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RESUMO

Capsicum annuum L. pode ser lesionado por diversas fitobacterioses, destacando-se a podriddo mole.
O controle quimico é pouco eficiente e antiecondmico. A busca pela reducdo de agroquimicos
evidencia a necessidade de novas alternativas. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a eficacia de 6leos
essenciais no manejo da podriddo mole, in vitro e em p6s-colheita de piment6es. Foram avaliados 0s
6leos essenciais de Cymbopogon winterianus, Citrus bergamia, Melaleuca alternifolia, Syzygium
aromaticum e Cymbopogon citratus, nas concentragdes 0,25%; 0,5%; 0,75% e 1,0%, tanto in vitro
quanto na pés-colheita. Utilizou-se o isolado de Pectobacterium aroidearum proveniente da infecgéo
natural de pimentdes. In vitro, 0 meio de cultura misturado a cada 6leo emulsionado com Tween 20
(1:1). Realizou-se a avaliacdo 48 horas apds a inoculacédo, através da contagem das colénias. Em pés-
colheita, os pimentdes foram pulverizados com 6leos essenciais antes da inoculagdo com o patogeno.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 4 (cinco 6leos
essenciais X quatro concentragdes). No ensaio in vitro, os 0leos essenciais de melaleuca, cravo,
bergamota e citronela, independentemente da concentracdo utilizada foram significativamente
superiores a testemunha, inibindo completamente o crescimento da P. aroidearum. O dleo essencial de
C. citratus ndo diferiu da testemunha. Todos os 6leos essenciais, com exce¢do do C. citratus, podem
ser utilizados para manejo da podriddo mole em pimentdo, causados por P. aroidearum na menor
concentracédo de 0,25%.

Palavras-chave: Controle Alternativo, Pds-Colheita, Bactéria, Pectobacterium Aroidearum.

ABSTRACT

Capsicum annuum L. can be damaged by several phytobacterioses, especially soft rot. Chemical control
is inefficient and uneconomical. The search for the reduction of agrochemicals highlights the need for
new alternatives. In this context, it was aimed to assess the effectiveness of essential oils in the
management of soft rot in vitro and in post-harvest peppers. Essential oils of Cymbopogon winterianus,
Citrus bergamia, Melaleuca alternifolia, Syzygium aromaticum and Cymbopogon citratus were
evaluated at concentrations: 0.25%; 0.5%; 0.75% and 1.0%, both in vitro and post-harvest. The
Pectobacterium aroidearum isolate from peppers natural infection was used. In vitro, the culture
medium was mixed with each oil emulsified with Tween 20 (1:1). The assessment was performed 48
hours after inoculation, by counting the colonies. In post-harvest, peppers were sprayed with essential
oils prior to pathogen inoculation. The experimental design was completely randomized, in a 5 x 4
factorial scheme (five essential oils x four concentrations). In the in vitro test, the essential oils of tea
tree, clove, bergamot and citronella, regardless of the concentration used, were significantly higher
than the control, completely inhibiting the growth of P. aroidearum. C. citratus essential oil did not
differ from the control. All essential oils, with the exception of C. citratus, can be used to manage soft
rot in peppers, caused by P. aroidearum in the lowest concentration of 0.25%.

Keywords: Alternative control, Post-harvest, Bacteria, Pectobacterium Aroidearum.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de hortalicas destaca-se por apresentar grande destaque na producdo agricola
brasileira. Em 2016, a producdo total de hortaligas movimentou no pais cerca de R$ 55 bilhdes ao ano,
com uma &rea de 820.000 hectares destinados a produgdo, segundo a Associacdo Brasileira do
Comércio de Sementes e Mudas (ABCSEM, 2016).

Dentre as hortalicas mais comercializadas, destaca-se o pimentdo, que no ano de 2016 teve
expressiva participacdo do Brasil na produtividade mundial, sendo a producao total de quase 250 mil
toneladas. O Nordeste é o segundo maior colaborador, produzindo cerca 77.795 toneladas, ficando
atréas apenas do estado de S&o Paulo, que produz 120.773 toneladas (IBGE, 2016).

Geralmente, as cultivares de pimentéo disponiveis no mercado sdo muito suscetiveis ao ataque
de doencas de etiologia variada, 0 que proporciona a baixa produtividade do pimentdo quando nao sdo
controladas de forma eficaz (JARA, 2015). Segundo Moraes et al. (2020) uma das doengas acometidas
no pimentdo é a podriddo mole, causada por Pectobacterium aroidearum, sendo registrada incidéncia
de 10 a 18% de frutos de pimenta ainda colados em plantas com sintomas de podriddo mole. Ainda, é
considerada uma das dez bactérias fitopatogénicas de maior importancia cientifica e econdmica do
mundo (MANSFIELD et al., 2012).

Esse género de bactérias € constituido por espécies heterogéneas, de dificil controle,
responsaveis por quadros de murcha, talo-oco, canela-preta e podriddo mole em diversas culturas como
a batata, tomate, alface e couve. Essa bactéria pode causar o apodrecimento de toda a planta,
inviabilizando a parte comercializada, ocasionando perdas que podem ocorrer no campo durante o
desenvolvimento da cultura e colheita, bem como no transporte e armazenamento de produtos (VAN
DER MERWE et al., 2010).

Por estas caracteristicas, 0 manejo dessa fitobacteriose se torna dificultoso, causando grandes
perdas uma vez gque possui elevada capacidade de sobrevivéncia, sendo encontrada na agua, no solo,
em restos culturais em decomposicao, na rizosfera de plantas cultivadas ou invasoras e epifiticamente
na rizosfera de plantas hospedeiras ou invasoras (KIKUMOTO, 1980; PEROMBELON & KELMAN,
1980). O controle quimico ¢ considerado pouco eficiente e antiecondmico (KUROZAWA & PAVAN,
2018). Por ndo suficiente, existem poucos produtos registrados para a cultura (AGROFIT, 2020).

O pimentdo esta entre as quatro hortalicas mais sensiveis a pragas e doencas. Estimativas da
Confederacao Nacional da Agricultura (CNA), registrada no “Mapeamento e quantificacdo da cadeia
produtiva das hortalicas”, mostraram que a cultura movimentou valores com defensivos, por hectare,
superiores a 1.000 dolares, em 2016 (ALENCAR, 2019).

A conscientizacdo acerca dos problemas ambientais causados pelo uso de agroquimicos e a

consequente busca pela reducéo de seu uso, permite avancgos das pesquisas na obtencéo de tecnologias
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e produtos para 0 manejo fitossanitario (SILVA, et al., 2010). Nesse enfoque, o controle alternativo
através da utilizacdo de produtos naturais, dentro do manejo integrado de doencas de plantas tem se
mostrado uma ferramenta potencial na protecao de plantas, entre eles, 0s 6leos essenciais, considerados
antimicrobianos naturais pela presenca de substancias bioativas encontradas em plantas (CHIEJINA e
UKEH, 2012, SILVA et al., 2014).

Os Oleos essenciais obtidos de espécies vegetais tém se mostrado eficazes no controle de
doencas pds-colheita. Suas estruturas atuam como barreiras fisicas e suas acdes bioquimicas agem
como substancias toxicas ou repelentes aos patégenos, criando condigdes desfavoraveis ao
estabelecimento destes em diversos patossistemas (AGRIOS, 2005).

Apesar do potencial de dleos essenciais no controle de fitopatogenos, ndo existem pesquisas
utilizando estas substancias para o controle da podriddo mole em pimentdo, assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito inibitério de 6leos essenciais no controle de Pectobacterium

aroidearum in vitro e em pés-colheita de pimentdes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DO FITOPATOGENO

O isolado de Pectobacterium aroidearum (UNEB 03) foi obtido da Colecdo de Bactérias do
Laboratorio de Fitopatologia da Universidade do Estado da Bahia, Campus 111, estando preservado pelo
método Castellani (MARIANO e SOUZA, 2016).

O teste de patogenicidade foi executado introduzindo-se a ponta de um palito esterilizado, ap6s
tocar em uma col6nia do isolado de Pectobacterium UNEB 03 em piment6es sadios, conforme proposto
por Takatsu et al. (1981). Realizou-se o reisolamento do patdgeno nos frutos com sintomas tipicos da
doenca, pelo método de estrias no meio de cultura CPG (1000ml &gua destilada; 18g agar; 10g dextrose;
10g peptona; 1g caseina hidrolisada) (MARIANO e SOUZA, 2016).

2.2 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DO ISOLADO
Colbnias com bordos irregulares, opacas, com caracteristica de "vidro quebrado” (DUARTE e
EL TASSA, 2003), protuberancia no centro, com o aspecto de “ovo frito” visualizada em microscopio

estereoscopico (TAKATSU, 2007), foram preservadas em agua destilada esterilizada (ADE).

2.3 TESTES IN VITRO
O crescimento de bactérias na placa é bastante abundante, por isso, no intuito de obter-se uma
concentracdo que é possivel suceder a sua contagem realizou-se o teste de diluicdo. O teste foi

transcorrido através da pipetagem de 10 ul de diferentes suspensdes bacterianas na placa de Petri (10°
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8,10%, 10° e 10®), contendo o meio CPG. Cada aliquota foi espalhada com auxilio de uma alga de
Drigalsky. As placas de Petri foram invertidas mantidas em incubadora tipo BOD (Biological Oxygen
Demand) a aproximadamente 30°C por 48 horas. Aquelas contendo entre 30 a 300 colbnias tipicas
foram selecionadas.

Para consecucdo do experimento foram selecionados cinco 6leos essenciais (OEs) 100% puros
para avaliacdo da atividade antimicrobiana contra a bactéria causadora da podriddo mole, sendo eles:
Citronela (Cymbopogon winterianus), Bergamota (Citrus bergamia), Melaleuca (Melaleuca
alternifélia), Cravo (Syzygium aromaticum) e Capim-limdo (Cymbopogon citratus), em quatro
diferentes concentracgdes: 0,25%; 0,5%; 0,75% e 1%, acrescidos da testemunha que recebeu apenas o
tratamento com Tween 20.

No experimento in vitro, 0 meio CPG foi emulsionado em um béquer com o 6leo essencial e o
Tween 20 (1:1), para aumentar a solubilidade do 6leo no meio. Posteriormente, o composto foi vertido
nas placas de Petri, possuindo 5 cm de diametro. Apoés a solidificacdo, as placas foram entreabertas e
pipetadas com 10 pl da suspensdo bacteriana obtida de uma placa com crescimento puro. A
concentracdo da suspensdo foi ajustada em fotocolorimetro (Photometer®) a 570 nm de absorbancia,
de acordo com equacdo pré-estabelecida, onde As7o = 0,36 equivale a 1x 10° UFC.mL™. Logo apds, as
placas foram incubadas em BOD a uma temperatura de + 30°C. A avalia¢do ocorreu 48 horas apos a
instalacdo do experimento e deu-se pela a contagem do nimero de colénias por placa e calculado o

numero de unidades formadoras de colénia (UFC)/mL.

2.4 MANEJO POS-COLHEITA DA PODRIDAO MOLE EM FRUTOS DE PIMENTAO

Os frutos de piment&o verde utilizados foram selecionados com o mesmo nivel de maturacéo e
desinfestados em ADE e hipoclorito de sodio (7%), durante 15 min. Posteriormente, os frutos foram
enxaguados em &gua corrente e dispostos sobre a bancada do laboratdrio em toalhas de papel para sua
secagem. Para aplicacdo dos tratamentos, os mesmos foram pulverizados com as mesmas
concentraces utilizadas no teste in vivo, essenciais juntamente com Tween 20 (1:1). A mistura foi
introduzida ao pulverizador contendo 50 mL de ADE.

Apols seis horas, foram marcados dois circulos na superficie dos frutos, um em cada
extremidade, e efetuados dois ferimentos com aproximadamente 2 mm de profundidade, com o auxilio
de um alfinete entomoldgico (MARIANO e SOUZA, 2016). Sob os ferimentos foi depositado 10 pl da
suspensdo bacteriana ajustada em 1x 10° UFC.mL*(As7o = 0,36).

Os frutos foram incubados em camara imida (UR 92 + 4%) segundo a metodologia de Melo et
al. (1995), e mantidos a temperatura ambiente + 25°C. As avaliacdes foram realizadas a cada seis horas

apos a inoculacdo inicial, sendo a Ultima realizada ap6s 36 horas. Os diametros das lesdes foram
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medidos, para determinar o0s seguintes componentes epidemiolégicos: a) Periodo de incubacdo da
doenca (PI), que corresponde ao periodo entre a inoculacdo e o inicio dos sintomas, em horas; b)
Severidade da doenga (SEV), obtida pelo comprimento da lesé&o em sentidos diametralmente opostos;
c) Area abaixo de progresso da doenca (AACPD), calculada pela expressio: AACPD =X (yi+y
i+1)/2.dti, onde y i e y i+1 s&o os valores de severidade observados em duas avaliagdes consecutivas e
dti o intervalo entre as avaliagdes (SHANER et al., 1977).

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental foi dado em esquema fatorial 5 x 4 representado por cinco
diferentes Oleos essenciais e quatro concentracfes, mais a testemunha. Foram utilizadas cinco
repeticbes por tratamento, sendo a unidade experimental constituida por uma placa de Petri no
experimento in vitro e por dois furos em cada fruto no manejo p6s-colheita.

Todos os experimentos foram repetidos duas vezes. Os dados obtidos foram analisados quanto
aos pressupostos da analise de variancia (ANOVA), submetidos a testes de comparagdo de médias
(Scott-Knott) e regressdao, com o auxilio do programa estatistico Assistat® (Statistical Assistance
Versao 7.7 pt).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio in vitro, os Oleos essenciais de melaleuca, cravo, bergamota e citronela,
independentemente da concentracao utilizada inibiram completamente o crescimento da P. aroidearum
(P<0,05), havendo diferencas significativas entre eles, no entanto, todos diferiram da testemunha. N&do

se observou diferenca significativa entre a testemunha e o OE de capim liméo (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito in vitro da utilizagdo de dleos essenciais em diferentes concentra¢des no controle da podriddo mole.

Concentracdes Crescimento (Log UFC/ml)

Bergamota Cravo Citronela Capim-liméo Melaleuca
0,25% 0,000t aA 1,600aA 6,000aA 144,200bB 0,000aA
0,5% 0,000aA 0,000aA 0,000aA 151,000bB 0,000aA
0,75% 0,000aA 0,000aA 0,000aA 135,000bB 0,000aA
1% 0,000aA 0,000aA 0,000aA 26,800bB 0,000aA
Testemunha 467,400bC
CV (%) 30,83

1As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knot (P<0,05), sendo as
letras mindsculas representadas pelas linhas e as mailsculas representada por colunas.

Os oOleos essenciais tém sido relatados como promissores no manejo da podriddo mole por
outros autores. Queiroz (2016) afirmou que os Oleos de cravo, citronela, bergamota, alecrim,
palmarosa, salvia, melaleuca e capim-limao inibiram completamente o crescimento de P. carotovorum

subsp. brasiliensis (Pcb) nas mesmas concentragbes do presente trabalho. Jeong et al., (2009)
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verificaram que o 6leo de Cymbopogon citratus (Capim Limao) apresentou atividade inibitoria em
diferentes concentracdes (0,25; 0,5 e 1,0%) sobre trés isolados de Pectobacterium sp.

Isso pode ter ocorrido devido as caracteristicas fisico-quimicas que os 6leos essenciais possuem,
sendo estudados em vérias areas, devido as suas atividades, antivirais, bactericidas, fungicidas,
imunoestimulantes e inseticidas a numerosos agentes patogénicos (BURT, 2004; KNAACK e FIUZA,
2010). De acordo com Tiwari et al. (2009), os 6leos essenciais em sua maioria possuem complexos
constituintes quimicos, com mais de 100 componentes terpénicos e que através de uma acao sinérgica
podem apresentar amplo espectro de agéo.

Apesar da escassez de estudos sobre o efeito de 6leos essenciais no controle da podriddo mole
em pimentdo, existem resultados satisfatérios utilizando esses 6leos no manejo de outras
fitobacterioses. Lima (2016) confirmou que no ensaio in vitro, 0s 6leos essenciais de alecrim, citronela,
capim liméo, eucalipto, cravo e palmarosa inibiram completamente o crescimento da Ralstonia
solanacearum, sendo agente causal da murcha bacteriana do tomateiro, destacando-se 0 cravo com
reducdo da severidade em 42,3%. Este resultado ndo se verifica com os alcangados no presente
trabalho, no qual foram testadas concentracGes equivalentes. Isto pode ser explicado pela diferenca na
procedéncia do 6leo que inclui condicdes de cultivo, espécies e partes de plantas, estacdes do ano, areas
geograficas e métodos de extracdo, entre outros (BURT, 2004), e ainda pela alta variabilidade do
patogeno (ALVARADO et al., 2011).

Dentre os OEs avaliados na pos-colheita, melaleuca, cravo, bergamota e citronela superaram
igualmente a testemunha (P<0,05) nas variaveis analisadas: Periodo de incubacgdo (Pl), Severidade
(SEV) e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), demonstrando assim, serem bons

mecanismos no manejo pos-colheita da podriddo mole em pimentdes (Tabela 2; Figura 1).

Tabela 2. Efeito da utilizag8o de dleos essenciais no controle podriddo mole em pds-colheita de pimentdes.

Oleos Essenciais PI? (horas) SEVP (cm) AACPD®
Bergamota 7,92a 1,62a 21,73a
Cravo 8,16a 1,59 23,82a
Citronela 7,44a 1,55a 22,86a
Capim Limao 6,00b 2,01b 30,47b
Melaleuca 8,04a 1,55a 22,442
Testemunha 6,00b 2,57b 37,470
CV% 30,83 15,99 23,00

3perjodo de incubagdo (P1); PSeveridade da doenga (SEV); “Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Médias
seguidas pela mesma letra na coluna no diferem entre si (P<0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott.

No manejo pos-colheita, o OE de capim-limao ndo se diferenciou da testemunha com relacéo
ao periodo de incubacdo (PI), demonstrando assim, menor efeito no controle da P. aroidearum no

presente trabalho, entretanto, outros autores citam esse 6leo essencial como bastante promissor. Ja a
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area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foi reduzida pelos 6leos de bergamota cravo,
citronela e melaleuca. Mais recentemente, Guerra et al. (2014), avaliando o efeito de OEs na reducgéo
da podriddo-mole em couve-chinesa, verificaram que os OEs de bergamota (Citrus bergamia Risso et
Poiteau), capim-liméo, copaiba (Copaifera officinalis), eucalipto citriodora, eucalipto globulus, erva-
doce, gengibre, horteld (Mentha piperita L.), laranja-doce, limdo e salvia- esclaréia reduziram
significativamente o periodo de incubacéo e a &rea abaixo da curva de progresso da doenca.

Embora tenha poucos relatos sobre a agdo de 6leos essenciais no controle da podriddo mole em
pos-colheita de pimentdes, existem resultados promissores utilizando esses produtos em outros
patossistemas. Barroso (2016) verificou a eficiéncia do dleo essencial de capim limdo no manejo da
Pectobacterium aroidearum em alface. Abreu (2006) verificou que os frutos do tomateiro cultivado a
campo submetido a pulverizacdes com 6leos essenciais para controle de Alternaria solani apresentaram

maior vida util pos-colheita, em ambiente natural.

Figura 1. Grau de severidade da podridao causada por Pectobacterium aroidearum em diferentes concentracGes de 6leos
essenciais na po6s-colheita em pimentéo.
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Em trabalho realizado por Silva et al. (2012), os éleos de eucalipto globulus (Eucalyptus
globulus Labill) e laranja-doce (Citrus sinensis L.) reduziram significativamente a severidade da
podriddo-mole em alface crespa.

Os OEs tém apresentando resultados satisfatorios no controle in vitro e in vivo de diversas
fitobacterioses. Pouvova et al. (2008) ao testarem 5 6éleos essenciais contra a bactéria Pectobacterium
aroidearum, verificaram que os 6leos essenciais de Citronela (Cymbopogon winterianus), Bergamota
(Citrus bergamia), Melaleuca (Melaleuca alternifolia) e Cravo (Syzygium aromaticum) foram os mais
eficazes contra a fitobacteriose.

Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos utilizando éleos essenciais para o controle da
podriddo-mole em pimentdo ocasionado pela Pectobacterium aroidearum, no entanto, os relatos acima

sugerem o potencial dos mesmos para estudos de controle alternativo nesse patossistema.

4 CONCLUSAO

Os oleos essenciais de Melaleuca, Bergamota, Citronela e Cravo foram significativamente
superiores a testemunha, demonstrando assim, serem mecanismos alternativos e eficientes no manejo
da podriddo mole em pimentdo, causados por Pectobacterium aroidearum, ainda que manuseados na

menor concentracdo de 0,25%.
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