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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de 6leo de neem, caldas de
extratos de plantas e caldas quimicas como método de controle alternativo do
patégeno Colletotrichum gloeosporioides causador da antracnose em mini pepino
sob cultivo organico. Para o experimento in vitro, utilizou-se do meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA) que, apOs ser esterilizado em autoclave (120 °C),
receberam as caldas e 6leos, sendo T1 - BDA, como controle; T2 - horteld; T3 -
capim santo; T4 - cravo-da-india; T5 - gengibre; T6 - calda bordalesa; T7 - calda
sulfocélcica e T8 - 6leo de neem. ApoOs o resfriamento do meio de cultura, foi
repicado para o centro da placa um disco de micélio de 5 mm de diametro de C.
gloeosporioides; e as placas, incubadas a 25 °C e 90% de umidade. A afericdo do
crescimento micelial foi verificada com o auxilio de paquimetro analégico, do
primeiro ao sétimo dia de crescimento micelial. No experimento in vivo, as plantas
foram inoculadas com uma suspensdo de esporos 10' por pulverizagdo. Os
seguintes tratamentos foram aplicados duas semanas antes da inoculacédo, sendo:
T1 - 4gua, como controle; T2 - calda bordalesa; T3 - calda sulfocélcica; T4 - 6leo de
neem; T5 - cravo-da-india; T6 - gengibre e T7 - capim santo. Foram avaliados a
produtividade, massa média dos frutos, nimero de frutos por planta, area foliar total
e doente. A calda bordalesa inibe o crescimento micelial de C. gloeosporioides in
vitro e bordalesa reduz o nivel de infestacéo foliar em plantas de mini pepino aos 60
e 120 dias apdés o plantio e as caldas de extratos de cravo e capim santo
apresentam eficiéncia no controle da antracnose em Coccinia grandis.

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides; mini pepino; caldas essenciais.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the efficiency of neem oil, plant
extract syrups and chemical syrups as an alternative control method for the pathogen
Colletotrichum gloeosporioides that causes anthracnose in mini cucumbers under
organic cultivation. For the in vitro experiment, the potato-dextrose-agar (BDA)
culture medium was used, which, after being sterilized in an autoclave (120 °C),
received the syrups and oils, being T1 - PDA, as a control; T2 - mint; T3 - capim
santo; T4 - cloves; T5 - ginger; T6 - Bordeaux mixture; T7 - lime sulfur and T8 - neem
oil. After cooling the culture medium, a 5 mm diameter mycelial disk of C.
gloeosporioides was raised to the center of the plate; and the plates, incubated at 25
°C and 90% humidity. The measurement of mycelial growth was verified with the aid
of an analog caliper, from the first to the seventh day of mycelial growth. In the in vivo
experiment, plants were inoculated with a spore suspension 10' by spraying. The
following treatments were applied two weeks before inoculation, being: T1 - water, as
control; T2 - Bordeaux mixture; T3 - lime sulfur; T4 - neem oil; T5 - cloves; T6 -
ginger and T7 - capim santo. Yield, average fruit mass, number of fruits per plant,
total and diseased leaf area were evaluated. The Bordeaux mixture inhibits the
mycelial growth of C. gloeosporioides in vitro and the Bordeaux mixture reduces the
level of leaf infestation in mini cucumber plants at 60 and 120 days after planting and
the clove and capim santo extract syrups are effective in controlling anthracnose in
Coccinia grandis.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides; mini cucumber; essential syrups.
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1 INTRODUCAO

O Coccinia grandis (L.), conhecido como pepininho, pepino doce, mini pepino,
pepino listrado, maxixinho, & uma hortalica-fruto originaria do sudeste da Asia, sendo
encontrado em outros paises como o Havai, Texas, Australia e Florida, na condi¢cao
espontanea ou cultivada. E uma planta trepadeira da familia Cucurbitaceae, mesma
familia do pepino (MUNIAPPAN et al., 2009).

E relatado o uso como alimento do fruto, folhas e caule da planta. A variedade
de receitas de todo o mundo lista o fruto, como o ingrediente principal, considerados
melhores quando cozido. A fruta € comumente consumida na culinaria indiana,
Indonésia e outros paises do Sudeste Asiatico (CAVALCANTI et al., 2010; MATOS,
2012).

A espécie foi avaliada sensorialmente e obteve resultados com boa
aceitabilidade, apresentando um bom potencial para producao de picles, constituindo
em mais uma alternativa de renda na agroindustria (PEREIRA et al., 2015).

A planta também é conhecida por suas propriedades medicinais, possuindo
substancias antialérgicas e antioxidantes. As folhas sao utilizadas no controle de
bronquite, erupcdes na pele, queimaduras e reumatismo. N&o ha registro quanto a
toxidez (UMAMAHESWARI; CHATTRJEE; 2008).

Pertencente a mesma familia do pepino, Cucumis sativus L. (Curcubitaceae) é
uma hortalica de crescimento indeterminado, possui grande aceitacdo em todas as
regides brasileiras, apresenta uma grande quantidade de agua que chega a 95%, e
pode ser consumido in natura, em sanduiches, saladas, sopas e conservas em
forma de picles, além de também serem utilizados na fabricacdo de cosméticos e
medicamentos (CARVALHO et al., 2013).

Entre as limitacdes para o desenvolvimento do cultivo de pepino, destacam-se
as condi¢cdes de manejo da cultura e a ocorréncia de pragas e doencas. Dentre as
doencas de importancia relativas, alguns microrganismos tém ocasionado
consideraveis problemas fitossanitarios, grande parte dos casos sao referentes a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloesporioides (Penz.), que causa
podriddo dos frutos (FISCHER, et al., 2017). O controle de patégenos é
indispensavel para evitar que a doenca atinja o nivel de dano econdmico, e

geralmente é realizado por meio de produtos quimicos (BRUM, 2012).
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Os fitopatdgenos causadores de inumeras doencas em plantas existem
naturalmente com a finalidade de manter o equilibrio entre microrganismos e realizar
a ciclagem de nutrientes. Porém, algumas doencas ocorrem frequentemente devidas
as alteragdes do equilibrio causado pela interferéncia humana, desencadeando
doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides provocando danos na
parte area da planta, no sistema radicular, provocando a reducéo da producédo e da
gualidade dos produtos agricolas (SCAPIM et al., 2003).

O uso de produtos quimicos no controle de doencas na agricultura tem sido
guestionado pela sociedade, o uso continuo e indiscriminado tem causado
problemas para saude humana e para o meio ambiente, como contaminacdo dos
alimentos, solo, agua, animais, intoxicacdo de agricultores, o desenvolvimento de
resisténcia de patégenos, de pragas e de plantas invasoras a certos principios ativos
dos agrotoxicos; o desequilibrio biologico, alterando a ciclagem de nutrientes e da
matéria organica; a eliminacdo de organismos benéficos e a reducdo da
biodiversidade (BELCHIOR et al., 2014; DUTRA e FERREIRA, 2019; FONSECA et
al., 2015).

Outras alternativas de controle menos agressivas e de baixo impacto
ambiental, sdo os principios ativos de plantas da flora brasileira, que através dos
seus metabolitos secundarios sdo capazes de fornecer protecdo as plantas contra o
ataque de organismos patogénicos, seja por sua acao direta sobre fitopatdgeno ou
indireta, por meios de substancias elicitoras ativando os mecanismos de defesa das
plantas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003; STANGARLIN et al., 2008; VIZZOTTO et
al., 2010).

O uso de extratos ou Oleos essenciais de plantas medicinais no controle de
doencas na agricultura é uma importante oportunidade para reduzir 0s riscos e
problemas referentes a utilizacdo dos produtos sintéticos, que se associada a outras
praticas, pode colaborar para a reducdo das doses e aplicacbes desses produtos
(SILVA et al., 2010a). Contudo, € um método de controle ainda pouco utilizado e que
necessita ser mais estudado, pois ha poucos produtos disponiveis a base de
extratos ou Oleos de plantas, no entanto, ha grande variedade de espécies vegetais
com potencial para tal finalidade, principalmente no Brasil, considerando o grande
namero de ecossistemas e destacando a biodiversidade amazénica (PLETSCH et
al., 1995).
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Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia de caldas de
extratos de plantas, caldas quimicas e Oleo de neem como método de controle
alternativo do patdégeno Colletotrichum gloeosporioides causador da antracnose em
mini pepino sob cultivo organico. a eficiéncia de extratos de plantas, 6leo de nem e
caldas quimicas como método de controle alternativo do patdégeno Colletotrichum

gloeosporioides causador da antracnose em mini pepino sob cultivo organico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO MINI PEPINO

Coccinia grandes € uma planta trepadeira da familia Cucubitaceae,
amplamente distribuida em regifes tropicais e subtropicais, também é conhecido
por: mini pepino, tindora, cabaca pequena, melancia bebé, Kundri, papasan entre
outros (SILVA et al., 2010b).

A planta também é conhecida por suas propriedades medicinais, possuindo
substancias antialérgicas e antioxidantes. As folhas sao utilizadas no controle de
bronquite, erupcdes na pele, queimaduras e reumatismo (PEKAMWAR et al., 2013).

Por ser uma planta de crescimento indeterminado, necessita de tutoramento,
objetivando-se evitar o contato dos frutos com o solo e proporcionando uma boa
distribuicdo dos ramos para garantir maior producao (SILVA et al., 2010b).

Em geral, o sistema de tutoramento ocorre em cerca cruzada e espaldeira
vertical sdo os mais utilizados no cultivo de hortalicas de habito trepador, onde séo
empregados varas de madeira, bambus, arame ou fitilho de polietileno, isso varia de
acordo com o nivel tecnologico do sistema de producdo. O tutoramento embora
apresente um alto custo de instalacdo favorece o controle fitossanitario, melhora a
gualidade do fruto e facilita alguns tratos culturais, permite melhor visualizagdo dos
frutos, tornando-se uma pratica viavel, pois tende a gerar no final do ciclo, mais lucro
que o cultivo rasteiro (COSMO et al., 2018; FILGUEIRA, 2013).

Quanto as exigéncias de cultivo, o mini pepino se adapta a lugares bem
iluminados, aonde haja incidéncia solar direta. O solo deve ser rico em matéria
organica, fértii e bem drenado, com pH entre 55 e 6,8. A irrigacdo deve ser
frequente, ndo permitindo grandes periodos com seca (ALBERTON, 2016).

O fruto da Coccinia grandis (Figura 1) apresenta caracteristicas sensoriais
muito similar ao pepino, cujo picles ja é tradicionalmente consumido no Brasil. O
processamento de picles é simples, agrega valor e absorve excedente de producéo

constituindo assim uma alternativa para o produtor (PEREIRA et al., 2014).
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Figura 1. Mini pepino (Coccinia grandis). Foto: SILVA, 2019.

A elaboracdo de produtos minimamente processados tem contribuido para
agregar valor ao produto, promovendo maior geracdo de renda de pequenos
produtores, os produtos conservados por meio de antissépticos sdo os chamados
picles, conservados em salmoura ou sem vinagre, com ou sem fermentacao latica,
com ou sem adicdo de especiarias (BENEVIDES; FURTUNATO, 1998; LETRA et al.,
2007; MELO et al., 2012; SILVEIRA et al., 2017).

2.2 ANTRACNOSE

O Colletotrichum é considerado um dos géneros de maior importancia em
relacdo a patégenos de plantas. Sao vérias as espécies pertencentes a este género,
cuja espécie ataca uma grande variedade de culturas em todo o mundo, entre elas,
cereais, legumes e frutas (BONETT et al., 2012). O fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) é o agente causal da antracnose, responsavel por infectar
cerca de 1.000 espécies de plantas (PHOULIVONG et al.,, 2010), ocasionando
limitagbes na produgdo de inUmeras frutas e hortalicas nas regides tropicais e
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subtropicais. A antracnose encontra-se disseminada por todo o Brasil, mas em
regides com umidade e temperaturas altas, como na Amazoénia, 0s prejuizos tendem
a ser altos (FISHER et al. 2007).

O patogeno, além de infectar folhas, frutos maduros, pode também infectar
frutos imaturos pela penetragdo direta da cuticula (DICKMAN; ALVAREZ, 1983).
Caracteriza-se por apresentar formacéo de acérvulos, em forma de disco achatado,
subepidérmico, com espinhos ou setas. Os micélios do fungo podem permanecer
viaveis por um periodo de tempo longo, mesmo ndo sendo estruturas de resisténcia
(CAPDEVILLE; SANTOS, 2005).

O patdgeno pode ser disseminado por meio de varios agentes do ambiente
aéreo. O C. gloeosporioides € favorecido por temperatura e umidade relativa do ar
elevadas. Os conidios séo liberados e distribuidos apenas quando os acérvulos
estdo molhados. Normalmente, sdo disseminados por ventos, respingos de agua,
chuva forte, ou ao entrar em contato com insetos, outros animais e ferramentas. O
fungo sobrevive em peciolos e folhas velhas, e pode permanecer latente até a
maturacao dos frutos (AGRIOS, 2005; RITZINGER, 2000).

O controle de doencas deve ser iniciado logo que 0s primeiros sintomas
sejam vistos, na fase de desenvolvimento dos frutos os danos podem ser ainda
maiores, para evitar a sua contaminacdo e posteriormente o0 aparecimento de
podriddes, por ser uma doenca em que 0s sintomas sao percebidos na fase
avancada de maturacdo dos frutos. A diminuicdo da eficiéncia dos produtos
utilizados comercialmente no controle da antracnose € um fator a ser considerado,
uma vez que esse fato é associado ao aparecimento de microrganismos com niveis
elevados de tolerancia a esses produtos (TAVARES, SOUZA; 2005).

2.3 CALDAS VEGETAIS COMO ALTERNATIVA NO CONTROLE DE DOENCAS

Em busca de estratégias ecoldgicas no controle tanto de pragas como
doencas, os produtos bioldégicos ou naturais, conhecidos como defensivos
alternativos, os 6leos e as caldas de extratos de plantas desempenham um papel
importante na protecdo de plantas, possuindo propriedades com funcgbes na
interacdo planta patdgeno, que podem atuar como agentes antibacterianos,
antivirais, antifungicos e inseticidas (BAKKALI et al., 2008; ISMAN, 2000). Devido a

essas propriedades, os Oleos e caldas tem sido uma alternativa aos produtos
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guimicos e que vem ganhando destaque por apresentar resultados promissores
(ANDRADE et al., 2012; RABELLO et al., 2009).

As caldas sédo preparos concentrados, que podem ser obtidos de varias partes
de vegetais frescos ou secos, brotos, caules, cascas, folhas, frutos e sementes que
passaram ou nao por um tratamento prévio, a moagem, entre outros, e preparados
com um solvente, de modo que isolem os principios ativos neles contidos (BAKKALI
et al., 2008). A coleta e o manuseio das plantas utilizadas no preparo das caldas
vegetais devem ser realizados com cuidado, para que o0s principios ativos
expressem sua acgéo biolégica (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Em sistemas de cultivo organico, a possibilidade de uso de defensivos
alternativos é vantajosa, também utilizado para processo de transicdo agroecolodgica.
Quanto a utilizacdo de caldas, a calda bordalesa, apresenta propriedades
antifingicas do sulfato de cobre jA& bem conhecidas desde o século XIX,
apresentando vantagens relacionadas a baixa toxicidade a mamiferos (KIMATI,
1995). Em relacdo a calda sulfocalcica, sabe-se que tem a finalidade de diminuicéo
do potencial de in6culo primario, e de forma geral, esses fungicidas sao aplicados
antes dos protetores, visando sempre a melhoria do manejo no controle alternativo.

Além das caldas que sdo bastante conhecidas com ag¢fes antifungicas, a
aplicacao de caldas naturais também € eficaz no controle de algumas doencas poés-
colheita, apresentando acédo antibiotica, cicatrizante e antifingica, como 6leo de
neem, Oleo de copaiba, 6leo de soja, entre outros (NEVES et al.,, 2003; SOUSA,
2012).

Machado et al. (2015) investigando o extrato de 6leo de neem (Azadirachta
indica L.) na concentracdo de 64 mL.L™, constataram ac¢&o fungicida para o controle
dos fungos C. gloesporioides em frutos de manga, podendo ser recomendado no
controle alternativo desses patdgenos. Almeida (2014), Celoto et al. (2008)
utilizando o extrato ou 6leo de gengibre para controle de C. gloeosporioides também

obtiveram resultados positivos.
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2.4 PRODUCAO ORGANICA

Os sistemas de produgdo organica atestam aspectos positivos, quando
comparado a outros sistemas, como reducao no uso de insumos externos, pois esse
sistema difere do manejo de sistema convencional ou misto, contribuindo e
influenciando atributos fisicos, quimicos e bioldgicos do solo (ARAUJO NETO, et al.
2014).

Dentro da agricultura familiar, destaca-se a de base orgéanica, cuja expansao
no Brasil tem sido vista como uma alternativa para a emancipagao social dos
pequenos agricultores, gerando empregos, diminuindo os custos de producédo, além
das vantagens em relacdo a preservacdo do meio ambiente, a sustentabilidade e
baixo impacto ambiental, manutencdo da biodiversidade , producdo de alimentos
saudéveis, entre outros fatores (CARVALHO et al., 2014).

A aceitacdo no mercado dos organicos, por esse tipo de produto, vem
aumentando a demanda por tecnologias para a producdo desta horticola em sistema
organico vem crescendo, esta se desenvolve melhor em solos com boa
disponibilidade de N, P e K, influenciando diretamente na qualidade do fruto
(CATANI; JACINTO, 2002).

Segundo Viera Neto e Gongalves (2016) o incentivo ao desenvolvimento de
pesquisas para o0 aperfeicoamento de sistemas produtivos sustentaveis e com
remuneracdo mais vantajosa aos produtores, aliado a estratégias para ampliar o

consumo de alimentos saudaveis, devem ser fomentados na cadeia produtiva.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram executados dois experimentos: o primeiro avaliando a eficiéncia de
alguns métodos alternativos sobre Colletotrichum gloeosporioides in vitro, conduzido
no Laboratorio de Fitopatologia, campus Rio Branco da Universidade Federal do
Acre — UFAC. O segundo avaliando a eficiéncia de defensivos alternativos no
controle da doenca em condi¢cdes de campo em plantas de mini pepino, realizado no
Sitio Ecoldgico Seridd, area em producdo organica desde 2008, area de producédo

organica deste de 2008.

3.1 ANALISE DE TRATAMENTOS ALTERNATIVOS in vitro

Os testes in vitro foram conduzidos no periodo de outubro de 2019 a fevereiro
de 2020. A coleta e selecdo de material infectado foram realizadas no Sitio

Ecologico Seridé.

3.1.1 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento inteiramente casualizado (DIC), com oito tratamentos e dez
amostras experimentais. Os tratamentos avaliados foram caldas de extratos de
plantas, caldas quimicas e 0Oleo essencial, sendo: T1 - BDA, como controle; T2 -
horteld; T3 - capim santo; T4 - cravo-da-india; T5 - gengibre; T6 - calda bordalesa;

T7 - calda sulfocélcica e T8 - 6leo de neem.

3.1.2 Isolamento e purificacdo dos fungos

Foram realizados cortes pequenos dos fragmentos de folhas, sendo 50% do
material sadio e 50% infectado. Para sanitizacdo, o material coletado foi mergulhado
em solugdo de hipoclorito de soédio (NaOCI), em seguida alcool a 70% e &gua

destilada esterilizada duas vezes seguidas.
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Figura 2. A) Folha de mini pepino, com caracteristicas de antracnose. B) Fragmentos
utilizados para isolamento de patégeno. Foto: SILVA, 2019.

Para isolamento, purificacdo e identificacdo foi utilizado meio de cultura
Batata-Dextrose Agar (BDA), composto por: 200 g batata inglesa, 20 g de dextrose,
15 g de agar, diluidos em 1.000 mL de agua destilada. O meio foi esterilizado em
autoclave a 120 °C por 15 minutos, com pH nao ajustado. Apés a esterilizacdo, o
meio esfriou de forma natural, quando proximo a 45 ° C foi vertido 10 mL em placas
de Petri, mantidos em temperatura ambiente por 72 horas (LACAZ et al., 1991;
SANSOM et al., 1996).

O crescimento das col6nias a temperatura ambiente (TA 28 °C + 1 °C), foi
acompanhado por 72 horas. Ap6s o periodo de incubacéo foi realizada a contagem
das colbnias (UFC) e de cada conjunto de coldnia semelhantes, foram repicados
fragmentos para tubos de ensaio contendo o0 mesmo meio.

A purificacdo das amostras de fungos foi realizada através da semeadura em
estrias nas placas de Petri. Apés a confirmacdo da pureza, as colénias foram

transferidas novamente para tubos de ensaio para fins de conservacao.

3.1.3 Identificacdo microbiologica

As identificac6es foram processadas com base no aspecto macroscoépico e
microscoépico das colbnias, com descricdo em BDA. As culturas foram mantidas a

temperatura ambiente, por aproximadamente 15 dias. As coldnias foram observadas
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na superficie e no reverso, para verificacdo de coloragéo, textura, diametro e tempo
de crescimento. No aspecto microbiolégico, foram preparadas microcultivos e
montagem de laminas com azul metileno para observacdo de microestruturas
(RIDDELL, 1950).

Figura 3. Caracteristicas microscopicas Colletotrichum gloeosporioides, agente
etioldgico da antracnose. Foto: SILVA, 2020.
A identificacdo em nivel de espécie foi baseada em estudos realizados por
Raper e Thom (1949), Raper; Fennell (1977), Domsch et al. (2007), Hawksworth
(1991), Pitt (1998) e Pitt (1991).

3.1.4 Selecéao de plantas medicinais

Para a avaliacdo do potencial de inibicdo e/ou acdo fungicida sobre o
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides foram selecionadas algumas
plantas medicinais citadas em uma relacdo de espécies indicadas por Corréa Junior
et al. (1991). Devido ao restrito modo de acado fungicida, plantas com acao anti-
séptica, antibacteriana, bactericida e anti-inflamatéria foram utilizadas. Na Tabela 1,
estdo relacionadas, as plantas medicinais selecionadas para a avaliacdo do
potencial de inibicdo e/ou acdo fungicida sobre o crescimento micelial do agente
etiologico da antracnose. O material botanico foi colhido em quintais agroflorestais
na cidade de Rio Branco - AC, exceto o cravo que foi adquirido no mercado local.
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Tabela 1. Plantas medicinais selecionadas para a avaliacdo do potencial de inibicdo
e/ou acdo fungicida sobre o crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides.

NOME COMUM NOME CIENTIFICO PARTES UTILIZADAS*
Cravo-da-india Syzygium aromaticum Flor
Capim Santo Cymbopogon citratus Folhas
Gengibre Zingiber officinale Rizomas
Hortela Mentha piperita Folhas

*fonte: Herbarium Compéndio de Fitoterapia (1997).

O preparo das caldas de extratos de plantas foi pelo método de decoccgéo,
gue consiste em manter o material vegetal em contato, durante certo tempo, com um
solvente (dgua) em ebulicdo (FALKENBERG et al., 2000). Foram utilizados 25 g das
partes recomendadas das plantas citadas, que apds o processo de decoccao foram
filtradas em peneiras de nylon, e posteriormente adicionado 200 mL de meio BDA
esterilizado a cada calda em recipientes de vidro. Apds o resfriamento natural de
cada calda, foram vertidos 10 mL em placas de Petri, mantidos em temperatura
ambiente por 72 horas. Logo apds, foram inoculados fragmentos do patégeno e

analisado o crescimento micelial em cada tratamento.

Figura 4. Plantas utilizadas na avaliacdo do potencial de inibicdo e/ou acao fungicida
sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides. Foto:
SILVA, 2019.

O crescimento das coldnias a temperatura ambiente foi acompanhado

diariamente até o sétimo dia.
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3.1.5 Controle quimico

Além das caldas de extratos de plantas, foi utilizado o controle quimico com
calda bordalesa (1%) e calda sulfocélcica (4%), além de 6leo de neem (1%) no

controle in vitro (Figura 5).

[ W

Figura 5. A) Calda bordalesa. B) Calda sulfocalcica e C) Oleo de neem, utilizadas na
avaliacdo do potencial de inibicdo e/ou acao fungicida sobre o crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides. Foto: SILVA, 2019.

A testemunha continha apenas o disco do patégeno repicado no centro da

placa em meio BDA.
3.1.6 Variavel Analisada

Apoés sete dias, realizou-se a afericdo do crescimento micelial, determinando-
se o diametro das coldnias com o auxilio de um paquimetro analdgico, para o calculo

da area (Figura 6).

Figura 6. Afericdo do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides. Foto:
SILVA, 2019.
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3.2 ANALISE DE TRATAMENTOS ALTERNATIVOS in vivo

O experimento foi realizado no Sitio Ecolégico Seridé, situado no ramal José
Ruy Lino, km 1,7, a margem esquerda da estrada de Porto Acre, km 5 em Rio
Branco - AC, na latitude de 9°53’ S e longitude 67°49’ W, entre agosto de 2019 a
maio de 2020. O clima da regido € quente e Umido, do tipo Am, segundo a
classificacdo de Koppen (1918), com médias de temperatura de 25,3 °C,
precipitacdo anual de 2.247 mm e umidade relativa média de 84% (INMET, 2020) no
periodo de avaliacdo do experimento. O solo da area foi descrito como ARGISSOLO
AMARELO Alitico plintico, de textura franco-arenosa. A andlise de solo se encontra
na Tabela 2.

Tabela 2. Analise de solo da area de plantio no Sitio Ecolégico Seridd, profundidade
0-20 cm, 2018

pH g./dm3 ag./dm3 mmol/dm®  TFSA % Relagbes

CaCl, Agua SMP MO P Pes K Ca Mg Al H H+A SB CTC \% Ca/Mg Mg/K

4,7 5,6 6,3 17 49,0 - 11 24 11 1 30 31 36,1 67,1 538 2,18 10,0

3.2.1 Producgéo de Mudas

As estacas de mini pepino foram obtidas de cultivos anteriores. As mesmas
foram imersas em solucdo hormonal, Acido indol-butirico (AIB) a 3.000 mg.L™,
chamada de enraizador, deixando por 10 segundos. Em seguida foram dispostas em
copos plasticos de 125 cm® contendo substrato e mantidas em viveiro até o
enraizamento (FIGURA 7 A). Essas mudas permaneceram em casa de vegetacao,
recebendo irrigacao diaria. Quando apresentaram entre 8 a 10 folhas (Figura 7 B),

aproximadamente 40 dias ap0s as brotacdes, efetuou-se o plantio definitivo.
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Figura 7. A) Producdo de mudas por estaquia. B) Muda de Coccinia grandis ap6s o
plantio definitivo. Foto: SILVA, 2019.

3.2.2 Delineamento experimental e tratamentos

Nesta etapa o experimento foi realizado em delineamento em blocos
casualizados (DBC) em pleno sol, para avaliacdo dos tratamentos com melhor
desempenho da fase in vitro, sendo T1 - Controle; T2 - Calda bordalesa; T3 - Calda
sulfocélcica; T4 - Oleo de neem; T5 - Cravo-da-india; T6 - Gengibre e T7 - Capim
santo. Em trés blocos e sete tratamentos, as parcelas experimentais tinham as

dimensdes de 6,00 m x 2,00 m, composta por trés plantas.

3.2.3 Implantacéo e conducao do experimento

As mudas foram transplantadas, sendo dispostas em espacamento 2,00 m X
2,00 m, em espaldeira vertical de 1,5 m de altura, com trés fios de arame. As covas
tinham as dimensdes de 30 cm de largura, 30 cm de comprimento e 30 cm
profundidade, e foram adubadas com 6,25 L m-2 de composto organico, além da
aplicacao de 4,16 L m-2 de biofertilizante (SOUZA; RESENDE, 2014), sendo 2,08 L
puro e 2,08 L diluindo em agua (50% biofertilizante + 50% agua).

O composto organico foi produzido em pilha de compostagem a base de

capim de vegetacao espontanea com predominancia de Brachiaria decumbens.
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A aplicacdo das caldas e Oleo de neem, e a colheitas, foram realizadas
semanalmente (Figura 8), durante 120 dias. Os tratamentos foram aplicados utilizando

pulverizador, em cada uma das parcelas de maneira uniforme.

&

Figura 8. Pulverizacao dos tratamentos. Foto: SALES, 2020.

As plantas invasoras foram controladas com capinas manuais, com auxilio de
enxada e por rocadeiras motorizadas costais. Para o controle preventivo de broca dos

frutos (Diaphania hyalinata), foi utilizado Bacillus thuringiensis (Dipel).

3.2.4 Colheita e coleta de dados

A colheita e contagem iniciaram aos 60 dias ap0s o transplantio, de forma manual
(Figura 9).
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Figura 9. Colheita de frutos de Coccinia grandis. Foto: SILVA, 2020.
3.2.5 Variaveis analisadas

Apds a colheita foram avaliadas massa média dos frutos (g) aferida em
balanca digital com precisdo de 0,01 g; niamero de frutos por planta, obtido pela
contagem individual; e produtividade (kg.m?) obtida pela razdo entre densidade de
plantas (2.500 plantas/ha) e massa dos frutos por planta.

Verificou-se também o nivel de dano das folhas, aferido por medigdo com
trena graduada (Figura 10) medindo a area doente da espaldeira. E, posteriormente,
foram classificadas nivel de lesbes em: classe 0 (sem lesdes), classe 1 (1 a 5%),
classe 2 (6 a 10%), classe 3 (11 a 20%), classe 4 (21 a 30%) e classe 5 (maior que

40%) de acordo com o diagrama (Figura 10).
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Figura 10. Diagrama foliar Coccinia grandis. Foto: SILVA, 2020.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Apéds a obtencdo dos dados, foi verificada a presenca de dados discrepantes
(GRUBBS, 1969), normalidade dos erros (SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade
das variancias populacionais (BARTLETT, 1937), procedendo-se a andlise de
variancia pelo teste F (SNEDECOR; COCHRAN, 1948) com dados originais para
todas as analisadas. Posteriormente foi realizada a comparacdo de médias pelo
teste de Tukey (1949) ao nivel de 5% de probabilidade do erro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os produtos utilizados neste trabalho proporcionaram controle distinto do
Colletrotrichum gloeosporioides em mini pepino, com potencial no controle de
fitopatdégenos, tanto no crescimento micelial e germinagcdo de esporos, quanto na

reducao de infestacdo na planta.

4.1 TESTES in vitro

O crescimento das colénias em temperatura ambiente permitiu identificar- as
estruturas reprodutivas do fungo C. gloeosporioides, causador da antracnose em

mini pepino (Figura 11).

. [ » y £
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Figura 11. A) Caracteristicas morfologicas antracnose em mini pepino; B) Colénia C.
gloeosporioides; C) Estrutura de conidios; D) Apressérios em meio BDA.
Foto: ARAUJO NETO; SILVA, 2020.
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Os esporos e apressoOrios sao estruturas necessdrias para penetracdo do
patdogeno no hospedeiro, quando ausente implica na reducdo da porcentagem de
infecgdo (BONALDO et al., 1998).

Apés a identificacdo do patdgeno, foram aplicados as caldas objetivando
avaliar seu potencial de inibicdo sobre o crescimento micelial nas amostras
avaliadas. Assim, verificou-se que o tratamento com a calda vegetal de cravo-da-
india foi efetivo, equivalendo aos tratamentos com calda bordalesa que inibiu o
crescimento micelial do patégeno em 100%, em todas as amostras testadas (Figura
12), seguido pela calda sulfocélcica, que inibiu o crescimento até o quinto dia de

inoculacéo (adicdo do fragmento).

Crescimento de Colletotrichum gloeosporioides in vitro

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00 5° Dia
4,00 3° Dia
3,00

7° Dia

E1°Dia ®2°Dia

3° Dia m 4° Dia
1 5° Dia 6° Dia
u 7° Dia

Figura 12. Crescimento diario de Colletotrichum gloeosporioides in vitro.

Os tratamentos com calda de capim santo, gengibre, quebra-pedra e hortela
apresentaram potencial de inibicdo do crescimento micelial do Colletotrichum
gloeosporioides no primeiro e segundo dia de incubacéao, diferindo estatisticamente
do 6leo de neem, que apos 24 horas de incubacao, permitiu formagéo de estruturas
de reproducéo, semelhante a testemunha.

Rozwalka et al. (2008), ao avaliarem in vitro o crescimento micelial de C.
gloeosporioides, isolado de goiaba, verificaram que a calda de gengibre resultou

num crescimento 50% menor que a testemunha. Entretanto, em mamao in vitro, pela
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calda de gengibre, sendo de apenas 19,09%, semelhante aos dados encontrados no
presente trabalho. A provavel explicacdo para a inibicdo do crescimento micelial do
C. gloeosporioides pela calda de gengibre ocorre pela influéncia do gingerol, que
atua como antioxidante e/ou inibidor de biossintese do fungo.

O efeito antagbnico entre os tratamentos testados e o crescimento de C.

gloeosporioides pode ser claramente visualizado nas Figuras 13 e 14.

Quebra-pedra C. sulfocalcica

0@

Capim santo Gengibre Oleo de neem

C. bordalesa

Figura 13. Crescimento de C. gloeosporioides, apds o terceiro dia de inoculacao.
Foto: SILVA, 2019.

Qonelé Quebra-pedra

Capim santo Gengibre

Figura 14. Crescimento de C. gloeosporioides, ap6s o sétimo dia de inoculacgéo.
Foto: SILVA, 2019.
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As melhores taxas de inibicdo do crescimento micelial dos patégenos foram
observadas quando se adicionou a calda de cravo e calda bordalesa ao meio de
cultura.

De acordo com Vey et al. (2001), a possivel explicacdo para a supresséo do
crescimento micelial possa ser a grande variedade de metabdlitos secundarios
volateis produzidos, tais como: etileno, cianeto de hidrogénio, aldeidos e cetonas

gue desempenham importante papel no controle dos patégenos de plantas.

4.2 TESTES in vivo

As caldas essenciais extraidos de cravo, gengibre e capim santo, além do
O0leo de neem e caldas bordalesa e sulfocalcica, foram escolhidos para dar
prosseguimento aos testes de atividade antifingica em planta. Os demais produtos
testados apresentaram efeitos semelhantes ao da testemunha e por isso foram
descartados.

A avaliacdo da acdo fungitéxica das caldas testadas, contra C.
gloeosporioides em mini pepino, evidenciou-se eficiéncia significativa no controle do

patdégeno, expresso pela produtividade de frutos (Tabela 3).

Tabela 3. Produtividade, nimero de frutos por planta e massa meédia de fruto de mini
pepino, interferéncia de tratamentos alternativos sob a severidade da
antracnose. Rio Branco - AC, 2020.

Tratamentos Produtividade Numero de Massa Média

(kg/ha) Frutos por Planta dos Frutos (Q)
Testemunha 4.250 ab 156,4 ab 10,2 a
Calda bordalesa 4.483 ab 182,3 b 10,7 a
Calda sulfocalcica 1.289 a 55,4 a 9,0a
Oleo de neem 4.037 ab 150,9 ab 10,3 a
Cravo 3.090 ab 133,9 ab 8,6 a
Gengibre 5.198 b 198,8 b 10,2 a
Capim santo 1.809 a 75,2 a 9,3a
CV (%) 33,08 26,15 8,46

"Médias seguidas de mesma letra entre colunas néo diferem (p>0,05) entre si pelo teste de Tukey.

Ao avaliar o efeito dos tratamentos sobre a produtividade obteve-se como
resultado 5.198 kg/ha com aplicacdo semanal com gengibre, que nédo difere
estatisticamente dos tratamentos a base de 6leo de neem, calda bordalesa, cravo e

controle. A avaliacdo indicou que os tratamentos com calda de capim santo (1,8 t/h)
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e calda sulfocalcica (1,3 t/h), obtiveram os menores resultados quando comparados
ao controle.

Um aspecto favoravel do mini pepino é que mesmo com danos em sua
biomassa causados por antracnose, como ocorrido na testemunha e o gengibre
(Figura 15) se mantem alta a produtividade de frutos, que por serem consumidos
verdes ndo apresentam podridao causado pelo C. gloesporioides.

Estudos realizados por Mendes (2017), apontam que a calda de gengibre
inibe do crescimento micelial de C. gloesporioides, pois o rizoma do gengibre
apresenta caracteristica pungente e se destaca por ter como principais componentes
carboidratos e lipideos, dentre eles: acidos graxos livres (acido palmitico, acido
oleico, acido linoleico), 6leo-resina (homologos de gingerol e zingerona), 6leos
volateis (zingibereno, felandreno, canfeno), dentre outros (CELOTO et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2009).

Dias-Arieira et al. (2010), utilizando apenas o 6leo de neem apresentou efeito
significativo, reduzindo o abortamento floral e a ocorréncia de frutos doentes
advindos de flores inoculadas em morangueiro. Porém, maior ocorréncia natural de
doenca foi observada quando aplicado semanalmente. Isto sugere a continuidade de
novos trabalhos na avaliagdo dessas caldas que, embora sejam eficientes in vitro
contra o fungo testado, devem ser testados in vivo, a fim de confirmar sua eficiéncia.

Outra variavel que apresentou interferéncia foi nimero de frutos por planta,
gue apresentou melhor desempenho com aplicagdo com gengibre, calda bordalesa,
Oleo de neem, cravo-da-india e testemunha. Ao contrério do resultado anterior, os
tratamentos a base de capim santo (75 NFP) e calda sulfocalcica (55 NFP)
obtiveram o menor namero de frutos por planta, na qual se diferem estatisticamente
dos demais tratamentos.

Segundo Amaral et al. (2011) foi investigado e constatado que utilizando as
caldas vegetais de alecrim pimenta e cravo-da-india, havia eficiéncia no controle de
Colletotrichum musae, equivalendo ao tratamento com fungicida que inibiu o
crescimento micelial do patégeno em 100%. O cravo-da-india utilizado tanto na
forma de calda quanto de Oleo, apresenta eficiéncia como agente antimicrobiano,
sugerindo acdo devido aos seus compostos majoritarios, eugenol e cariofileno.

Solino et al. (2012) encontraram correlacdo positiva entre os dados de
severidade da antracnhose, no qual o aumento do numero de lesbes agrava a

severidade da doenca, tornando-se evidente a necessidade do uso de produtos que
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atuem na inibicdo da germinacao dos esporos e/ou no estabelecimento das relacdes
patdgenos-hospedeiro ou infeccdo propriamente dita.

Ndo foram observadas diferencas significativas quanto a massa média dos
frutos, quando comparado aos tratamentos utilizados.

O numero e o tamanho de lesdes dos fungos causadores da antracnose,
definem a area foliar doente, sendo Uteis para quantificar a eficacia dos defensivos
alternativos no controle da doenca, pois area foliar necrosada é um dos
componentes mais importantes para avaliar a eficiéncia de controle do patdégeno
(LUO e ZENG, 1995).

—o— AFT (m?)
3,50 - —&— 60 DAP
120 DAP

AREA FOLIAR (m?)

0,50 - /./\./.-\
0,00 .\_ : : .
1 2 3 4 5 6 7

TRATAMENTO

Figura 15. Area Foliar Total (AFT) e Area Foliar Doente (AFD), aos 60 e 120 dias
apos o plantio (DAP).

Na comparacéo da eficiéncia dos tratamentos avaliados (Figura 15), a calda
bordalesa apresentou diferenca significativa para esta variavel nos dois periodos
avaliados, com média de 0,023 m? e 0,053 m? respectivamente, seguida por calda
sulfocélcica (0,217 m?), cravo (0,353 m?) e capim santo (0,306 m?), na avaliacdo 60
DAP, para area foliar doente aos 120 DAP, apresentaram a menor severidade, as
caldas de cravo (0,518 m?) e capim santo (0,500 m?).

Este fator, entre outros, € citado na literatura como fator que pode influenciar

as propriedades de refletancia do dossel de uma planta, dossel € um dos niveis
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verticais que se pode encontrar ao longo dos plantios (GUAN; NUTTER JUNIOR,
2001; ABRAHAMSSON; NILSSON, 1995; WEST et al., 2003).

Alguns trabalhos inferem que porcentagens de inibicdo do crescimento
micelial de patégenos de 40% ou mais indicam um possivel potencial como agente
de controle bioldgico (LANNA FILHO et al., 2010).

Esses dados confirmam o evidenciado por Morzelle et al. (2017), que afirmam
gue os metabdlitos secundarios presentes na calda bruta ou no 6leo essencial
extraido de vegetais apresentam potencial no controle de doencas em plantas.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem também a realizacéo de
novas pesquisas cientificas visando a obtencdo de caldas oriundas de plantas
medicinais mais eficazes no controle de Colletotrichum gloeosporioides. Da mesma
forma sugere-se estudos complementares sobre diferentes concentracdes das
caldas utilizadas, associados ao intervalo de aplicacdo visando incrementar o efeito
biofungicida dos mesmos no referido patdégeno, considerando que cada um
apresenta uma ou mais formas de inibicacdo do patégeno e que, em associacao
poderiam ainda aumentar a eficacia do controle.

O uso de fungicidas naturais, além de ndo apresentarem riscos de intoxicacéo
para o homem e para o meio, nas condi¢cdes utilizadas, sdo produtos de baixo

impacto ambiental.
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5 CONCLUSOES

A calda bordalesa inibe o crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides in vitro.

A calda bordalesa reduz o nivel de dano foliar em plantas de mini pepino aos
60 e 120 dias apds o plantio.

As caldas vegetais de cravo e capim santo apresentam eficiéncia no controle
da antracnose em Coccinia grandis.

O uso de 6leo de neem no controle da Colletotrichum gloeosporioides em

Coccinia grandis nao é eficiente.
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APENDICE A — Resumo da analise de variancia para as variaveis produtividade, nimero
de frutos por planta e massa média de frutos de mini pepino. Rio Branco

- AC, 2020.
Fonte de GL PROD (kg/ha) NFP MMF (g)
Variagao

Bloco 2 23,968 34,867 6,574

Tratamentos 6 4,834 6,674 2,656

CV (%) 33,08 26,15 8,46

significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Tratamentos PROD (kg/ha) NFP MMF (g)
Testemunha 4.250 ab 156,4 ab 10,2 a
Calda bordalesa 4.483 ab 182,3 b 10,7 a
Calda sulfocalcica 1.289 a 55,4 a 9,0a
Oleo de neem 4.037 ab 150,9 ab 10,3 a
Cravo 3.090 ab 133,9 ab 8,6 a
Gengibre 5.198 b 198,8 b 10,2 a
Capim santo 1.809 a 75,2 a 9,3a

CV (%) 33,08 26,15 8,46

"Médias seguidas de mesma letra entre colunas néo diferem (p>0,05) entre si pelo teste de Tukey.

APENDICE B — Resumo da analise de variancia area foliar doente 60 e 120 dias apos o
plantio de mini pepino. Rio Branco - AC, 2020.

Fonte de Variagdo GL 60 DAP (m?) 120 DAP (m?)
Bloco 2 0,085 0,211
Tratamentos 6 0,079 0,115
CV (%) 10,21 15,08

’ significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Tratamentos 60 DAP (m?) 120 DAP (m?)
Testemunha 0,380 c 0,947 c
Calda bordalesa 0,023 a 0,053 a
Calda sulfocalcica 0,217 b 0,903 c
Oleo de neem 0,627 d 1,663 d
Cravo 0,353 b 0,518 b
Gengibre 0,477 c 1,683 d
Capim santo 0,306 b 0,500 b

CV (%) 14,06 12,44

"Médias seguidas de mesma letra entre colunas nao diferem (p>0,05) entre si pelo teste de Tukey.



