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Resumo — A antracnose € uma das doengas que se manifesta na etapa pds-colheita de platanos. Na busca
por alternativas sustentaveis e de baixo custo que possam substituir os defensivos agricolas, o 6leo de
Copaifera sp. se destaca por seu potencial efeito fungistatico. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficacia do oleorresina de copaiba na inibigdo do crescimento in vitro de Colletotrichum musae (Berk & Curt.)
von Arx. Os isolados foram obtidos de frutos coletados em diferentes locais. Para os testes de inibicao do
crescimento micelial, foram avaliadas sete concentragdes do oleorresina (0,00; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,05 e
0,10%) em meio de cultura BDA + Tween 20,00 a 1,00% (V/V). Os ensaios foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repetigdes, em esquema fatorial 3 x 7 (isolado x dose). Os dados foram
submetidos a anadlise de variancia e teste de média de Scott-Knott a 5,00% de probabilidade. O crescimento
micelial foi determinado por medi¢ao do didmetro das col6nias em dois sentidos perpendiculares. Os isolados
diferiram entre si quanto a sensibilidade aos tratamentos, com reducédo a partir da menor dose utilizada.
A inibicdo variou de 35,40 a 62,00%, dependendo da dose de oleorresina utilizada e do isolado fungico.
A dose de 0,10% de oleorresina proporcionou maior inibicdo do crescimento fungico para todos os isolados.
O oleorresina de copaiba é uma alternativa potencial para o controle de C. musae em platanos da cultivar
D’Angola.

Termos para indexacgao: Copaifera sp., Amazénia, Musaceae, bioeconomia, Acre.

Efficacy of copaiba oleoresin in the in vitro
control of Colletotrichum musae

Abstract — Anthracnose is one of the diseases that manifests in the post-harvest stage of plantains. In the
search for sustainable, low-cost alternatives that can replace pesticides, oil Copaifera sp. stands out for its
potential fungistatic effect. The aim of this study was to evaluate the efficacy of copaiba oleoresin in inhibiting
the in vitro growth of Colletotrichum musae (Berk & Curt.) von Arx. The isolates were obtained from fruit
collected in different locations. For the mycelial growth inhibition tests, seven concentrations of oleoresin
were evaluated (0.00; 0.005; 0.01; 0.02; 0.03; 0.05 and 0.10%) in BDA + 1.00% Tween 20.00% (V/V) culture
medium. The trials were conducted in a completely randomized design, with four replicates, in a 3 x 7 factorial
scheme (isolate x dose). The data was submitted to analysis of variance and Scott Knott's mean test at 5.00%
probability. Mycelial growth was determined by measuring the diameter of the colonies in two perpendicular
directions. The isolates differed in their sensitivity to the treatments, with a reduction from the lowest dose
used. Inhibition ranged from 35.40% to 62.00%, depending on the dose of oleoresin used and the fungal
isolate. The 0.10% dose of oleoresin provided the greatest inhibition of fungal growth for all isolates. Copaiba
oleoresin is a potential alternative for controlling C. musae on D’Angola cultivar.

Index terms: Copaifera sp., Amazdnia, Musaceae, bioeconomy, Acre.
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Introducgao

O oleorresina de copaiba é um exsudato vegetal
obtido por meio de pequenos cortes na casca do
caule de diversas espécies do género Copaifera
spp. (Lima et al., 2021). Esse género é composto
por 28 espécies (16 encontradas no Brasil e 9
somente na Amazobnia brasileira), destacando-se
dentre os produtos florestais ndo madeireiros, por
possuir importancia socioecondmica devido a seus
diversos usos (Gurgel et al., 2019).

Dependendo de sua apresentacdo, na forma
de Oleos essenciais, resinas oleosas ou extratos,
a copaiba demonstra diferentes atividades
biolégicas. Dentre elas, destacam-se propriedades
antibacteriana, antiparasitaria, hemolitica e citotoxica,
além de ser relatada como anti-inflamatoria,
com efeitos neuroprotetores, como inibidora da
tirosinase, da lipoxigenase e da producao de 6xido
nitrico, dentre outros (Gurgel et al., 2019). Sua acao
antifungica também é relatada em alguns trabalhos,
como na inibicdo do crescimento de fungos do
género Colletotrichum sp. (Aradjo Neto et al., 2014;
Menezes Filho; Castro, 2020; Souza et al., 2023).

A espécie fungica Colletotrichum musae (Berk
& Curt.) von Arx é causadora da antracnose em
bananas. Essa doenca é identificada pela formacao
de lesdes escuras e deprimidas nos frutos e, quando
em condi¢gdes de elevada umidade no ambiente,
evolui para a formagéo de frutificagdes de coloragao
rosacea sob as areas lesionadas. Além disso, um
manejo inadequado na etapa pés-colheita promove
o processo de infec¢ao e colonizagéo desse fungo,
visto que ferimentos na casca dos frutos causados
por danos mecanicos podem facilitar a entrada de
fitopatdégenos (Santos et al., 2015).

Alguns ¢dleos vegetais tém sido relatados
como eficazes no controle in vitro desse
patégeno, como o0s Oleos essenciais de Piper
aduncum L. — Piperaceae (Bastos; Albuquerque,
2004); de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf -
Poaceae; Cymbopogon nardus L. Rendle — Poaceag;
e Eucalyptus citriodoraHook —Myrtaceae (Alves etal.,
2002); de Mentha arvensis L. — Lamiaceae (Santos,
2017); Cymbopogon martinii (Robx.) W. Wastson —
Poaceae; Melaleuca alternifolia Cheel — Myrtaceae;
Eugenia caryophyllata Thunb — Myrtaceae (Barbosa
et al.,, 2015); Syzygium aromaticum (L.) Merrill
e Perry — Myrtaceae; e 6leo de Rosmarinus
officinalis L. — Lamiaceae (Araujo et al., 2018),
dentre outros.

Embora seja citado o efeito do 6leo-de-copaiba
no controle de C. musae, sua apresentacdo é na
forma de 6leo essencial (Cruz et al., 2013; Nébrega,

2018) e nao oleorresina. Geralmente, os 6leos
essenciais sao matérias-primas nobres e de menor
disponibilidade para os agricultores amazonicos,
sendo o uso de oleorresina de copaiba uma iniciativa
de redugdo de custos para a agricultura familiar,
agregado ao controle alternativo e orgénico dessa
doencga, com utilizagdo da biodiversidade local.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a eficacia do oleorresina de copaiba na redugao do
crescimento micelial de C. musae em condicbes de
laboratério.

Material e métodos

Platanos da cultivar D’Angola (AAB) foram
adquiridos em um supermercado localizado na
cidade de Rio Branco, Acre, e colhidos em duas
propriedades rurais no municipio de Acrelandia. Nas
propriedades, o ponto de colheita considerado foi o
estadio de maturagéo 2 (frutos verdes com tragcos
amarelos), de acordo com escala de Von Loesecke
(Programa Brasileiro para a Modernizagao da
Horticultura; Producgdo Integrada de Frutas, 2006).

Os frutos foram transportados para o Laboratério
de Fitopatologia da Embrapa Acre e higienizados em
agua corrente e sabao neutro. Para obtengédo dos
isolados, utilizou-se a metodologia de isolamento
direto conforme Alfenas et al. (2007). Os frutos
foram incubados em camara umida a 25 °C por 4
dias, em sacos de polipropileno. Posteriormente,
fragmentos da massa de conidios presentes nos
frutos foram transferidos para placas de Petri de
9 cm de didmetro contendo meio de cultivo batata-
-dextrose-agar (BDA) com cloranfenicol (50,0 mcg
mL"). Essas placas foram vedadas com parafilme
e incubadas em BOD a temperatura de 25 °C. Apos
6 dias, discos do meio de cultura com estruturas
do patdgeno foram transferidos para o centro de
novas placas, contendo meio BDA + antibidtico,
incubadas nas mesmas condi¢gdes descritas acima.
Esses discos também foram transferidos para tubos
de ensaio inclinados e frascos de penicilina com
10,0 mL de capacidade, para conservagao conforme
recomendado por Castellani (1939). Os frascos
foram armazenados em refrigeracdo a 5 °C para
preservagao do inéculo.

Os isolados foram enviados ao Laboratério
Federal de Defesa Agropecuaria em Goids (LFDA-
-GO) para caracterizacdo molecular pela ampli-
ficagdo da sequéncia do gene ITS, sendo de-
nominados: isolado 304, 305 e 306, respectiva-
mente, para frutos coletados no supermercado
e em propriedades localizadas nas coordenadas
geograficas: latitude -10°0°42,9804”N/longitude
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-66°55'49,6452"0 e latitude -10°0'47,3436”N/longi-
tude -66°55'44,272670.

A extracdo do DNA foi realizada com o DNeasy
Mericon Food Kit (Qiagen) e as amostras de
DNA gendmico foram submetidas a reacdo de PCR
em termociclador Veriti 96-well (Life Technologies
do Brasil), com os primers ITS4 e ITS5 a 0,2 ym.
A purificagéo foi realizada com o kit ExoSAP (USB
Corporation) e o sequenciamento com o ABI Prism
3500 DNA Analyzer (Life Technologies do Brasil)
e auxilio do programa computacional Sequecing
Analysis Software 6 (Applied Biosystems).

Para avaliagdo da eficacia do oleorresina de
copaiba (Copaifera sp.), o insumo foi adquirido de
uma industria de referéncia na comercializagao de
6leos da Amazobnia. O material foi autoclavado a
121 °C por 40 minutos até atingir o principio da
obtencdo de esterilizagcdo completa de fungos e
bactérias presentes na matéria-prima.

Diferentes doses do ¢éleo (0,00; 0,005; 0,01;
0,02; 0,03; 0,05 € 0,10%) foram adicionadas ao meio
de cultura BDA ainda fundente, com o surfactante
polissorbato 20 (Tween 20) a 1,00% na funcéo de
tensoativo hidrofilico e cloranfenicol (100,0 mcg
mL"), ou seja, a partir de uma solugdo estoque,
foram preparados os tratamentos ou concentragdes
acima descritas, incluindo uma testemunha sem
adicdo de oleorresina. O conteudo foi vertido em
placas de Petri de 9,0 cm de didmetro e ao centro
depositou-se um disco de micélio de 0,5 cm.
O material foi incubado em BOD a 25 °C. Apds 6
dias, foram realizadas medi¢cdes do didmetro das
colénias com base na féormula descrita por Menten
et al. (1976), em dois sentidos perpendiculares,
com auxilio de uma régua graduada, com a

finalidade de determinar o crescimento micelial dos
fungos em relagéo a testemunha, de acordo com a
Equacéao 1 abaixo:

PCI (%) =(DC - DT)/DC x 100 (1)

em que

PCI = porcentagem da inibigdo do crescimento
micelial (%).

DC = didmetro médio do tratamento testemunha
(sem oleo) (cm).

DT = diametro médio de cada tratamento (cm).

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 7
(isolados fungicos x concentragdes de oleorresina),
com quatro repeticdes. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e teste de média
de Scott-Knott a 5,00% de probabilidade, com
auxilio do programa estatistico Sisvar, versdo 5.8
(Ferreira, 2011).

Resultados e discussao

O agente causal da antracnose nas amostras
analisadas foi identificado como da espécie
C. musae, com indice de similaridade de 100,00%
em comparagdo com as sequéncias validadas
depositadas no National Center for Biotechnology
Information.

Houve interagdo significativa entre o isolado
fungico e a dose de oleorresina de copaiba utilizada
para inibicdo do crescimento micelial do fungo
(Tabela 1).

Tabela 1. Inibicdo do crescimento micelial® in vitro do fungo Colletotrichum musae sob agdo de
diferentes doses de oleorresina de copaiba autoclavada.

Dose (%)
Isolado
0,00 0,005 0,01 0,02 0,03 0,05 0,10
304 0,0 aE 41,6 aD 43,0 bD 52,5aC 55,4 aB 60,9 aA 62,0 aA
305 0,0 aF 41,7 aE 44,6 aD 52,7 aC 54,3 aC 56,2 bB 61,9 aA
306 0,0 aF 35,4 bE 37,0 aE 42,5 bD 51,1 bC 53,8 cB 57,3 bA
Média 43,05
CV (%)@ 3,67

() Crescimento micelial avaliado em centimetros. @ Coeficiente de variagao (CV).

Letras iguais, mindsculas na coluna e maiusculas na linha, ndo diferiram entre si ao nivel de 5,00% de probabilidade

pelo teste de Scott-Knott.
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Os isolados diferiram entre si quanto a
sensibilidade aos tratamentos, com reducdo do
crescimento micelial do fungo a partir da menor
dose utilizada, 0,005%, em relacdo a testemunha
(Tabela 1). Santos et al. (2015) afirmaram que
na espécie C. musae existe uma variabilidade na
viruléncia entre isolados, justificada pela diversidade
genética desses em relagdo a area amostrada.

Observa-se que a eficiéncia do oleorresina de
copaiba na redugdo do crescimento micelial de
C. musae aumentou em decorréncia da elevacao
da dose (Figura 1), com valores médios de inibigao
que variaram de 35,42 a 62,02%, dependendo da

dose de oleorresina utilizada e do isolado fungico
(Tabela 1). A dose de 0,10% proporcionou maior
inibicdo do crescimento fungico para todos os
isolados, embora para o isolado 304 esse tratamento
nao tenha diferido estatisticamente da dose de
0,05% (Tabela 1).

Em estudo in vitro, Lima et al. (2019) verificaram
65,50% de inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum sp. quando tratado com uma
dose de 150,0 uyg mL" de oleo de Copaifera sp.
(correspondente a 0,075% de oleorresina), sem citar
o tipo de 6leo e a variedade de banana utilizada.

Figura 1. Crescimento micelial do fungo Colletotrichum musae sob acéo de diferentes doses de oleorresina de copaiba
autoclavada, em isolados de diferentes localidades.

Fotos: Virginia de Souza Alvares
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Ja em estudos in vivo, existem indicagdes da
eficiéncia a partir de doses mais elevadas. Cruz
et al. (2013) encontraram uma boa eficiéncia do éleo
essencial de Copaifera langsdorfii Desf. a 5,00%
para o controle de antracnose em banana ‘Nanica’,
obtendo uma inibigdo de 83,26% em relagéo a
testemunha. Aravjo et al. (2018) encontraram
eficiéncia intermediaria do 6leo-de-copaiba no
controle de C. musae em uma concentracdo de
4,00%, quando comparado a outros oleos, sem
informar se foi utilizado o oleorresina ou o dleo
essencial de copaiba.

Os efeitos fungistaticos diferenciados entre o
oleorresina e o 6leo essencial de copaiba estédo
baseados na presenca, de forma significativa, de
determinados componentes quimicos, a depender
da espécie, bem como de suas concentragdes (Deus
et al., 2011). Os componentes descritos como de
maior eficacia sao listados como sesquiterpenos e
diterpenos. Destacam-se entre esses o S-cariofileno
e 0 B-bisaboleno (Pieri et al., 2009), sendo o primeiro
citado como responsavel pelo efeito inibitério
no crescimento de fungos (Tobouti et al., 2017).
Também sao relatados os a-humuleno, a-copaeno,
a-bergamoteno e 6-cadineno. Com relagdo aos
diterpenos presentes, destacam-se o0s acidos
copalico, caurenoico, kolavenico, clorechinico
(Tobouti et al., 2017), além dos acidos alepterdlico
e polialtico (Trindade et al., 2018). Dessa forma,
deve-se considerar que, como existem diferencas
na composicdo quimica entre 6leo essencial e
oleorresina de copaiba, a eficiéncia dos tratamentos
também pode ser afetada (Deus et al., 2009).

Esses componentes quimicos dos Oleos
vegetais controlam o fungo fitopatogénico, por meio
de alteragdes morfolégicas, ou seja, aumentam a
fluidez das membranas, alteram as proteinas ou sua
atividade enzimatica e destroem organelas de suas
células (Knechtle et al., 2014; Shokri, 2016).

Conclusao

1) O oleorresina de copaiba é uma alternativa
para o controle de Colletotrichum musae em
platanos da cultivar D’Angola.
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