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USO DE EXTRATO DE CANELA, EXTRATO DE CRAVO E HIPOCLORITO DE
SODIO NO CONTROLE DE Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici E Alternaria

alternata

Autor: CAMILA RODRIGUES CARMELLO
Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO
Co-orientador(a): Prof(a). Dr(a). MARCIA MARIA ROSA MAGRI

RESUMO

Palavras-chave: Cinnamomum sp., Syzigium sp., Fungicidas botanicos,
Fitossanidade, Agricultura organica, Solanum lycopersicum.

A cultura do tomate é muito sensivel a problemas fitossanitarios. Dentre as doencas
fungicas que afetam o cultivo, destacam-se a murcha-de-fusario causada por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e a pinta preta, causada por Alternaria
alternata. O emprego de defensivos agricolas é uma das principais formas de
manejo de pragas e doencas na cultura do tomate, fazendo com que as medidas de
controle se baseiem em aplicacdes sistematicas de fungicidas seguindo um
calendario de aplicacbes semanais. Ao mesmo tempo em que a aplicacdo de
fungicidas traz beneficios a produtividade das culturas horticolas, o seu uso tem sido
restringido pelos riscos ambientais e pela maior demanda de alimentos sem a
presenca de residuos dessas substancias. Nesse contexto, o uso de produtos
naturais provenientes de plantas, utilizadas como alimentos, pode ser uma forma de
controle alternativo. Com isso este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de
inibicdo do crescimento in vitro de diferentes ragas patogénicas de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (causador da murcha-de-fusarium) e de Alternaria
alternata (causador da pinta-preta), pelo uso do extrato aquoso de canela, extrato
aquoso de cravo e solucdo de hipoclorito de sodio. Também foi avaliada a acao
desses compostos, aplicados em frutos de tomate (pds-colheita), na reducdo dos
sintomas de pinta-preta. O trabalho foi divido em dois capitulos, sendo que no
primeiro foram realizados testes in vitro para se observar o potencial do extrato
aguoso de canela e da solucao hipoclorito de sédio no controle de A. alternata e das
trés principais racas de F. oxysporum f. sp. Lycopersici. No segundo capitulo foram
tratados os efeitos do extrato aquoso de canela e de cravo no controle de A.
alternata in vitro e no pés-colheita de frutos de tomates. Foi possivel observar a
inibicdo completa do crescimento das trés racas de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici e também de A. alternata somente quando utilizado o hipoclorito de sodio
a partir da concentracéao de 3%, e a inibicao parcial com o uso do extrato de canela.
Ambos, extrato de canela e solucdo de hipoclorito de sodio, em concentracdes
acima de 2%, reduziram os valores de IVCM. A inibig&o total do crescimento micelial
de A. alternata, em condic¢des in vitro, foi obtida com o uso do extrato de cravo a 5%.
A combinacédo canela e cravo, tanto a 2,5 quanto a 5% também possibilitou a
inibicdo completa do crescimento micelial. Além do efeito no crescimento micelial
também foi possivel verificar a inibicdo da germinacdo dos esporos e controle do
fungo na pos-colheita de frutos de tomate.



USE OF CINNAMON EXTRACT, CLOVE EXTRACT AND SODIUM
HYPOCHLORITE IN THE CONTROL OF Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
and Alternaria alternata

Author: CAMILA RODRIGUES CARMELLO
Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO
Co-adviser: Prof. Dr. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

ABSTRACT

Key-words: (Cinnamomum sp., Syzigium sp., Botanical fungicides, Plant health,
organic agriculture, Solanum lycopersicum)

The tomato crop is very sensitive to phytosanitary problems, among the fungal
diseases that affect the crop, the Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici and the black spot, caused by Alternaria alternata. The use of pesticides
is one of the main ways to manage pests and diseases in tomato crops, making
control measures based on systematic applications of fungicides following a calendar
of weekly applications. While the application of fungicides brings benefits to the
productivity of horticultural crops, their use has been restricted by environmental risks
and the greater demand for food without the presence of residues of these
substances. In this context, the use of natural products from plants and already used
as food can be an alternative form of control. Thus, this work aims to evaluate the in
vitro growth inhibition potential of different pathogenic races of Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici (causer of fusarium wilt) and Alternaria alternata (black spot), by the
use of aqueous extract of cinnamon and aqueous extract of clove, in addition to the
use of sodium hypochlorite solution, as well as its application to reduce symptoms of
black pinta on tomato fruits in post-harvest. For this purpose, the work was divided
into two chapters, where in vitro tests were performed in the first chapter to observe
the potential of the aqueous extract of cinnamon and sodium hypochlorite in the
control of Alternaria alternata and the three main races of Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici. In the second chapter, the effects of the aqueous extract of cinnamon
and the aqueous extract of clove on the control of Alternaria alternata in vitro and
post-harvest of tomatoes were treated. Complete growth inhibition of the three races
of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici and Alternaria Alternata only when using
sodium hypochlorite from a concentration of 3%, and a partial inhibition with the use
of cinnamon extract. Both, cinnamon extract and sodium hypochlorite solution, at
concentrations above 2%, reduced IVCM values. Total inhibition of Alternaria
mycelial growth under in vitro conditions was obtained using 5% clove extract. The
combination of cinnamon and clove, both at 2.5 and 5%, also enabled complete
inhibition of mycelial growth. In addition to the effect on mycelial growth, it was also
possible to verify the inhibition of spore germination and control of the fungus in the
post-harvest of tomato fruits.



INTRODUCAO

O Brasil é o oitavo maior produtor mundial de tomate, produzindo cerca de
trés milhdes de toneladas/ano, sendo esta cultura considerada a segunda mais
importante economicamente, dentre todas as hortalicas cultivadas no Brasil, apenas
atrds da cultura da batata, chegando ao mercado de maneira in natura ou
processado (GUEIROS, 2019). Por ser uma hortalica de alto rendimento por area, é
considerada uma 6tima alternativa para produtores da agricultura familiar, pois,
muitas vezes, agregam valor por serem destinados a segmentos especiais de
mercado, como a de produtos organicos (PIETROBELLI, 2019; GERGELI, 2018).
Porém a cultura do tomate é muito sensivel a problemas fitossanitarios, sendo
relatadas cerca de duzentas doencas que afetam a produg¢do no mundo todo, sendo
os fungos responsaveis pela maioria das doencas infecciosas (LOPES, AVILA,
2005), sendo a fitossanidade um grande limitante a producdo de tomateiros em
sistemas organicos (MELO, 2017; SANTA ROSA et al. 2019).

Dentre as doencas fungicas que afetam o cultivo de tomate, destaca-se a
murcha-de-fusario e a pinta preta. A murcha de fusario é causada por diferentes
racas do fungo de solo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, que devido a sua
capacidade de produzir estruturas de resisténcia pode permanecer viavel durante
anos no solo e restos de culturas. Pode ser disseminado por meio de sementes e
solo contaminados, sendo levados para outros locais principalmente por agua e
vento (ANDRADE et al, 2009).



Atualmente, sdo descritas, trés racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici,
definidas através de sua habilidade de infectar e causar doenca em uma série de
cultivares portadoras de diferentes loci de resisténcia da série | (= Immunity). Até o
presente momento, trés loci de resisténcia raca-especificos (I, 1-2 e [-3) foram
geneticamente caracterizados em espécies de tomate (PEREIRA, PINHEIRO, 2014).
Em areas infestadas por F. oxysporum f. sp. lycopersici, os sintomas da doenca
podem ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimento da planta, sendo mais
comuns nos estadios de florescimento e/ou de frutificacdo das plantas (KUROZAWA,
PAVAN, 2005).

A pinta preta, causada por Alternaria sp. € considerada uma das mais
importantes e frequentes doencas fangicas da cultura do tomate no Brasil.
Apresenta alto potencial destrutivo, incidindo sobre folhas, hastes, peciolos e frutos,
podendo causar danos antes e apés a colheita dos frutos (ITAKO, 2008). Além do
potencial de causar perdas pela deterioracdo do produto, as espécies de Alternaria
apresentam potencial de producédo de micotoxinas que podem ser danosas a saude
humana, estando relacionadas a casos de cancer de es6fago (BAIA, 2019). Perdas
de até 80% dos tomates ja foram reportadas e relacionadas a ocorréncia de
Alternaria sp., que normalmente € controlada por fungicidas. Porém, a presenca de
residuos de fungicidas nos frutos e seus impactos no meio ambiente e na saude do
consumidor tem levado a procura de produtos alternativos para o controle de
doencas (DERBALAH et al., 2018).

O emprego de defensivos agricolas € uma das principais formas de manejo
de pragas e doencas na cultura do tomate, fazendo com que as medidas de controle
de doencas fungicas baseiem-se em aplicacdes sistematicas de fungicidas seguindo
um calendario de aplicacdes semanais fixo (KUHLCAMP, 2011). Ao mesmo tempo
que a aplicacdo de fungicidas tem trazido beneficios a produtividade das culturas
horticolas, como € o caso do préoprio tomateiro (COHEN et al. 2018), o seu uso tem
sido restringido pelos riscos ambientais e a saude (MAJEED et al., 2017) e pela
maior demanda de alimentos sem a presenca de residuos dessas substancias (DIAS
et al., 2015), o que poderia representar um ganho para a producédo de alimentos
mais saudaveis. Além disso, em muitos sistemas produtivos, como aqueles de base
organica, o uso dos agrotoxicos é proibido (BENDER, HEIJDEN, 2015), sendo no
Brasil também proibida a sua aplicacéo, pela lei n°10.831, o que leva a necessidade

de alternativas nao sintéticas visando o controle desses patdgenos. A auséncia de



aplicacfes de fungicidas e pesticidas € 0 que causa 0 maior impacto na reducédo na
producdo de tomates em sistemas organicos, quando comparado ao sistema
convencional de producdo (RONGA et al. 2019).

Nesse contexto, o uso de produtos naturais, provenientes de plantas
utilizadas como alimentos, pode ser uma alternativa que representaria ganhos
consideraveis na promoc¢do da producdo de hortalicas mais saudaveis e sem
residuos de potencial toxico (CARMELLO, CARDOSO, 2018). E fato que muitos
compostos provenientes do metabolismo secundario de plantas, e biossintetizados
por estas, apresentam acgao antifingica, podendo ser utilizadas na forma de extratos
vegetais e 0leos essenciais no controle de fungos fitopatogénicos (GLORIA, 2014).

As plantas produzem uma grande variedade de compostos organicos, que
séo divididos em dois grupos, metabdlitos priméarios e secundarios (VIZZOTTO et al,
2010). Os metabdlitos primarios sdo responsaveis por processos envolvidos na
manutencdo da sobrevivéncia e do desenvolvimento das plantas, como é a
producdo de carboidratos pela fotossintese. Os metabdlitos secundarios, por sua
vez, sdo compostos quimicos que auxiliam na sobrevivéncia imediata da célula,
servindo como uma vantagem evolucionaria de sobrevivéncia a fatores bi6ticos e
abidticos que causam estresse, podendo atuar inclusive como defensivos naturais
contra herbivoros ou microrganismos patogénicos (SANTOS et al, 2013). Pesquisas
realizadas com extrato bruto aguoso ou alcodlico e Oleo essencial, obtidos de
plantas medicinais, tém indicado o potencial dos mesmos no controle de
fitopatdégenos, tanto por sua acao fungitéxica direta, inibindo o crescimento micelial e
a germinacdo de conidios, quanto pela inducdo das chamadas fitoalexinas, que séo
compostos antimicrobianos de baixa massa molecular, sintetizadas e acumuladas
nas plantas apés estresses fisicos, quimicos ou biolégicos (STANGARLIN et al,
2010; SCHWAN-ESTRADA, 2009). O uso de extratos de vegetais em protecédo de
plantas quando comparado aos produtos sintéticos apresenta como vantagens; a
geracdo de novos compostos, baixa toxicidade, e um amplo modo de a¢édo (SIMON
et al., 2016).

Entre as plantas que apresentaram grande potencial de aplicagdo como
fungicida encontra-se a canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), que tem como
principal principio ativo, o cinamaldeido, que é um composto antimicrobiano. Além
disso, a canela apresenta agédo e degradacgao rapida, maior seletividade biolégica e

baixa fitotoxicidade, o que a torna um produto de baixo impacto ambiental (GOMES



et al.,, 2016). Além disso ndo apresenta risco para a saude humana, visto que é
consumida como condimento.

Outra opcdao interessante e de baixo custo tem sido o hipoclorito de sédio,
especialmente por ser permitido na agricultura organica. Por ser de baixo custo e de
facil acesso, o cloro, sob a forma de hipoclorito de sédio, tem sido o composto
quimico mais utilizado para garantir a qualidade microbiolégica da agua e dos
alimentos (BOTH, 2009). Sendo assim, a exploracdo da atividade biolégica de
compostos secundarios presentes no extrato bruto ou 6leo essencial de plantas
medicinais e o uso do hipoclorito de sédio pode se apresentar como um método
alternativo e promissor na protecdo de plantas, pois sdo de facil acesso e minimizam
0s problemas de toxicidade apresentados pelos produtos sintéticos, podendo ainda
apresentar um efeito benéfico no desenvolvimento da planta (CARMELLO,
CARDOSO, 2018; SCHWAN-ESTRADA, 2009; DINIZ et al, 2008; MAIRESSE et al,
2007)



OBJETIVOS

Identificar e caracterizar os efeitos de extratos aquosos de canela e cravo e
de solucdo de hipoclorito de sédio sobre fungos fitopatogénicos de grande
relevancia na cultura do tomateiro, utilizando ensaios em condic¢des in vitro (para
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e Alternaria alternata) e na pos-colheita de
frutos (para Alternaria alternata).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os efeitos do extrato aquoso de canela e solu¢cdo de hipoclorito de
sodio no crescimento in vitro de micélios de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e
Alternaria alternata.

Mensurar o potencial antifungico do extrato aquoso de canela e extrato
aquoso de cravo no crescimento de micélios e germinacdo de esporos in vitro de
Alternaria alternata e se sua atividade € fungicida ou fungistatica.

Identificar o efeito dos principios ativos cinamaldeido e eugenol sobre o
crescimento micelial de Alternaria alternata e se sua atividade é fungicida ou
fungistatica.

Identificar os efeitos do extrato aquoso de canela e de cravo no controle de

Alternaria alternata na pds-colheita de frutos de tomate.



REVISAO DA LITERATURA

1. Tomate

O tomate (Solanum lycopersicum) € uma hortalica muito popular na
gastronomia brasileira, sendo muito apreciado no pais pelo sabor e também pela
concentracdo de substancias benéficas, tal qual o licopeno (ANDRADE et al, 2009).
E uma hortalica originaria da regido Andina, que inclui partes do Chile, Colémbia,
Equador, Bolivia e Peru. Possui grande variabilidade de géneros e ampla
adaptabilidade em diferentes regiées (DOSSA; FUCHS; 2017).

O tomateiro € uma planta pertencente a ordem Tubiflorae, género
Solanum (seccao Lycopersicon) da familia Solanaceae. Embora seja uma planta
perene, € cultivada anualmente com ciclo variando de 4 a 7 meses. A floracdo e a
frutificacdo ocorrem paralelamente com a vegetacdo, pode apresentar habito de
crescimento, determinado ou indeterminado. No habito de crescimento determinado
h&a um crescimento vegetativo menos vigoroso e a planta lembra o aspecto de uma
moita com a formagdo de um cacho de flores na extremidade das hastes. Nas
plantas de habito indeterminado ocorre a dominéncia da gema apical sobre as
laterais (GONCALVEZ, 2015). O fruto de tomate apresenta de 93% a 95% de agua
em sua constituicAo. A matéria seca, 5% a 7%, é constituida por compostos
inorganicos, acidos inorganicos, acucares entre outros (TAVARES, 2017).

Por ser uma cultura que se desenvolve bem em diferentes sistemas de
cultivo, apresentar alto rendimento se apresenta como uma Otima alternativa para

produtores com pequenas propriedades e agricultura familiar, podendo agregar valor



guando destinados a segmentos especiais de mercado, como a de produtos
organicos (PIETROBELLI, 2019; GERGELI, 2018). Por ser um fruto climatério e
possuir elevada atividade metabdlica, o tomate é altamente perecivel (ZAPATA et
al., 2008) As principais perdas na qualidade dos tomates na pos-colheita estdo
associadas aos danos fisicos causados devido ao transporte e armazenamento

inadequados, e agéo de agentes microbianos.

2. Producéo orgéanica de tomates

O cultivo do tomate em sistema organico, o qual utiliza métodos ecoldgicos
para o controle das pragas e doencas (ZORAN et al., 2014), apresenta como
vantagens, alta rentabilidade frente ao sistema convencional (SOUZA e GARCIA,
2013; MELO e SILVA, 2012), producéo de frutos com melhor qualidade e protecao
ao meio ambiente (NASCIMENTO et al., 2013). Hallmann (2012) concluiu em seus
estudos que tomates de cultivo organico continham uma quantidade
significativamente maior de acucar, acidos organicos, vitamina C e compostos
fendlicos.

Segundo Organis (2017) o tomate € o segundo produto horticola orgéanico
mais comercializado no mercado brasileiro, correspondendo a 21% dos produtos
organicos comercializados, ficando atrds apenas da alface. A producdo de tomates
organicos é vista como desafiadora devido a alta suscetibilidade a pragas e
doencas, o que torna o mercado inconstante durante o ano (NETO et al., 2018).
Entre os principais entraves a expansdo da producdo de tomate organico esta a
dificuldade em controlar de forma eficiente diversas pragas e doencas da cultura, a
baixa disponibilidade de cultivares adaptada e a pouca oferta de sementes de
qgualidade (COSTA et al, 2018).

3. Os impactos das pragas e doencas sobre a producdo organica de

tomates

A fitossanidade em tomate € um grande limitante a producdo em sistemas
organicos, devido a sua alta suscetibilidade a um grande numero de doencas que
podem ser causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus (TALAMINI, NUNES

2018), sendo o maior desafio a ser vencido para maximizar a produtividade nos



sistemas organicos (MELO et al, 2009). Plantas de tomate em sistema organico séo
afetadas por doencas radiculares, se apresentando como mais frequentes o mildio
(Pythium sp.), a podridao cinzenta (Botrytis cinerea) e a pinta preta (Alternaria sp.)
(MELO et al, 2017).

As técnicas normalmente utilizadas na agricultura organica, objetivando o
equilibrio ecolégico do sistema, sdo capazes de prevenir o aparecimento e a
proliferacdo de grande parte de pragas e doencas, porém alguns organismos Sao
persistentes e podem causar danos econdémicos se nao forem controlados, em
especial e a requeima ou mela (Phytophthora infestans), e a pinta preta (Alternaria
solani) (SOUZA, 2010).

Dentre as alternativas que o produtor encontra, porém ainda pouco explorada
para as condicfes tropicais do Brasil, hA o emprego da resisténcia varietal, que
consiste na selecdo de cultivares mais resistentes a pragas e doencas de maior
ocorréncia na regido ou época de cultivo. Esta pode ser uma estratégia interessante
para o cultivo organico, evitando a ocorréncia da praga ou doenca associada ao
cultivo, e ao mesmo tempo levando a produtividades maiores de frutos nesse
sistema de cultivo (MELO et al. 2009; SANTA ROSA, CARDOSO, 2018).

No entanto, a resisténcia genética ndo esta disponivel para todas as doencas
do tomateiro, sendo necesséario 0 manejo adequado da cultura e técnicas de controle
adicionais para obtencao de altas produtividades na cultura. Este € o maior limitante
para a expansdo do cultivo organico de tomateiros e fornecimento dos frutos de
qualidade a preco competitivo no mercado de hortalicas de frutos.

Mesmo o tomate orgéanico apresentando um grande potencial de mercado e
uma alternativa econdmica para os produtores familiares, ainda existe caréncia de
informacéo cientifica em relacdo a sua conservacdo e qualidade no pdés-colheita,
principalmente em cultivares nacionais (OLIVEIRA, 2017; ROLIM et al., 2011,
FERREIRA, 2010).

4. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
A murcha de fusario do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma doenca

radicular, favorecida por temperatura alta e solos arenosos e/ou &cidos, causada

pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) e é um dos principais



problemas fitossanitarios da producdo de tomate no Brasil (GONZALEZ-CENDALES
et al., 2016, FILHO et al., 2015; REIS, BOITEUX, 2007).

O Fusarium oxysporum € um fungo de importancia mundial, com ampla gama
de hospedeiros e distribuicdo em todas as regifes produtoras. E pertencente ao filo
Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Nectriaceae e
género Fusarium (BIJU, 2016). A espécie Fusarium oxysporum causa murchas em
diferentes espécies hospedeiras, no entanto, dentro da espécie existe uma alta
especializacdo em nivel de espécies hospedeiras, distinguiveis como formae
speciales (abreviado f. sp.) (MARTINS, 2005). A espécie Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici é agrupada em trés racas fisiologicas, conforme sua habilidade de
infectar e causar doenca em uma série de cultivares diferenciadoras contendo
diferentes loci de resisténcia (SOUZA et al, 2010). A morfologia da col6nia em
batata-dextrose-agar (BDA) €& muito variavel e caracterizada pelo rapido
crescimento. As coldnias podem apresentar coloragcdo variando de violeta a parpura
ou creme a laranja, com micélio aéreo e difuso. O fungo produz macro e
microconidios e alguns isolados produzem clamidésporos abundantemente
(OLIVEIRA, 2017).

O Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici apresenta estruturas de resisténcia
gue asseguram sua sobrevivéncia em condicdes ambientais adversas, garantindo
assim sua viabilidade durante anos em areas de cultivo (CARRER-FILHO et al;
2016), dissemina-se por meio de mudas infectadas, de implementos agricolas, agua
de irrigacdo, e por sementes contaminadas (LOPES et al.,, 2005; REIS, LOPES,
2012). Em mudas, 0s sintomas externos sao caracterizados com a epinastia das
folhas mais velhas, murchamento e por fim morte (MCGOVERN, 2015). No campo, a
infeccdo pode ocorrer em qualquer fase, o patdbgeno penetra através de ferimentos
nas raizes e causa amarelecimento, murcha e posterior morte da planta (KURAMAE,
SOUZA, 2008). Os sintomas na parte aérea se manifestam primeiramente nas folhas
mais velhas, progredindo para as folhas mais novas. Outros sintomas relacionados
sdo aparecimento ocasional de raizes adventicias, murcha de folhas e caules
jovens, desfolha e necrose marginal das folhas restantes, apodrecimento e queda
dos frutos (AGRIOS, 2005). Quando o caule € cortado no sentido longitudinal,
observa-se uma coloragdo marrom intensa logo abaixo da casca. O escurecimento
dos vasos € caracteristico desta doenca e auxilia na sua identificagdo. O fungo

penetra o tecido e atinge os vasos do xilema, onde se multiplica, interferindo no
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processo de translocacdo de agua desde as raizes até as folhas (GONCALVEZ,
2015).

5. Alternaria

O tomate é susceptivel a varios patégenos, destacando-se a mancha de
alternaria, causada por Alternaria sp., responsavel por perdas econdmicas
consideraveis (WANG et al., 2010). Este fungo esta entre os patdégenos mais
comuns, e responsavel pela deterioracdo pés-colheita de tomates no mundo todo
(FAGUNDES et al., 2014).

O género Alternaria € amplamente distribuido no mundo, e esta entre 0s mais
importantes fitopatdgenos, tanto por causar doencas em diversas culturas, como
pelo seu potencial de produgédo de micotoxinas. S&o conhecidas 71 micotoxinas e
fitotoxinas produzidas por esse género, destacando-se o alternariol (AOH), o
alternariol monometil-éter (AME), o altenueno (ALT) e a altertoxina | (ATX-l)
(FREITAS-SILVA et al., 2005). Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos
por alguns fungos e que possuem efeitos tdxicos, carcinogénicos e teratogénicos,
tanto em animais quanto em humanos, via consumo de alimentos contaminados
(HUSSEIN; BRASEL, 2001).

O fungo se adapta a baixas temperaturas, estando associado a perda de
hortalicas e frutas armazenadas (POSE et al., 2004). Pode sobreviver em restos de
cultura, espécies suscetiveis ou no solo, na forma de micélio, esporos ou
clamidésporos (TOFOLI, DOMINGUES, 2005). Os conidios caracterizam-se por
serem altamente resistentes a baixa umidade, podendo permanecer viaveis por até
dois anos nestas condi¢cdes. Ocorrendo calor e umidade suficientes, ocorre a
germinacdo dos conidios e infeccdo das plantas, podendo o fungo penetrar
diretamente pela cuticula ou através dos estbmatos. Os sintomas da doenca séo
evidentes de quatro a sete dias apés o inicio da infeccdo (SANTOS, 2014).

O género Alternaria € composto por fungos micosporicos que possuem
conidios com comprimento e largura variavel, geralmente individuais, retos ou
ligeiramente curvos, com corpo longo ou elipsoidal que se afina em direcéo ao apice.
Apresentam coloragéo palha, parda ou ouro claro, com septos transversais e poucos
ou nenhum longitudinal (TOFOLI, DOMINGUES, 2004). Os conidios séo inseridos

em conidioforos septados retos ou Sinuosos que ocorrem isolados ou em grupos. As
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populacdes de Alternaria spp. sdo morfologicamente heterogéneas, diferindo quanto
a coloracdo do micélio, producdo de pigmentos em meio de cultura, presenca ou
auséncia de esporulacdo em condicbes de laboratério, bem como quanto a
patogenicidade e formacdo de setores em meio de cultura (PEIXOTO, 2015;
TOFOLI, DOMINGUES, 2004). Alternaria alternata apresenta conidios em forma de
clava ou pera invertidos, formados em longas cadeias catenuladas, com apéndices
curtos, e comprimento inferior a um terco do corpo, possuindo até oito septos
transversais e varios longitudinais ou obliquos. As colbnias séo escuras de tamanho
uniforme, com 56 a 63 mm de didmetro. Seu micélio aéreo é cinza-esverdeado com
a parte posterior preta. (SANTOS, 2014).

A pinta preta ou mancha de Alternaria € uma das doencgas mais frequentes e
importantes da cultura do tomate. E causada por fungos do género Alternaria, sendo
a Alternaria solani e Alternaria alternata as espécies responsaveis por perdas
econbmicas consideraveis na pos-colheita de tomates (OLIVEIRA et al., 2006). Os
sintomas em folhas sdo caracterizados por manchas foliares necréticas, marrom-
escuras a pretas, com a presenca de anéis concéntricos, bordos definidos, podendo
ou ndo apresentar um halo amarelado ao redor. As lesdes em hastes, caules e
peciolos sdo pardo-castanhas, alongadas e concéntricas (TOFOLI, 2016). Os
sintomas nos frutos ocorrem no ponto de insercdo do pedunculo, como manchas
escuras que se originam na regido de ligagao entre o calice e os frutos. As manchas
sdo geralmente de coloracdo marrom a preta, firmes e com a presenca tipica de
anéis concéntricos (PALARETTI, 2018).

6. Impactos do uso de agrotoxicos e os fungicidas botanicos como

alternativa de controle

Apesar dos beneficios no controle de pragas e doencas, 0 USO excessivo e
inadequado de agrotoxicos tem como principais consequéncias a contaminacao
ambiental e dos proprios alimentos, a exposi¢cdo ocupacional e intoxicacdes
acidentais, aléem dos impactos ambientais como a perda de biodiversidade, impactos
aos biomas e biotas que margeiam as areas de cultivo, entre outras (BURRALLI,
2020; CAMPOS et al. 2018; HOSSAIN et al. 2017; NASCIMENTO e MELNYK,
2016). Atualmente, os residuos de fungicidas em concentragbes potencialmente

prejudiciais a saude continuam sendo um problema no consumo de diferentes tipos
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de alimentos, com destaque para as espécies usadas na horticultura como frutas e
vegetais (LOPEZ-FERNANDEZ et al. 2012; LOZOWICKA et al. 2016; QIN et al.
2021).

A substituicdo desses produtos sintéticos por produtos naturais € uma
alternativa necessaria visando a melhoria no consumo de frutas e hortalicas,
resultando em alimentos de alta qualidade nutricional e funcional, e aumento a
seguranca de seu consumo sem riscos a saude causados por residuos de fungicidas
e outras moléculas sintéticas (CEGLIE et al. 2016; CAMPOS et al. 2018). A
exploragdo da atividade bioldégica de compostos do metabolismo secundario de
plantas, presentes no extrato bruto, 6leo essencial ou principios ativos isolados de
plantas, provenientes de diferentes espécies vegetais, podem constituir-se num
método eficiente de controle alternativo de pragas e doencas associadas a producao
de alimentos (SCHAWN-ESTRADA 2009).

De uma maneira geral, o uso de extratos de plantas visando sua aplicacao na
protecdo de cultivos, quando comparado aos produtos sintéticos, pode apresentar
como principais vantagens a geracdo de novos compostos com amplo espectro de
acao, e a menor toxicidade de alguns compostos, diminuindo 0s riscos associados a
aquisicao de resisténcia a ingredientes ativos e diminuindo os riscos de toxicidade
aos seres humanos, seja pelo operador na aplicacdo, seja no consumo desses
alimentos, bem como reduzida toxicidade ao meio ambiente (STALIN et al. 2008;
SIMON et al. 2016).

7. Canela

A canela é uma planta da espécie Cinnamomum sp, pertencente a familia
Lauraceae. Apresenta aproximadamente 10-15 m de altura, tem folhas com formato
oval e flores que florescem em pequenos magos, com cor esverdeada e odor
caracteristico (CASTRO, 2010). E originaria do Sri lanka e do Sudoeste da india,
conhecida como “kayu manis”, que significa “madeira doce”. No Brasil € conhecida
como canela-da-india ou canela-do-ceildo (LORENZI, MATOS, 2000). Possui um
alto valor econdémico, sendo muito utilizada em diversas areas como na industria
farmacéutica, de alimentos, de cosméticos e de bebidas. A partir das cascas, folhas,

e flores sdo extraidos Oleos essenciais, que possuem atividade antimicrobiana,
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antioxidante, inseticida, fungicida, entre outras. (ANDRADE et al., 2012; JOSHI,
2019; DA SILVA et al., 2020).

Seu estudo fitoquimico registra como principal componente do 6leo essencial
o cinamaldeido, seguido de acido cinamico, eugenol e linalol, além de taninos,
diterpenos com atividade inseticida, proantocianinas e agucares (LORENZI, MATOS,
2000). O cinamaldeido (aldeido cinamico ou 3-fenil-2-propenal) é um alcool terpeno
ciclico, e o principal componente ativo do 6leo essencial de canela (60-75%), que
confere o aroma amadeirado a canela (PONCIANO et al, 2020). Apresenta acao e
degradacdo rapida, baixa a moderada toxicidade para mamiferos, maior seletividade
biolégica, e baixa fitotoxicidade, o que a torna um produto de baixo impacto
ambiental (GOMES et al., 2016).

8. Cravo

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) pertence a familia das mirtaceas
(Myrtaceae), € uma especiaria muito apreciada desde a antiguidade, ndo s6 por seu
sabor e qualidades culindrias, mas também por suas utilizacdes terapéuticas
(AFFONSO et al 2012). E uma arvore de ciclo perene, que cresce a uma altura que
varia de 8 a 12 metros, possui folhas ovais grandes, flores de cor vermelha que se
apresentam em numerosos grupos de cachos terminais e frutos em forma de drupa
elipsoide com coloracdo avermelhada (LORENZI; MATOS, 2002)

E explorado principalmente para extragéo industrial do 6leo essencial obtido a
partir dos botdes florais, frutos e outras partes. Seu fruto contém um 6leo essencial
de grande valor econémico no mercado, largamente usado nas industrias quimicas e
farmacéuticas (ASCENSAO; FILHO, 2013). O 6leo é constituido, basicamente,
por eugenol (70 a 80%), acetato de eugenol (15%) e beta-cariofileno (5 a 12%)
(VANIN, 2014). O Eugenol é um liquido amarelado, que escurece ao ar, com aroma
de cravo, e com sabor ardente e picante, possui forte atividade antimicrobiana contra

uma ampla gama de micro-organismos patogénicos (COELHO et al, 2017).
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CAPITULO 1. Extrato de canela e hipoclorito de sodio no controle in vitro de

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e Alternaria alternata

1. Resumo

Os fungicidas botanicos sdo uma alternativa interessante no controle de patdégenos e
protecdo de plantas em sistemas sustentaveis de producdo, podendo resultar na
reducdo de perdas e na producdo de alimentos mais saudaveis. Dessa forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de extrato aquoso de canela e seu
potencial para uso na inibicdo de patdgenos da cultura do tomateiro, a hortalica de
fruto mais consumida mundialmente. Trés principais racas de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici e uma linhagem de Alternaria alternata foram cultivadas em
condicBes in vitro e, posteriormente, usadas para os testes de efeito fungicida do
extrato de canela. Para os testes de inibicdo de crescimento micelial dos fungos,
incorporou-se o extrato aquoso de canela e uma solucao de hipoclorito de sédio ao
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar, nas concentracdes de até 5% (m/V). Foi
avaliado o crescimento micelial diariamente durante 15 dias, por meio de medicdes
do didametro das colénias (cm), obtendo assim a curva de crescimento micelial,
porcentagem de inibicdo de crescimento, taxa de crescimento e indice de velocidade
de crescimento micelial (IVCM). Como resultados, foram observados a inibicao
completa do crescimento das trés racas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e
também de Alternaria Alternata somente quando utilizado o hipoclorito de sédio a
partir da concentracdo de 3%, e uma inibicdo parcial com o uso do extrato de
canela. Ambos, extrato de canela e solucdo de hipoclorito de soédio, em
concentracbes acima de 2%, reduziram os valores de IVCM. O extrato de canela
demonstrou o potencial antifingico, sendo possivel seu uso no controle in vitro de
fungos fitopatogénicos da cultura do tomateiro.

2. Introducéo

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.) esta presente em diversos

paises e toma propor¢cdes cada vez maiores tanto em producdo, quanto em
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importéancia econdmica e social, sendo a segunda hortalica mais consumida no
mundo ficando atrds apenas da batata (SILVA et al., 2020, FILGUEIRAS et al.,
2017; ALVARENGA, COELHO, 2013). Em 2019, a cultura do tomateiro no Brasil
ocupou a area de aproximadamente 58 mil ha, com producdo total de
aproximadamente 4 mil toneladas (IBGE/LSPA, 2020). A produtividade média
mundial atualmente esta em torno de 4,8 t ha™*, sendo o maior produtor a China com
uma area cultivada de mais de um milhdo de hectares e uma producdo anual de
mais de 56 milhdes de toneladas, seguido pela india com 24 milhdes de toneladas,
sendo que o Brasil ocupa o nono lugar nesse cenario (FAOSTAT, 2020).

A producdo de tomate é considerada atividade de alto risco, devido a alta
suscetibilidade ao ataque de pragas e doencas e a exigéncia em insumos e
servicos, que acarreta elevados investimentos financeiros por unidade de area
(LOOS et al., 2008). Com relacdo as doencas, um grande numero é causado por
fungos, algumas podendo causar perdas totais de producéo, se nao forem adotadas
medidas integradas de controle (SAND, 2016).

Entre as doengas mais preocupantes, destacam-se a murcha de Fusarium,
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, uma doenca fungica que
é favorecida por altas temperaturas (LOPES, 2005). Ocasiona amarelecimento geral
da planta, iniciando-se pelas folhas inferiores e progredindo para o ter¢co superior,
segue-se uma murcha generalizada, resultando em folhas secas. E uma das
doencas mais importantes do tomateiro sendo disseminada na maioria dos paises
onde o tomate é cultivado (FILGUEIRA, 2013). As medidas de controles que vem
sendo empregadas para essa doenca sdo o emprego de variedades e hibridos
resistentes e o uso de fungicidas sintéticos (CARVALHO, 2020). Outra doenca de
grande importancia para a cultura do tomateiro € a pinta-preta, que apresenta alto
potencial destrutivo, sendo que a sua incidéncia ocorre sobre as folhas, peciolos,
hastes e frutos. O agente etioldgico, no Brasil, sdo fungos do género Alternaria
(PEREIRA et al., 2013). Similar ao que ocorre com Fusarium, as medidas de
controle sédo feitas basicamente com fungicidas sintéticos para as variedades
tradicionalmente cultivadas, que sdo em sua maioria suscetiveis ao patdégeno
(BALBI- PENA et al., 2006).

Apesar do uso convencional do controle quimico, o controle de doencas deve
ser entendido como uma pratica permanente de medidas integradas visando néo

somente o controle, mas também medidas de prevencdo da doenca especialmente
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em intensidades que possam resultar em prejuizos (LOPES, 2005). Dessa forma, a
exploracdo da atividade biologica de compostos secundérios, presentes no extrato
bruto ou 6leo essencial de plantas medicinais, pode constituir-se, como uma forma
potencial de controle alternativo (SCHWAN-ESTRADA, 2009; CARMELLO &
CARDOSO, 2018). As plantas apresentam um metabolismo capaz de produzir
inUmeras substancias quimicas (SANTOS, 2015) de defesa vegetal, o que gera a
possibilidade de descobertas de novas substancias com potencial antifingico
(CELOTO et al., 2008), produtos esses também chamados de fungicidas botéanicos.

Muitos extratos vegetais tem demonstrado a capacidade de controle de
fitopatdgenos, seja pela sua acdo fungicida direta, como também pela inibicdo do
crescimento micelial e germinacdo dos esporos em condicdes in vitro (FERREIRA,
2014; BRUM et al, 2014; VENTUROSO, 2011).

Dentre os muitos fungicidas botanicos, a canela (Cinnamomum
zeylanicum Blume) se destaca. Pertencente a familia Lauraceae é uma espécie com
grande potencial de uso como fungicida botanico, demonstrando sua aplicabilidade
para uma alta diversidade de fungos fitopatogénicos. Trata-se de uma planta
aromatica que apresenta como principais constituintes o cinamaldeido e o eugenol,
compostos que apresentam atividade antifingica e antibacteriana (CASEMIRO et al,
2019; CARMELLO, CARDOSO, 2018; GOMES et al., 2018; VENTUROSO et al,
2011).

A utilizacdo de fungicidas botanicos, como é o caso do extrato de casca de
canela, poderia resultar em uma ferramenta de controle de patdgenos,
especialmente considerando os sistemas sustentaveis de produgdo, como na
agricultura organica (SANTRA, BANERJEE, 2020). Ainda, considerando o cultivo
organico do tomateiro, um dos maiores limitantes do cultivo e que resultam na
reducao significativa da produtividade de frutos tem sido a ocorréncia de pragas e
doencas, especialmente devido a impossibilidade de uso de pesticidas (BENDER,
HEIJDEN, 2015; CARMELLO, CARDOSO, 2018). Esse fator especialmente coloca a
cultura do tomateiro organico em grande desvantagem em relacdo ao sistema
convencional, limitando a producéo, rentabilidade econdmica e sustentabilidade do
sistema, sendo necessaria maior area de cultivo para producdo da mesma
quantidade de frutos (RONGA et al. 2019).

Dessa forma, a necessidade de prospeccédo, do estabelecimento de métodos

de aplicacdo e de concentracdes efetivas de extratos vegetais utilizados como
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fungicidas boténicos, é condicdo basica para que a sua aplicacdo possa ser tornar
de fato uma solucéo na protecao de plantas.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi o de identificar os efeitos de
extratos aquosos de canela sobre o crescimento micelial in vitro de dois fungos

fitopatogénicos de grande importancia na cultura do tomateiro, Fusarium e Altenaria.

3. Materiais e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura de
Tecidos do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Séao Carlos,
localizado no municipio de Araras SP.

Foram utilizadas coldnias purificadas de Alternaria alternata obtidas a partir do
Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM-CCA/UFSCar), e das
ragas 1 (FOL 27), 2 (FOL 1114) e 3 (FOL 1124) de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici obtidas e gentiimente cedidas pelo Laboratério de Fitossanidade da
Universidade Federal de Goias.

O preparo do extrato aquoso de canela foi realizado utilizando-se 50 g da
casca da canela da china (Kitano®, Cambara-PR) para 200 mL (25% m/V) de agua
destilada e deixado por 5 min apds o ponto de ebulicdo da agua do banho maria,
portanto da agua externa ao Erlenmeyer® de 250 mL utilizado para acondicionar o
extrato aquoso. Na sequéncia, os extratos foram filtrados utilizando-se filtro de
celulose para manutencdo somente da fase liquida para uso no experimento. Para
fins de comparacdo e considerando produtos efetivos e permitidos de uso na
agricultura organica, foi também utilizado o hipoclorito de sodio, utilizando-se a
concentracdo de 25% (V/V) preparada a partir de dgua sanitaria contendo de 2,0-
2,5% de cloro ativo (Candura®, Piracicaba-SP). (CARMELLO, CARDOSO, 2018)

Para os testes de inibicdo de crescimento micelial do fungo, em camara de
fluxo laminar o extrato aquoso de canela e o hipoclorito de sodio foram incorporados
e homogeneizados ao meio de cultura BDA previamente autoclavado, sendo esses
adicionados logo apds esse processo, no momento da solidificagdo, de modo a se
obter as concentracgdes finais de 1, 2, 3, 4 e 5% no meio de cultura, sendo esses
posteriormente vertidos em placa de petri. Os extratos ndo foram esterilizados antes

de sua adicao.
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Para o controle foram utilizadas placas somente com o0 meio de cultura BDA
previamente autoclavado a 121°C por 25 minutos. ApOs a solidificacdo do meio,
fragmentos de BDA contendo micélios purificados de A. alternata (AA) e das 3 racas
do F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) coletados das margens das colbnias foram
transferidos para o centro da placa. As placas foram mantidas no escuro em camara
de crescimento, com temperatura de 25+3°C.

Para os testes com o FOL foi utilizado o fatorial 3 (ragas) x 2 (canela e
hipoclorito de sé6dio) x 6 (concentracdes) e para a Alternaria foi utilizado o fatorial 2
(canela e hipoclorito de sédio) x 6 (concentracdes). O delineamento experimental
utilizado nos dois experimentos foram o inteiramente casualizados, com trés
repeticbes (placas de petri) cada, em duplicata (experimentos repetidos por duas
vezes).

Foi avaliado o crescimento micelial diariamente durante 15 dias, por meio de
medicdes do diametro das col6nias (cm), obtendo assim a curva de crescimento
micelial. A porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) dos fitopatégenos foi
obtida por meio da formula utilizada por Venturoso (2009), onde: PIC = [(diametro da
testemunha — diametro do tratamento)/diametro da testemunha] x 100, para cada
extrato em relacdo a testemunha. A taxa de crescimento dos fitopatégenos foi obtida
através de equacao de regressao linear simples (y= a + bx), sendo (x) os dias de
incubacédo, (y) o diametro final da colbnia, (a) o diametro inicial e (b) a taxa de
crescimento micelial, obtida pelo coeficiente de regressdo (VENTUROSO, 2009).

O célculo do IVCM foi realizado conforme férmula descrita por Oliveira (1991)
onde: IVCM= % (D - Da)/N. Sendo:

¢|VCM= indice de velocidade de crescimento micelial
D= didmetro medio atual da colonia

eDa= didmetro médio da colbnia do dia anterior

¢N= numero de dias ap0s a inoculacao.

Os dados foram analisados utilizando-se a andlise de variancia (ANOVA), e
guando com distribuicdo normal, as comparacdes de médias foram realizadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do Software estatistico Agroestat
(BARBOSA, MALDONADO, 2015). A correlagéo entre a inibicdo do crescimento
micelial e concentragcdo dos tratamentos foi realizada através de gréafico de

disperséo
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4. Resultados e Discussao

Tanto o extrato aquoso de canela como o hipoclorito de sédio, demonstraram
efeitos sobre o crescimento micelial das trés racas do F. oxysporum f. sp. lycopersici
(FOL) demonstrando correlacdo positiva significativa entre a porcentagem de
inibicdo de crescimento micelial em condi¢des in vitro, com o0 aumento das
concentracfes desses produtos no meio de cultura BDA (Figuras 1, 2). O hipoclorito
de sbédio demonstrou 100% de inibicdo das racas 1 e 2 quando utilizado a partir da
concentracdo de 3% e da raca 3 somente quando utilizada a maior concentracao, de
5%, constituindo-se o produto com maior potencial de controle das diferentes racas
desse patégeno (Figuras 1, 2).

Também foi observado o efeito de fungicida botanico do extrato de canela,
contra 0 FOL. No entanto, a inibicdo total de crescimento com esse fungicida
botanico somente foi observada para a Raca 2 do patdégeno e somente quando
utilizado a maior concentracdo, de 5% (Figuras 1, 2). A inibicdo parcial do
crescimento micelial das trés racas de FOL ocorreu a partir da concentracdo de 2%,
sendo a maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial in vitro de 30,4%
para a Raca 1 e de 36,1% para a raca 3 desse fungo patogénico a cultura do
tomateiro.

Através de andlise do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM —
Figura 7) e da curva de crescimento (Figuras 3, 4, 5), observou- se um menor IVCM
e menor taxa de crescimento diaria quando utilizado o extrato de canela a partir da
concentracdo de 3%, e solucdo de hipoclorito de sédio a partir da concentracao de
2%.

Este potencial de inibicdo de crescimento pode ser explicado pela presenca
de compostos secundarios biologicamente ativos com a capacidade de exercer a¢ao
antifangica sobre o patdégeno, sendo que na canela os compostos de maior
representatividade e com atividade antifiingica conhecida, sdo o cinamaldeido e o
eugenol (CARMELLO, CARDOSO, 2018; FIGUEIREDO et al., 2018; BITU, 2014;
BARROS, 2013).

A toxicidade da canela sobre patdégenos tem sido estudada por diversos
pesquisadores. Faria et al. (2010) em seu trabalho sobre a atividade antifungica de
canela sobre Fusarium oxysporum, observou que apesar do extrato da casca de

canela ndo impedir o crescimento do F. oxysporum, esse reduziu em 75% a
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esporulacédo deste patégeno quando utilizada na concentracdo de 80%. De forma
diferente, VENTUROSO et a.l (2011) relatou reducdo do crescimento micelial de F.
solani, quando utilizou o extrato de canela na concentragéo de 20%.

Essa concentracdo utilizada por esses autores € muito acima que aquela
utilizada em nosso trabalho, no qual pode-se verificar o controle do crescimento
micelial in vitro de FOL, nas concentracdes a partir de 3%. No entanto, mesmo com
atividade antifingica conhecida, de acordo com os resultados obtidos, o potencial
antifangico do extrato parece ser seletivo de acordo com a espécie ou raca do
patdégeno.

Kowalska et al. (2020) também observou o efeito inibitério do crescimento
micelial de Botrytis cinerea isolado de tomateiro, utilizando solu¢do aguosa obtida de
po organico de casca de canela e utilizada nas concentracdes de 0,5% (54,4% de
inibicdo) e 1% (81,4% de inibicdo). Apesar de a inibicao ter sido parcial, esses
autores identificaram que a aplicacdo da solucéo de canela promoveu efeitos em
plantas in vivo, demonstrando efeito estimulante positivo sobre as plantas de tomate
e reduzindo os efeitos da doenca sobre as plantas de tomateiro (KOWALSKA et al.
2020).

Diferente do que ocorreu com o Fusarium, ndo houve efeito do extrato aquoso
de canela sobre a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial do fitopatégeno
Alternaria alternata (AA) até a concentracdo de 5%. No entanto, foi observada
reducdo no IVCM do fungo com o aumento das concentracdes de extrato de canela
no meio de cultura de cultivo dos micélios (Figuras 1, 6, 8).

A atividade antifangica da canela tem sido frequentemente relacionada ao
cinamaldeido, que apresenta poderosa atividade antimicrobiana contra uma
variedade de patdgenos, incluindo fungos (FIGUEIREDO, 2017). Lucas (2012),
observou 100% de inibicdo de crescimento micelial de Alternaria solani quando
utilizado o 6leo essencial de canela na concentracdo de 0,1%. Gonzales et al.
(2016), relataram 100% de inibicdo de crescimento de Alternaria solani quando
utilizado o extrato de canela na concentracdo de 30%. Apesar de néo ter se
observado a inibicdo total do crescimento da A. alternata no presente trabalho,
ocorreu uma diminuicdo progressiva na velocidade de crescimento micelial com o
aumento da concentracao do extrato de canela (Figura 8).

Essas diferencas observadas entre o resultado atual e aquele obtido por

outros autores com o género Alternaria podem estar relacionados as diferencas no
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tipo de extrato utilizado, no caso 6leo essencial (Lucas, 2012) e a concentragdo dos
extratos (GONZALES et al., 2016) comparado ao utilizado no atual experimento na
forma de extrato aquoso, e concentracdes de 1-5%. Carmello e Cardoso (2018)
observaram que os efeitos antifUngicos atribuidos a canela foram efetivos na
concentracdo de 5% inibindo o crescimento micelial in vitro de Cercospora
longissima isolado da cultura da alface. O controle, porém, somente foi observado
guando utilizados segmentos de cascas da planta, sendo que o p6 de casca de
canela ndo resultou em efeito fungicida sobre o mesmo fungo nas mesmas
concentracdes e métodos de preparo do extrato.

De forma diferente, o hipoclorito de sédio, a partir da concentracao de 4%, foi
efetivo e resultou na inibicdo completa do crescimento micelial (Figura 6) e do IVCM
(Figura 8) de A. alternata, de forma similar ao que ocorreu com todas as racas de
FOL.

O hipoclorito de sédio (NaOCI) tem boa eficiéncia como desinfetante na
contaminacdo fungica, proporcionando reducdo nas taxas de contaminacao
(PICOLO et al, 2007), reage com a agua produzindo acido hipocloroso (HOCI) e
mantendo em solu¢éo o ion hipoclorito (OCI-), que séo as formas ativas que atuam
sobre os microrganismos (RESENDE, 2009).

Tavares e Souza (2005) relataram que o hipoclorito de sédio inibiu 100 % a
germinacao conidial de Colletotrichum gloeosporioides na concentragcdo de 100 ppm
(0,01%). Olivera et al. (2016), utilizando solucao de hipoclorito de sédio a 1,5%,
relataram 100% de inibicdo do crescimento de Colletotrichum musae in vitro,
apresentando também uma inibicdo de 54% de crescimento do patdégeno quando
testado in vivo, utilizando a mesma concentracdo. Araujo et al. (2004) também
demostraram que o uso de hipoclorito de sodio, a 5 e 10%, em sementes de
amendoim, resultaram na menor ocorréncia de fungos produtores de micotoxinas do
género Aspergillus e Penicillium spp.

O hipoclorito de sédio tem sido uma das fontes de cloro mais utilizadas para
assepsia, devido ao seu amplo espectro de atividade biocida contra microrganismos,
além do fato de ser um produto de baixo custo (RIBEIRO et al., 2008). Isso foi
comprovado no atual experimento, visto que foi possivel a inibicdo completa do
crescimento micelial das trés principais racas de FOL e de AA em cultivo de

tomateiros.
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E importante destacar que o hipoclorito de sédio tem sido autorizado para uso
na 4gua de irrigacdo e solugcbes de sanitizacdo de alimentos organicos em diferentes
paises do mundo, com regras de residuos maximos similares ao encontrado na
agua potavel tratada (EU, 2016; USDA, 2021). Ao mesmo tempo, o0s testes
realizados com uso de hipoclorito de sodio em sementes de alface visando o
tratamento das sementes, previamente ao plantio, ndo demonstraram efeitos
fitotoxicos para a germinacdo ou desenvolvimento inicial das plantulas na
concentracdo de até 5% (V/V) (CARMELLO, CARDOSO, 2018), demonstrando a
seguranca e efetividade de seu uso como alternativa no controle de fitopatégenos
associados a diferentes culturas agricolas.

Carmello e Cardoso (2018) observaram a inibicdo completa do crescimento
micelial in vitro do fungo Cercospora longissima, isolado de plantas de alface
(Lactuca sativa), com o0 uso de extrato aquoso de canela ou hipoclorito de sodio,
demonstrando que o controle de alguns microrganismos fitopatogénicos com
extratos botanicos, a exemplo da canela, pode ser tdo eficiente quanto solucdes
sanitizantes ja utilizadas comercialmente, como é o caso do hipoclorito de sodio. No
entanto, os resultados apresentados no atual trabalho demonstram certa
seletividade no uso do extrato de canela aplicado ao controle de fitopatégenos,
havendo racas e espécies com tolerdncia ao mecanismo de acdo, ainda pouco
esclarecido, e associado aos principios ativos do extrato aquoso de canela

(Cinnamomum sp.).
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Fig. 1 — Porcentagem de inibicdo crescimento micelial (y = ax + b) da raca 1 (FOL
27) de F. oxysporum f. sp. lycopersici submetida a tratamento com NaOCI R? = 0,949
e extrato de canela R? = 0,8095, nas concentracdes de 0 a 5%, raga 2 (FOL 1114)
de F. oxysporum f. sp. lycopersici submetida a tratamento com NaOCI| R? = 0,8643 e
extrato de canela R? = 0,928 nas concentracdes de 0 a 5%, raga 3 (FOL 1124) de F.
oxysporum f. sp. lycopersici submetida a tratamento com NaOCl| R? = 0,9662 e
extrato de canela R? = 0,9202 nas concentracdes de 0 a 5%, e Alternaria alternata
submetida a tratamento com NaOCI| Rz = 0,8286 e extrato aquoso de canela R2 =
#N/A nas concentragdes de 0 a 5%.

Figura 2 - Inibicdo in vitro do crescimento micelial da raca 1 (FOL 27), 2 (FOL 1114)
e 3 (FOL 1124) de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici submetidas a tratamentos
com NaOCI e extrato aquoso de canela, na concentracao de 5%.
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Figura 3 - Curva de crescimento (y = ax + b) micelial da raca 1 (FOL 27) do fungo

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, submetidos a diferentes tratamentos. Controle
R2 =0,995; Canela 1% R? = 0,9983; Canela 2% R2? = 0,9980; Canela 3% R? =
0,9934; Canela 4% R? = 0,9950; Canela 5% R2 = 0,9779; NaOCI 1% R? = 0,9940;
NaOCI 2% R2 = 0,9884; NaOCI 3% R2 = #N/A; NaOCI 4% R2 = #N/A; NaOCI 5% R2 =
#N/A.
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Figura 4- Curva de crescimento (y = ax + b) micelial da raga 2 (FOL 1114) do fungo
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, submetidos a diferentes tratamentos. Controle
R2 = 0,9923; Canela 1% R? = 0,9898; Canela 2% R2? = 0,9977; Canela 3% R? =
0,9957; Canela 4% R2 = 0,9853; Canela 5% R2 = #N/A; NaOCl 1% R2 = 0,9793;
NaOCI 2% R2 = 0,9954; NaOCI 3% R2 = 0,9917; NaOCI 4% R2 = #N/A; NaOCI 5% R?
= #NI/A.
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Figura 5 - Curva de crescimento (y = ax + b) micelial da raca 3 (FOL 1124) do fungo
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, submetidos a diferentes tratamentos. Controle
R2 = 0,99238; Canela 1% Rz = 0,9962; Canela 2% R2 = 0,9968; Canela 3% R2 =
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0,9933; Canela 4% R? = 0,9870; Canela 5% R? = 0,9715; NaOCI 1% R2? = 0,9870;
NaOCI 2% R? = 0,9929; NaOCI 3% R? = 0,9859; NaOCl 4% R? = 0,9912; NaOCI 5%
R2 = #N/A.
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Figura 6 - Curvas de crescimento micelial (y = ax + b) in vitro de A. alternata,
submetidos a diferentes tratamentos. Controle R2 = 0,9908; Canela 1% R2 = 0,9891;
Canela 2% R2 = 0,9815; Canela 3% R2 = 0,9871; Canela 4% Rz = 0,9889; Canela
5% R2 = 0,9754; NaOCI 1% R2 = 0,9790; NaOCI 2% R2 = 0,9700; NaOCIl 3% R2 =
0,9807; NaOCIl 4% R2 = #N/A; NaOCI 5% R2 = #N/A.
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Figura 7 - indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) (y = ax + b) de F.
oxysporum f. sp. lycopersici Raca 1 R?2 = 0,9578, F. oxysporum f. sp. lycopersici
Raca 2 R2 = 0,9812, F. oxysporum f. sp. lycopersici Raca 3 R2 = 0,9571 sob
diferentes concentracdes (1 a 5%) de extratos aquosos de canela e F. oxysporum f.
sp. lycopersici Raca 1 R2 = 0,8531, F. oxysporum f. sp. lycopersici Raca 2 R2 =
0,9433, F. oxysporum f. sp. lycopersici Raca 3 R2? = 0,9675 sob diferentes
concentracdes (1 a 5%) de solucao de hipoclorito de sédio.
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Figura 8- indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) (y = ax + b) de
Alternaria alternata sob diferentes concentragfes (1 a 5%) de extratos aquosos de
canela R2 = 0,933 e de solucéo de hipoclorito de sédio Rz = 0,9557

5. Conclusodes

O hipoclorito de sédio inibiu completamente o crescimento micelial in vitro das
trés racas de FOL e de AA, quando utilizado a partir da concentracéo de 3%, sendo
uma alternativa eficiente no controle deste fitopatégeno. O extrato aquoso de canela
demonstrou efeito antifungico para ambos, FOL e AA, porém a inibicdo completa do
crescimento micelial ocorreu somente para FOL Raca 2. O maior efeito do extrato
aguoso de canela sobre os fungos ocorreu pela reducdo gradativa do indice de

velocidade de crescimento micelial dos fitopatdgenos FOL e AA.
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CAPITULO 2. Uso de extrato de canela e extrato de cravo no controle de
Alternaria alternata in vitro e na pos-colheita de tomate

1) Resumo

As doencas fungicas de ocorréncia na poés-colheita de hortalicas sdo um fator de
grande impacto para a perda de alimentos. Na cultura do tomateiro, uma das
hortalicas mais consumidas no mundo, destaca-se a ocorréncia da mancha de
alternaria, causadas por diferentes espécies do género Alternaria, com impactos na
pré e pos colheita. Nesse contexto, 6leos essenciais e extratos de plantas com
atividade antifungica tem sido uma alternativa de controle de doencas associadas a
pos-colheita de frutas e hortalicas, como uma forma de aumentar a seguranca no
consumo de alimentos frescos pela reducdo de produtos nocivos a saude. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a efetividade dos extratos aquosos
de canela e de cravo, no controle in vitro de Alternaria alternata e também na pos-
colheita de tomate. Os extratos foram avaliados quanto a capacidade de inibicdo do
crescimento micelial e germinacéo de esporos in vitro, bem como sua incidéncia em
frutos de tomate. A inibicdo total do crescimento micelial de A. alternata em
condicBes in vitro foi obtida com o uso do extrato de cravo a 5%. A combinacao
canela e cravo, tanto a 2,5 quanto a 5% também possibilitou a inibicdo completa do
crescimento micelial. Além do efeito no crescimento micelial também foi possivel
verificar a inibicdo da germinacdo dos esporos e controle do fungo na pos colheita
de frutos de tomate.

2) Introducgéo

O tomate é um produto altamente perecivel apds a colheita dada a fragilidade
dos seus tecidos e pela manutencdo de sua atividade metabdlica, o que demanda
métodos para a sua adequada conservacao (FERRAZ et al., 2012). Cerca de 60%
da producéo de tomate no pais € destinada ao mercado consumidor in natura, sendo

0 aspecto externo e a qualidade do fruto fatores que influenciam diretamente na
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decisdo de compra pelo consumidor. O restante desta producdo é utilizado como
matéria-prima para processamento (BOTEON et al, 2020)

Nesse sentido, torna-se importante o desenvolvimento de técnicas que
possibilitem a manutencdo da qualidade dos frutos por mais tempo apos a colheita,
aumentando o tempo de prateleira (MENEZES, 2017).

As principais perdas na qualidade dos tomates na pds-colheita estéo
associadas a danos fisicos, transporte, armazenamento inadequados e acdo de
agentes microbianos (CHITARRA, 2005). Tais perdas podem ser quantitativas, onde
grande parte dos tecidos séo deteriorados, ou qualitativas, onde o aspecto visual do
produto fica comprometido, reduzindo o seu valor econémico (MACHADO et al,
2017), reduzindo o tempo de prateleira ou mesmo dificultando a sua
comercializacdo, o que em geral resulta em descarte como residuo.

O tomate é susceptivel a varios patégenos na pds-colheita, destacando-se a
mancha de alternaria, que apresenta alto potencial destrutivo, sendo responsavel
mundialmente por perdas econdmicas consideraveis na pdés-colheita de tomates
(AHMED et al., 2016; ARAH et al., 2015). O agente etiologico, no Brasil, sdo fungos
do género Alternaria (PEREIRA, PINHEIRO 2013). As medidas de controle sdo
feitas basicamente com fungicidas sintéticos para as variedades tradicionalmente
cultivadas, que s&o suscetiveis ao patégeno (BABI-PENA, 2006).

A reducdo da incidéncia de doencas na poés-colheita € um dos grandes
desafios para minimizar as perdas de alimentos. Atualmente, este controle tem sido
feito com uso de tratamentos térmicos, controle da umidade e modificacdo de
atmosfera, do uso de controle alternativo com produtos biol6gicos, além do uso de
fungicidas especificos de origem sintética (MACHADO et al, 2017). No entanto, com
o avanco dos sistemas sustentaveis de producdo de hortalicas devido ao aumento
da demanda por produtos mais naturais, a exemplo dos organicos, e no qual ndo ha
permissdo para uso de fungicidas sintéticos, tem ampliado a necessidade de
prospeccao de produtos alternativos que visem o controle de pragas e doencas
nesses sistemas de cultivo, visando aumentar a producao de frutos de alta qualidade
do ponto de vista sanitario e sem residuos de produtos toxicos (JUNIOR, 2020;
OLIVEIRA et al., 2020; PERON et al, 2018).

Nesse contexto atual, diversos trabalhos tém relatado o potencial de 6leos
essenciais e extratos de plantas como alternativa para o tratamento na pds-colheita

de frutas e hortalicas, principalmente pela sua eficiéncia no controle de fitopatdgenos
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(FONTANA et al, 2017; PERES et al, 2017; MOURA et al., 2016; CRUZ et al,
2010).

Os oOleos essenciais bem como os extratos aquosos apresentam atividade
antimicrobiana e tem sido estudado no controle de doencas em tomate bem como
na inducdo de resisténcia de plantas a patégenos (NETO et al, 2016). A atividade
antifingica de um mesmo extrato pode ser observada em diversos patdgenos,
sendo de grande relevancia a determinacao das concentracdes a serem utilizadas e
gue sejam eficientes na inibicdo dos mesmos (ARAUJO et al, 2018).

Desta forma, nota-se a importancia dos metabdlitos secundarios presentes
nas plantas, que atuam nas interacdes entre a espécie vegetal e os fitopatdégenos,
ativando o sistema de defesa da planta hospedeira contra determinados patégenos,
ou mesmo sendo extraidos e utilizados diretamente como forma de controle dos
fitopatbgenos. Nesse contexto, o0 uso de extratos ou metabdlitos isolados
provenientes de plantas ja consumidas como alimentos, podem apresentar como
principal vantagem serem muito pouco ou ndo téxicos para 0s seres humanos
animais e meio ambiente, quando aplicados nas concentracfes efetivas de controle,
apresentando agéo fungicida, e constantemente associado a menor fitotoxicidade e
riscos de contaminacdo quando comparados com os fungicidas sintéticos
(CARMELLO, CARDOSO, 2018; STANGARLIN et al., 2011).

Nesse contexto, dentre as plantas que apresentam potencial fungicida ou
antimicrobiano natural encontra-se a canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), e o
cravo (Syzygium aromaticum) que sao plantas aromaticas que apresentam atividade
antifangica e antibacteriana (GOMES et al., 2018). Carmello e Cardoso (2018)
reportaram o controle do crescimento micelial in vitro de Cercospora longissima,
fitopatdgeno causador de manchas foliares na cultura da alface, pela adicdo de
extratos aquosos de canela e do cravo, ambos utilizados na concentragdo de 5%,
sendo o controle comparado ao uso do hipoclorito de sédio, um sanitizante a base
de cloro e de ampla acdo fungicida, demonstrando o seu potencial antifingico,
sendo esses extratos também chamados de fungicidas botanicos (YOON et al.
2013).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo analisar o potencial dos
extratos de canela e de cravo, aplicados de forma isolada ou combinada, no controle
do fitopatdégeno Alternaria alternata, em condigdes in vitro e também na pos-colheita

frutos de tomate, o que poderia resultar numa técnica efetiva de controle de
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fitopatdgenos e reducdo de perdas pds-colheita causada por esse tipo de fungo.
Além disso, foram estudados os principais principios ativos contidos nesses extratos,

bem como o tipo de acdo antifiungica associado a esses fungicidas botanicos.

3) Materiais e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura de
Tecidos do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de S&do Carlos
(CCA/UFSCar), localizado no municipio de Araras SP.

Foram utilizadas coldnias purificadas de Alternaria alternata obtidas a partir do
Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM) (CCA/UFSCar).

3.1) Extrato de cravo e de canela no crescimento micelial in vitro

O preparo do extrato aquoso de canela e do cravo foi realizado utilizando-se
50 g da casca da canela da china (Kitano®, Cambara-PR) e 50 g de botbes florais
de cravo (Especialidades da roca®, Araras SP) para 200 ml de &gua destilada,
sendo esses mantidos por 5 min apés o ponto de ebulicdo da agua do banho maria,
ou seja, do exterior ao Erlenmeyer de 250 mL®.

Para os testes de inibicdo de crescimento micelial do fungo, em camara de
fluxo laminar os extratos aquosos de canela e cravo foram incorporados ao meio de
cultura BDA, de forma isolada nas concentracdes de 2,5 e 5,0 % e combinada, nas
concentragfes de 2,5 + 2,5% ou 5 + 5% de cada espécie, adicionados ao meio de
cultura previamente autoclavado a 120°C por 25 minutos, no momento de reducéo
da temperatura e solidificacdo do meio BDA, sendo posteriormente vertidos em
placa de petri plasticas descartaveis e estéreis com medidas de 90 x 15 mm. O
controle foi constituido de placas de petri contendo somente o meio de cultura BDA,
sem a adicao dos extratos.

Em seguida, fragmentos de BDA contendo micélios purificados de A. alternata
coletados das margens de colonias previamente cultivadas em meio BDA sem
tratamentos, foram transferidos para o centro da placa de petri contendo cada
tratamento. As placas foram mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo

de 12 horas e temperatura de 25+3°C.
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Foi utilizado o delineamento experimental totalmente casualizado, com sete
tratamentos e quatro repeticbes (placas de petri contendo uma col6nia) cada,
realizados em duplicata (experimentos repetidos por duas vezes).

Foi avaliado o crescimento micelial diariamente durante 15 dias, por meio de
medicdes do diametro das col6nias (cm), obtendo assim a curva de crescimento
micelial. A porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) dos fitopatdgenos foi
obtida por meio da formula utilizada por Venturoso (2009), onde: PIC = [(diametro da
testemunha — diametro do tratamento)/diametro da testemunha] x 100, para cada
extrato em relacdo a testemunha. A taxa de crescimento dos fitopatégenos foi obtida
através de equacdo de regressao linear simples (y= a + bx), sendo (x) os dias de
incubacédo, (y) o diametro final da col6nia, (a) o diametro inicial e (b) a taxa de
crescimento micelial, obtida pelo coeficiente de regressdo (VENTUROSO, 2009). O
calculo do IVCM deve ser realizado conforme férmula descrita por Oliveira (1991)
onde: IVCM= % (D - Da)/N. Sendo:

o IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial
. D= diametro médio atual da col6énia

o Da= diametro médio da coldnia do dia anterior

. N= namero de dias apds a inoculacao.

Os dados foram avaliados utilizando-se a andlise de variancia
(ANOVA) com auxilio do Software estatistico Agroestat. E as comparacdes de
médias realizadas pelo teste de Tukey a 5%

3.2) Influéncia do eugenol e cinamaldeido no crescimento micelial

Para os testes de inibicdo de crescimento micelial do fungo, em camara de
fluxo laminar o eugenol (Sigma Aldrich, USA) e o cinamaldeido (Sigma Aldrich, USA)
foram incorporados ao meio de cultura BDA de forma similar ao descrito para os
extratos aquosos, de modo a se obter a concentracao final de 0,03%, 0,04%, 0,05%,
0,06%, 0,07%, 0,1% no meio de cultura, e vertidos em placas de petri previamente
esterilizadas.

A escolha dessas concentracdes foi baseada na média encontrada do
principio ativo, baseado no calculo de porcentagem do componente no Oleo
essencial e na porcentagem de 6leo essencial contido na casca da canela e botbes

florais do cravo. Para o controle foram utilizadas placas somente com o meio de
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cultura BDA. Apos a solidificagdo do meio, fragmentos de BDA contendo micélios
purificados de A. alternata coletados das margens das coldnias foram transferidos
para o0 centro da placa. As placas foram mantidas no escuro em camara de
crescimento, com temperatura de 25+3°C.

Foi utilizado o fatorial 2 (principios ativos) x 7 (concentracfes) e delineamento
experimental totalmente casualizado, com quatro repeticdes cada sendo cada uma
constituida de uma placa de petri, em duplicata (experimentos repetidos por duas
vezes).

AvaliagOes realizadas da mesma forma do item 3.1.

3.3) Avaliacédo do tipo de efeito antifUngico dos extratos e principios ativos do

cravo e da canela

O objetivo desse experimento foi avaliar se o tipo de acdo dos extratos do
cravo e da canela, bem como de seus principios ativos, sobre o crescimento in vitro
dos micélios, sdo do tipo fungistatico ou fungicida. Para tanto, apés os 15 dias dos
experimentos anteriores (3.1 e 3.2), fragmentos do meio com micélio de A. alternata
foram retiradas de cada tratamento e transferidas para meio de cultura BDA fresco,
sem os produtos utilizados como antifingicos, para avaliacdo do crescimento
micelial. As medi¢des e avaliagdes do crescimento micelial do fungo ocorreram de
forma similar ao descrito nos experimentos anteriores.

O efeito dos extratos na germinacdo de esporos foi testado em caldo de
dextrose e batata (BD) previamente autoclavado. Os extratos foram adicionados ao
BD de forma a se obter as concentragdes finais de 0, 2,5% e 5% de canela ou cravo,
e combinando a canela e o cravo a 2,5% e 2,5% e a 5% e 5%. As parcelas
experimentais consistiram de 10 ml de meio BD acondicionados em tubos de
ensaio. Para avaliacdo da germinacédo dos esporos, foram adicionados 100 pl de
suspensdes de esporos (1 x 10’ esporos / ml) de A. alternata em cada tubo.

Foi utilizado o delineamento experimental totalmente casualizado, com sete
tratamentos e quatro repeticbes cada, realizados em duplicata (experimentos
repetidos por duas vezes). Apés 24 h de incubacéo a 28°C em um agitador rotativo
(200 rpm) foi determinada a porcentagem de germinacao atraveés da contagem de
100 esporos por repeticdo em microscopio optico, sendo considerados germinados
0S esporos que emitiram tubos germinativos maiores ou iguais ao menor diametro

do esporo.
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3.4) Efeitos dos extratos de canela e cravo sobre frutos de tomates inoculados

com A. alternata na pds-colheita.

Os extratos foram preparados da mesma forma e concentragdes utilizadas
nos testes in vitro, sendo os frutos controle tratados com agua destilada previamente
esterilizada. Foram utilizados tomates do tipo sweet grape produzidos de forma
organica e livres de lesbes e podriddes. Antes da aplicacdo dos tratamentos e do
patébgeno, os mesmos foram submetidos a imersdo em solucdo de hipoclorito de
sédio a 10% por 5 minutos, sendo posteriormente lavados com agua destilada estéril
e secos a temperatura ambiente antes da aplicacdo do ferimento e inoculacao de A.
alternata.

Apébs a assepsia, foram realizados quatro ferimentos (2 mm de profundidade)
equidistantes em cada area, com o auxilio de uma agulha esterilizada, sendo
pipetados 10 pl de suspensdo de conidios de A. Alternata (5 x 10° esporos / ml)
sobre os frutos. Uma hora apdés a inoculacdo os frutos foram imersos nos
tratamentos e mantidos sobre os efeitos dos extratos por 30 minutos.

Apés a inoculagdo os frutos foram colocados em recipientes plasticos (300
ml), adicionando-se um algoddao embebido em 20 ml de agua destilada para a
manutencdo da umidade no ambiente interno do recipiente. Em seguida, 0s
recipientes foram levados para a BOD durante 7 dias a 28°C.

Foi utilizado o delineamento experimental totalmente casualizado, com sete
tratamentos e quatro repeticdes cada, sendo utilizados quatro frutos por repeticao,
em duplicata (experimentos repetidos por duas vezes).

As avaliacOes foram realizadas a cada dois dias durante 7 dias, considerando
a incidéncia do patdgeno e calculando-se a porcentagem de frutos com sintomas e
sinais (AMORIM, 1995), a partir do numero de frutos infectados pelo patdgeno em
cada tratamento, pela férmula: % Incidéncia = (N° de frutos infectados/N° total de
frutos) x 100.

Apos o término da coleta dos dados de incidéncia foi construida a area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD), utilizando a equacdo proposta por
Campebell & Madden (1990):

zZ [((y1 + y2)/2)*(t2 -t1 )], onde yl1 e y2 sdo duas avaliagbes consecutivas

realizadas nos tempost1let2, respectivamente.



45

Os dados foram avaliados utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) com
auxilio do Software estatistico Agroestat. E as comparacdes de médias realizadas

pelo teste de Tukey a 5%

4) Resultados e Discussao

4.1) Extrato de cravo e de canela no crescimento micelial in vitro

Foi observada a inibicdo total do crescimento micelial de A. alternata (AA)
guando utilizado o extrato de cravo na concentracdo de 5% e quando utilizados a
combinac¢éo dos extratos de cravo e canela, em ambas as concentracdes (Figura 1)

Em relacdo ao indice de velocidade de crescimento micelial (Tabela 1) e as
curvas de crescimento do fitopatbgeno em diferentes extratos botanicos (Figura 2),
foram observados reducdes significativas tanto na taxa de crescimento quanto nos
valores de IVCM, independente do tipo e concentracdes dos extratos botanicos,
demonstrando os efeitos antifingicos, tanto da canela como do cravo. No entanto, a
maior efetividade de controle ocorreu com o uso do extrato de cravo a 5% e da
aplicagdo conjunta do extrato de cravo e canela, independente da concentragéo
utilizada (2,5 + 2,5 ou 5 + 5%) resultando em inibic&o total do crescimento micelial
de AA, com valor de IVCM igual a zero.

De forma similar a este trabalho, Almeida et al. (2017) relataram a inibicdo do
crescimento micelial de Alternaria solani com o uso de extratos de alho, gengibre,
cravo-da-india, sendo reportado que somente o0 extrato de cravo inibiu
completamente o crescimento micelial, mesmo na menor concentracdo utilizada
(1%). Os resultados obtidos no atual experimento demonstraram gue essa mesma
efetividade com o cravo foi alcangada somente na concentracéo de 5%, sendo que 0
uso do extrato aquoso de cravo em concentracdes menores (2,5%) reduziu
significativamente o IVCM (1,00) comparado ao controle (2,42), porém nao inibindo
completamente o crescimento micelial do fungo. Essas diferengcas podem ser
atribuidas pela metodologia associada ao preparo dos extratos, sendo que no atual
trabalho foi utilizado o extrato filtrado e ndo autoclavado do cravo, ao invés do
extrato bruto autoclavado em conjunto ao meio BDA, como descrito por Almeida et
al. (2017). Esses resultados demonstram que 0s componentes ativos antifungicos

associados ao cravo parecem ser estaveis termicamente, seja pelo preparo em
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banho maria seja pela autoclavagem realizada, um fator importante para sua
viabilidade de aplicacdo como pesticida.

De acordo com Alves e Perina (2014) o extrato de cravo da india vem se
destacando no controle de doencas. O trabalho de Affonso et al. (2012), mostra que
o extrato do cravo possui 0 eugenol, B-cariofileno e a-humuleno como os principios
ativos que atuam como fungicidas. No entanto, uma grande parte dos estudos tem
demonstrado que a atividade antifungica contra Alternaria sp. poderia ser
principalmente atribuida ao eugenol e acetato de eugenol (JINGA et al., 2018;
SHARMA et al., 2017), sendo esses constituintes primarios e majoritarios (50 a 90%
da composicédo do 6leo) em diferentes amostras do cravo (SILVESTRI et al. 2010;
GOMES et al. 2018).

Tomazoni et al. (2013) também reportou a inibicdo de 98,47% no crescimento

micelial de Alternaria solani quando utilizado o Oleo essencial de canela na
concentracéo de 2,0 uyL/mL. No atual trabalho com extrato aquoso, apesar do extrato
de canela reduzir o IVCM de 2,42 (controle) para 1,90 (2,5%) e 1,39 (5%) resultando
em menor taxa de crescimento quando comparado ao controle, demonstrando efeito
antifiingico, isso ocorreu somente de forma parcial e com valores acima daqueles
obtidos com o cravo, mesmo na menor concentracdo utilizada desse extrato
botanico.
Essas diferencas podem ser associadas a maior concentracdo de principios ativos
no 6leo essencial que aqueles obtidos no extrato (TORRES E SIMOES, 2021). No
caso da casca de canela, o cinamaldeido (aldeido cindmico ou 3-fenil-2-propenal),
um alcool terpeno ciclico, é o principal componente ativo do 6leo essencial da casca
de canela (55-80%), sendo frequentemente e amplamente associado pelas suas
diferentes atividades biolégicas e farmacoldgicas, tendo sido relatado atividade
antimicrobiana e antifingica (KOKETSU et al. 1997; PONCIANO et al., 2020; RAO,
GAN, 2014; SILVA FIGUEIREDO et al., 2017). O segundo componente em maior
teor na casca de canela € o Eugenol (12 a 15%), no entanto, esse principio ativo &
preponderante nas folhas podendo atingir até 70-95% da composicdo do Oleo
essencial extraido dessa parte da planta (KOKETSU et al. 1997; RAO, GAN, 2014).
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Tabela 1. indice de velocidade de crescimento micelial de Alternaria Alternata

submetida a diferentes tratamentos com extrato aquoso de canela e extrato aquoso

de cravo
Controle 2,42 a
Canela 2,5% 1,90 b
Canela 5% 1,34 c
Cravo 2,5% 1,00 d
Cravo 5% 0,00 e
Canela 2,5% x Cravo 2,5% 0,00 e
Canela 5% x Cravo 5% 0,00 e

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
agrupamento de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 1 - Porcentagem de inibicdo crescimento micelial de Alternaria alternata
submetida a tratamento com extrato aquoso de cravo e extrato aquoso de cravo em
conjunto com extrato aquoso de canela.
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Figura 2- Curva de crescimento (y = ax + b) micelial de Alternaria alternata,
submetidos a diferentes tratamentos. Controle R? = 0,9866; Canela 2,5% R? =
0,9892, Canela 5% R2 = 0,9843, Cravo 2,5% R2 = 0,9753, Cravo 5% R2 = #N/A,
Canela 2,5% X Cravo 2,5% R? = #N/A, Canela 5% x Cravo 5% R? = #N/A.

4.2) Influéncia do eugenol e cinamaldeido no crescimento micelial de A.
alternata

Foi observada a inibicao total do crescimento micelial de A. alternata, quando
utilizado o eugenol ou o cinamaldeido, a partir da menor concentracdo utilizada no
experimento (0,03%) (Figura 3), confirmando que grande parte dos resultados
obtidos como antifungicos, pelo uso dos extratos botanicos, sdo em grande parte,
resultado da presenca desses principios ativos na sua composic¢ao.

Os resultados obtidos séo similares ao reportado por Faria et al. (2006) que
observaram a inibicdo do crescimento micelial de dois tipos de Alternaria com 0 uso
do eugenol na concentragao de 0,02%. Da mesma forma Abbaszadeh et al. (2014)
relataram a inibicdo do crescimento micelial de A. alternata, Cladosporium spp e
Aspergillus spp a partir da concentracdo de 0,03% eugenol, levando a redugéo
progressiva e significativa do crescimento de todos os fungos com o aumento
gradativo da concentracdo desse principio ativo da canela e do cravo-da-india.
Esses estudos estdo em acordo com os obtidos no experimento atual, tanto para os

principios ativos isolados quanto para o0s extratos botanicos com potencial
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antifingico. Segundo Davison (1997) a atividade antifungica do eugenol pode ser
atribuida a capacidade do composto a causar um distirbio na membrana
citoplasmatica, interrompendo o transporte ativo e a coagulacédo do conteudo celular.
Outros efeitos associados como antifungico do eugenol, analisados em
Cryptococcus gatti e C. neoformans, estdo associados a reducao do diametro celular
e do tamanho da capsula, aumento da peroxidacdo lipidica, despolarizacdo de
membrana e redugéo da integridade dos lisossomos nesses fungos (ALVES et al.
2017).

Da mesma forma que o eugenol, também o cinamaldeido possui propriedades
antifangicas e antimicrobianas (FIGUEIREDO et al., 2017; GILL, HOLLEY, 2004,
SANLA-EAD et al., 2012). Xie et al. (2017), relataram que o tratamento de
Aspergilus flavus com cinamaldeido mostrou inibicdo do crescimento micelial,
segundo os autores, as caracteristicas estruturais dos compostos presentes nos
Oleos essencial pode ter relacdo com a atividade, podendo a atividade antifungica do
cinamaldeido estar relacionada a ligacdo dupla conjugada e ao comprimento da
cadeia CH ligada ao anel, outro fator que pode ter influéncia é a lipofilicidade do

composto.

Figura 3 - Porcentagem de inibicdo crescimento micelial de Alternaria alternata
submetida a tratamento com eugenol e cinamaldeido

4.3 Tipos de efeitos associados aos extratos e principios ativos da canela e do

cravo
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Nesse experimento foi possivel observar o crescimento micelial em meio BDA
livre dos tratamentos com os extratos botanicos ou de seus principios ativos, apds o
subcultivo, por 15 dias, de in6culos de A. alternata previamente tratados com esses
compostos. Foi observada a inibicdo do crescimento micelial somente quando se
utilizado o extrato de cravo em conjunto com o extrato da canela na concentracéo de
5%, o0 que mostra que 0s extratos apresentam um efeito fungistatico até uma
determinada concentracdo e se torna fungicida em concentracées maiores. Também
foi possivel observar a inibicdo do crescimento micelial com o uso do eugenol e
cinamaldeido em todas as concentragfes, mostrando um efeito fungicida desses
tratamentos. Segundo Ferreira et al (2020), o sinergismo dos compostos presentes
nos extratos pode proporcionar maior efeito fungicida e fungistaticos sobre
fitopatdgenos.

Em relacdo ao IVCM e a curva de crescimento micelial (Figura 4), foi
observado uma menor taxa de crescimento quando utilizado o extrato de cravo na
concentracdo de 5%, e quando utilizado em conjunto com a canela na concentracao
de 2,5%.
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Figura 4 - Curva de crescimento (y = ax + b) micelial de Alternaria alternata,
submetidos a diferentes tratamentos. Controle R2 = 0,973; Canela 2,5% R2 = 00,9861,
Canela 5% Rz = 0,9567, Cravo 2,5% Rz = 0,9873, Cravo 5% R2 = 0,9910, Canela
2,5% X Cravo 2,5% R2 = 0,9955, Canela 5% x Cravo 5% Rz = #N/A.
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Em relacdo aos esporos de A. alternata, foi observada a diminuicdo na
porcentagem de germinacdo de esporos (Figura 5) com o0 uso dos extratos,
ocorrendo a inibicdo de 100% na taxa de germinacao quando utilizado o extrato de
cravo na concentracdo de 5%, e quando utilizado os extratos em conjunto nas duas
concentragfes. O extrato de canela também resultou em uma redugédo significativa
da taxa de germinacdo dos esporos, que ficou em 51% e 42% nas concentracdes de
2,5 e 5%, respectivamente, quando comparado ao controle.

Almeida et al (2017) relataram a inibicdo de 100% na germinagao de
Alternaria sp quando utilizado o extrato de cravo a partir da concentracado de 1%,
corroborando com os resultados obtidos nesse trabalho.

Resultados semelhantes a este trabalho foram obtidos com outros extratos
botanicos, obtidos por Itako et al. (2008), que verificaram que o extrato aquoso,
obtido de folhas frescas de alecrim, inibiram em 79% a esporulacdo de Alternaria
solani a partir da concentracdo de 10%, e em 60% a germinacéo de conidios para a
concentracdo de 20%, e a Artemisia camphorata a partir da concentracdo de 1%

também resultou em inibicdo de 79% na taxa de germinacao dos conidios.

Porcentagem de germinagao
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Figura 5 - Porcentagem de inibicdo de germinacao de Alternaria alternata submetida
a tratamento com extrato aquoso de cravo e extrato aquoso de cravo em conjunto
com extrato aquoso de canela. Médias seguidas pela mesma néo diferem entre si
pelo teste de agrupamento de Tukey a 5% de probabilidade.

4.4 Efeitos dos extratos aguosos de cravo e canela sobre a ocorréncia de A.

alternata na pos-colheita de frutos de tomateiro
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O extrato de cravo na concentracdo de 5% e os tratamentos que combinaram
o extrato de canela e cravo, controlaram totalmente o fungo em frutos de tomate, por
até 7 dias, periodo em que o experimento foi avaliado (Figuras 6,7).

Em relacéo a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Figura
7) se observou uma reducao significativa em relacdo ao controle (16,25) quando
utilizado os extratos de canela, na concentracdo de 5% (8). O fungo foi totalmente
controlado quando utilizado o extrato de cravo na concentracdo de 5% e quando
utilizado o extrato de cravo em conjunto com o extrato da canela.

Segundo Nurnberger e Brunner (2002), a utilizacdo de extratos naturais de
plantas como pré-tratamentos para o controle de doencas pos-colheita esta baseada
na premissa de que estes representam a mistura de varias substancias soluveis,
capazes de agir sobre o fitopatégeno. Diferindo do que observamos nesse trabalho,
Ranieri et al (2015) relatou que o Oleo essencial de cravo na concentracdo de 1%
nao controlou a Alternaria sp em frutos de tomate, apresentando AACD similar a
testemunha. Machado et al (2017) observaram que o 6leo de canela, na
concentracdo de 1%, nao foi eficiente no controle da Alternaria em frutos de tomate.

Estudos demonstram que grande parte dos extratos de plantas apresentam
propriedades antifingicas. Porém, essas propriedades podem sofrer interferéncia de
fatores inerentes as plantas, como parte utilizada, idade, época de colheita. A
eficiéncia do produto também depende da espécie envolvida, do tipo de patdgeno a
ser controlado e dos processos de obtencdo e manipulacdo do extrato (SILVA, 2005;
GOUSSOUS et al, 2010).
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Figura 6 - Porcentagem de incidéncia de Alternaria alternata em frutos de tomate
submetidos a tratamento com extrato aquoso de cravo e extrato aquoso de cravo em
conjunto com extrato aquoso de canela.

Figura 7 - Porcentagem de inibicdo crescimento micelial de Alternaria alternata em
frutos de tomate submetidos a tratamento com extrato aquoso de cravo e extrato
aguoso de cravo em conjunto com extrato aquoso de canela.
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Figura 8 - Area abaixo da curva de progresso da doenca de Alternaria alternata em
frutos de tomate submetidos a tratamento com extrato aquoso de cravo e extrato
aguoso de cravo em conjunto com extrato aquoso de canela. Médias seguidas pela
mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Tukey a
5% de probabilidade.

5) Conclusdes

Os extratos botanicos de cravo e canela demonstraram diferentes efeitos
antifingicos associados a A. alternata, um fitopatégeno de grande relevancia para a
pré e pos-colheita de frutos de tomateiros. O extrato aquoso de cravo a 5% ou as
misturas de cravo e canela, a 2,5 ou 5%, demonstraram serem capazes de inibir
totalmente o crescimento micelial e a germinagédo dos esporos, atuando ora como
fungistaticos, ora como fungicidas. Os principais efeitos da associacao dos principios
ativos cinamaldeido e eugenol sugerem uma maior contribuicdo do eugenol nesses
processos. Esses extratos também foram efetivos no controle do patégeno na pés-
colheita de frutos de tomateiro, demonstrando sua efetividade como antifingico,
visando o0 uso de substancias organicas com menor impacto a saude e ao meio

ambiente, sendo possivel seu uso como antifingico na agricultura organica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Todos os compostos foram capazes de inibir o desenvolvimento do fungo em
alguma concentragdo, demonstrando efetividade como antifingico visando o uso de
substancias organicas com menor impacto a salde e ao meio ambiente, sendo
possivel seu uso como antifiingico na agricultura organica.

O hipoclorito de sodio inibiu completamente o crescimento micelial in vitro das trés
racas de FOL e de AA, quando utilizado a partir da concentracdo de 3%, sendo uma
alternativa eficiente no controle deste fitopatégeno. O extrato aquoso de canela
demonstrou efeito antifingico para ambos, apresentando reducdo gradativa do
indice de velocidade de crescimento micelial dos fitopatégenos FOL e AA.

Os extratos botanicos de cravo e canela demonstraram diferentes efeitos
antifangicos associados a A. alternata. O extrato aquoso de cravo a 5% ou as
misturas de cravo e canela, a 2,5 ou 5%, demonstraram ser capazes de inibir
totalmente o crescimento micelial e a germinacdo dos esporos, atuando ora como
fungistaticos, ora como fungicidas, sendo os principais efeitos o0 da associacao dos
principios ativos cinamaldeido e eugenol. Esses extratos também foram efetivos no
controle do patégeno na pés-colheita de frutos de tomateiro, demonstrando seu

potencial como antifungico.
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