultivar Gala com
isolados de Neofabraea sp. da colegao da Embrapa Uva e vinho de Bento Gongalves.
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Figura 6B. Teste de patogenicidade realizado na concentragdo 10° na cultivar Gala com
isolados de Neofabraea sp. da colegao da Embrapa Uva e vinho de Bento Gongalves.

5.1 ENSAIO DE FORMULAGAO COM OLEOS ESSENCIAIS E SEUS EFEITOS
NOS ISOLADOS DE NEOFABRAEA SP.

Para o primeiro ensaio de formulacdo com os 6leos essenciais, foram

utilizados dois isolados, um da colecdo da Embrapa de Bento Gongalves 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 oleos
essenciais de L. sidoides e de O. micranthum.

No ensaio 2 observando o crescimento micelial, foi possivel constatar que
o isolado 40 pertencendo a colecdo da Embrapa de Bento Gongalves obteve um
melhor crescimento comparando-se aos demais. Ja quanto ao segundo isolado,
referente a colecdo da Embrapa de Vacaria o isolado cp10 também um dos que
se destacou em relagdo ao seu crescimento, como € possivel observar nos
graficos.

O uso do oleo essencial de Lippia sidoides em todas as concentragdes
(150; 300; 450; 600; 750; 900 e 1000 uL/L), inibiu totalmente o crescimento de
Neofabraea sp. Ja na testemunha observou- se o crescimento do fungo logo no
segundo dia apds a inoculagdo do isolado de Neofabraea sp para ambos os
isolados cp 10 e 40.

Ja para o oleo essencial de O. micranthum constatou-se que nao foram
todas as concentracbées que foram eficazes para o controle do crescimento de
Neofabraea sp. Na concentragao (150 uL/L) ocorreu crescimento micelial em
ambos os isolados utilizados, 40 e cp 10, apesar de que o crescimento micelial
ndo foi tdo significativo quanto ao da testemunha. Sendo assim nao houve
inibigdo total do crescimento micelial de Neofabraea sp. como no 6leo essencial
de L. sidoides.

METODO DE INIBICAO DE CRESCIMENTO MICELIAL DE NEOFABRAEA SP.
COM PLACAS DE ELISA

Desta forma, a técnica foi eficaz na identificacdo do crescimento dos
patégenos. Tendo em vista os resultados preliminares das leituras, foi constado,
gue o método é eficaz, podendo ser adaptado aos proximos testes com os oleos
L. sidoides e de O. micranthum, e assim obter as concentragdes 6timas para o
controle eficaz do patégeno.

Avaliando a figura 8, foi possivel constatar que nos primeiros pogos onde
a concentracdo do 6leo essencial € maior houve a inibigao do patdégeno, ou seja,
houve baixa absorbancia quando comparada com a coluna 11 que teve a maior

absorbancia, pois a quantidade do 6leo foi menor. Na coluna 12 o valor da
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absorbancia foi baixo pois s6 tinha agua sem o patégeno. A leitura 5 da placa 3

ja possui valores diferentes, isso pode ter ocorrido a volatilizagdo do 6leo

essencial.
45 -
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Figura 7. Inibicdo de crescimento de micélio em cultivo de Neufabraea (isolados CP10 e 40), em
meio BD em funcgdo da presenca de Lippia sidoides, 65 horas apds a incubacgéo a 25°C.
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Figura 8. Inibicdo de crescimento de micélio em cultivo de Neufabraea (isolados CP10 e 40), em
meio BD em fungéo da presenga de Ocimum mincranthum, 51horas apés a incubagao a 25°C.
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Os resultados mostraram que concentragdes a partir de 150 uL/L do 6leo
essencial de LS e OM ja reduzem o crescimento micelial dos isolados de
Neofabraea; A DL70 para 6leo essencial de LS foi 385,51 uL/L; A DL70 para OM
foi 437,68 pL/L

5.CONCLUSAO

Para o ensaio de patogenicidade dos isolados de Neofabraea sp notou-
se nos dois experimentos realizados com os isolados da colegdo de Bento
Goncalves e com os isolados de Vacaria que a concentracéo ideal para a infegcao
dos frutos é a de 108 esporos/ml.

Foi possivel 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 possivel observar que as concentragdes (150; 300; 450;
600; 750; 900 e 1000 uL/L), do oOleo essencial de L. sidoides inibiram o
crescimento micelial do patégeno ja para o oleo essencial de O.micranthum foi
possivel observar que a concentragao 150 uL/L n&o foi eficaz para o controle de
Neofabraea sp.

Por fim, o método de Inibicdo de crescimento micelial de Neofabraea sp.
com placas de Elisa se mostrou eficaz, podendo ser adaptado aos testes com
os Oleos essenciais de L.sidoides e de O.micranthum, e assim obter as

concentragdes otimas para o controle eficaz do patogeno.
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