UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CAMPUS DE CURITIBANOS
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
CURSO DE AGRONOMIA

Roger Vinicius Konkel

Influéncia de dleos essenciais na germinacio dos esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum

(Lib.) de Bary e Sclerotium rolfsii Sacc.

Curitibanos

2021



Roger Vinicius Konkel

Influéncia de 6leos essenciais na germinacao dos esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum

(Lib.) de Bary e Sclerotium rolfsii Sacc.

Trabalho Conclusdo do Curso de Graduagdo em
Agronomia do Centro de Ciéncias Rurais, da
Universidade Federal de Santa Catarina como requisito
para a obten¢ao do titulo de Bacharel em Agronomia.
Orientadora: Prof.? Dr* Adriana Terumi Itako

Curitibanos

2021



Ficha de identificagdao da obra elaborada pelo autor,

através do programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

konkel, Roger Vinicius

Influéncia de &leos essenciais na germinacio dos
esclerddios de Sclerotinia scleroticrum (Lib.) de Bary e
Sclerotium rolfsii Sacc. / Roger Vinicius konkel
orientador, Adriana Terumi Itako, 2021.

51 p.

¥

Trabalho de Conclus3oc de Cursc (graduagdo) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Campus
Curitibanos, Graduagdc em Agronomia, Curitibanos, 2021.

Inclui referéncias.

1. Rgronomia. 2. Plantas medicinais. 3. Controle
Alternativo. 4. Mofo branco. 5. Podriddo da raiz. I.

Itako, 2Zdriana Terumi . II. Universidade Federal de Santa
Catarina. Graduag3o em Agronomia. III. Titulo.




SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Coordenagcdo do Curso de Graduag¢do em Agronomia
Rodovia Ulysses Gaboardi km3

CP: 101 CEP: 89520-000 - Curitibanos - SC
TELEFONE (048) 3721-2176 E-mail: agronomia.cbs@contato.ufsc.br.

ROGER VINICIUS KONKEL

Influéncia de 6leos essenciais na germinacao dos esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary e Sclerotium rolfsii Sacc.

Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi julgado adequado para obtencdo do Titulo de Engenheiro
Agronomo, e aprovado em sua forma final pelo Curso de Graduagdo em Agronomia.

Curitibanos, 03 de setembro de 2021.

Documento assinado digitalmente

Samuel Luiz Fioreze

Data: 15/09/2021 14:01:47-0300

CPF: 052.258.059-90

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Samuel Luiz Fioreze
Coordenador do Curso

Banca Examinadora:

Documento assinado digitalmente

Adriana Terumi ltako

Data: 15/09/2021 13:43:42-0300

CPF: 044.130.099-59

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Profa. Dra. Adriana Terumi Itako
Orientadora
Universidade Federal de Santa Catarina

Documento assinado digitalmente

Elis Borcioni

Data: 15/09/2021 15:54:15-0300
CPF:970.176.390-49

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Profa. Dra. Elis Borcioni
Membro da banca examinadora
Universidade Federal de Santa Catarina

Documento assinado digitalmente

Lirio Luiz Dal Vesco

Data: 15/09/2021 14:32:43-0300

CPF: 430.824.919-87

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Lirio Luiz Dal Vesco
Membro da banca examinadora

Universidade Federal de Santa Catarina



AGRADECIMENTOS

Meus sinceros agradecimentos,

A Deus pelo dom da vida.

A minha falecida mae, meu pai, tios e avos pela ajuda, apoio e exemplo.
A minha companheira Ana Caroline Krug por estar sempre ao meu lado.

A minha orientadora, Prof®. Dr. Adriana Terumi Itako, pela oportunidade de realizar trabalhos

de pesquisa, pelo auxilio, e conhecimento compartilhado.

Aos meu amigos, Antonio Américo Prates, Ana Paula Kroll, Felipe Weber Ferrarez, Talia

Marafon, Willian Macanan, Yuri Pscheidt e aos demais.
Ao Prof. Dr. Cristian Soldi pela contribuigdo e pelo conhecimento compartilhado.
Ao Prof. Dr. Jodo Batista Tolentino Junior pelo auxilio na analise do trabalho.

A todos os técnicos de laboratorio pela qualidade e agilidade na prestagio dos servigos

solicitados.

Ao grupo de Pesquisa em Fitopatologia da UFSC Campus de Curitibanos por todo auxilio nos

experimentos.






RESUMO

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo pertencente ao filo Ascomycota, causador do mofo branco,
tem capacidade de infectar mais de 500 plantas em todas as regidoes produtoras do mundo. O
fungo Sclerotium rolfsii pertencente ao filo Basidiomycota, causa podridao da raiz e do colo,
murcha e tombamento de plantulas, atacando diversas familias botanicas. Ambos os fungos
produzem os esclerddios, estruturas de resisténcia do fungo. Os esclerddios sdo de dificil
controle e podem permanecer no solo por até dez anos, germinando quando ocorrerem
condi¢des favoraveis. As substancias produzidas por algumas plantas atuam como agentes
fungistaticos ou fungicidas e vém sendo uma alternativa segura, viavel e eficiente no controle
de fungos fitopatogénicos. Assim, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar a inibi¢do da
germinagao in vitro dos esclerodios dos fungos S. sclerotiorum e S. rolfsii com o uso dos 6leos
essenciais de Syzygium aromaticum (cravo), Rosmarinus officinalis (alecrim), Cymbopogon
citratus (capim-limado) e Elionorus muticus (capim carona). Os Oleos essenciais de cravo,
alecrim e capim-limao foram adquiridos comercialmente. O 6leo de capim carona foi extraido
através de hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger. Para a produ¢do de esclerodios foi
utilizado isolados do laboratério de fitopatologia da UFSC campus de Curitibanos,
dessifectados e acondicionados em placas de Petri com meio BDA por 15 e 30 dias para S.
rolfsii e S. sclerotiorum respectivamente. Os esclerddios dos dois fungos foram separadamente
imersos em uma solucao com 6leo essencial de cravo, alecrim, capim limao e capim carona na
concentragdo de 5000 ppm e Tween 20 a 0,5%, por 30; 90 e 180 minutos. Os esclerédios foram
acondicionados em placas de Petri contendo meio de cultura Agar-Agua (AA) mantidos em
camara de crescimento BOD com fotoperiodo de 12 horas a 24 °C. A avaliacdo da germinagao
dos esclerodios foi iniciada 24 horas apos a instalagdo do experimento, sendo realizadas
diariamente, perdurado até o décimo segundo dia. Nessa avaliagdo, com auxilio de um
microscopio estereoscopio, foi realizado a contagem do numero de esclerodios germinados e
ndo germinados, considerou-se germinados quando havia presenga de hifas ao redor do
esclerodio e sobre o meio de cultura; e ndo germinados quando na auséncia de hifas. Os dados
obtidos do experimento in vitro foram submetidos a analise de sobrevivéncia por meio do
calculo das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier utilizando a funcdo survfit do pacote
survival do software estatistico R. A extracdo de Oleo essencial de capim carona por
hidrodestilacdo em aparelho graduado de Clevenger apresentou rendimento de 1% (v/m). O
oleo essencial de alecrim nao apresentou bons resultados am ambos os fungos. O 6leo de capim
carona mostrou potencial de inibir a germinacdo de S. sclerotiorum e nao foi eficiente quando
testado sobre S. rolfsii. O 6leo de cravo ndo foi eficiente no controle da germinagdo de S.
clerotiorum, ja sobre S. rolfsii apresentou efeito positivo em todos os tratamentos, inibindo a
gemrinagdo em 100% e 50% nos tratamentos de 90 e 180 minutos respectivamente. O 6leo de
capim limao sobre S. sclerotiorum nao foi eficiente no controle da germinagao, para S. rolfsii
no tratamento de 180 minutos inibiu 95% da germinacdo. O procedimento de isolamento e
cultivo in vitro em placas de Petri com meio BDA permitiu a multiplicagdo e obtencdo dos
esclerodios suficientes pora os experimentos com os dois fungos. O aparelho de Clevenger se
mostrou eficiente na extracdo do 6leo essencial de capim carona. O dleo de capim carona foi o
mais eficiente na inibi¢do da germinacao de S. sclerotiorum, inibindo em 35% no tratamento
de 180 minutos. Sobre S. rolfsii o 6leo essencial de cravo e capim limdo foram os mais eficientes
na inibi¢ao da germinacgao, inibindo em 100% e 95% respectivamente.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Controle Alternativo. Mofo branco. Podridao da raiz.



ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum fungus belongs to the phylum Ascomycota, which causes white mold
and can infect more than 500 plants in all producing regions of the world. Sclerotium rolfsii is
a fungus belonging to the phylum Basidiomycota, which causes root and neck rot, wilt and
seedling falling, attacking several botanical families. Both fungi produce sclerotia, the fungus's
resistance structures. Sclerotia are hard to control and can stay in the soil for ten years,
germinating when favorable conditions occur. The substances produced by some plants perform
as anti-fungal agents or fungicides and have been a safe, viable and efficient alternative for the
control of phytopathogenic fungi. Thereby, this study aimed to evaluate in vitro inhibition of
the sclerotia of the fungi S. sclerotiorum and S. rolfsii using the essential oils of Syzygium
aromaticum, Rosmarinus officinalis, Cymbopogon citratus and Elionorus muticus. S.
aromaticum, R. officinalis and C. citratus essential oils were purchased commercially. The oil
E. muticus was extracted through hydrodistillation in a Clevenger apparatus. For sclerotia
production, isolates from the phytopathology laboratory of the UFSC Campus of Curitibanos
were used, disinfected and put into Petri dishes with PDA medium for 15 and 30 days for S.
rolfsii and S. sclerotiorum, respectively. The sclerotia of both fungi were separately immersed
in an essential oil solution of S. aromaticum, R. officinalis, C. citratus and E. muticus at a
concentration of 5000 ppm and Tween 20 to 0.5%, for 30; 90 and 180 minutes. The sclerotia
were stowed in Petri dishes containing Agar-Agar (AA) culture medium kept in a BOD growth
chamber with a 12-hour photoperiod at 24 °C. The evaluation of sclerotia germination started
24 hours after the experiment setup, being executed daily, lasting until the twelfth day. In this
evaluation, with the support of a stereoscopic microscope, the number of germinated sclerotia
and non-germinated sclerotia was counted, it was considered germinated when there was the
presence of hyphae around the sclerodium and on the culture medium; and non-germinated
when in the absence of hyphae. The data obtained from the in vitro experiment were subjected
to survival analysis by calculating the Kaplan-Meier survival curves using the survit function
of the survival package of the R. statistical software. The extraction of essential oil E. muticus
by hydrodistillation in a graduated Clevenger apparatus showed a 1% yield (v/m). R. officinalis
essential oil didn't show good results for both fungi. The E. muticus oil showed potential to
inhibit the germination of S. sclerotiorum and was not efficient when tested on S. rolfsii. S.
aromaticum oil was not efficient in controlling the germination of S. sclerotiorum, while on S.
rolfsii it showed a positive effect in all treatments, inhibiting germination by 100% and 50% in
the treatments of 90 and 180 minutes, respectively. C. citratus oil on S. sclerotiorum was not
efficient in controlling germination, for S. rolfsii, in the 180-minute treatment, it inhibited 95%
of germination. The isolation and in vitro cultivation procedure in Petri dishes with PDA
medium allowed the multiplication and obtaining of sufficient sclerotia for the experiments
with both fungi. The Clevenger apparatus proved to be efficient in extracting the essential oil
from E. muticus. E. muticus oil was the most efficient in inhibiting the germination of S.
sclerotiorum, inhibiting it by 35% in the 180-minute treatment. About S. rolfsii, S. aromaticum
and C. citratus essential oil were the most efficient in inhibiting its germination, inhibiting by
100% and 95%, respectively.

Keywords: Medicinal plants. Alternative Control. White mold. Root rot.
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1. INTRODUCAO

Os fungos Sclerotinia sclerotiorum pertence ao filo Ascomycota e Sclerotium rolfsii
pertence ao filo Basidiomycota, ambos causam doencas popularmente conhecidas como mofo
branco e podridao da raiz, respectivamente. As duas espécies de fungos possuem uma ampla
gama de hospedeiros em todo o mundo, entre elas monocotiledoneas e dicotiledoneas. Ambos
os fungos possuem a capacidade de formar estruturas de resisténcia denominadas esclerddios.
Os esclerddios sdo constituidos por um aglomerado de hifas recoberto por uma camada de
melanina que oferece protegdo fisica ao fungo. Os esclerodios de S. sclerotiorum podem
permanecer no solo por até 10 anos sem perder sua viabilidade (JULIATTI et al., 2015;
JACCOUD et al., 2017), enquanto os esclerddios de S. rolfsii podem sobreviver entre um ano
e 15 meses (ACHIEME et al., 2009; MARCUZZO; SCHULLER, 2014).

Devido a esses patdgenos estarem ligados ao solo por meio de estruturas de resisténcia,
o controle se torna uma tarefa dificil. Além disso, o controle exige a adocao de varias medidas
combinadas aliada a tomada de decisdes complexas, isso tem contribuido para a evolugdo da
doenga no Brasil e no mundo (JULIATTI et al., 2015). O controle quimico vem sendo usado
de forma isolada a fim de controlar a doenga e quando utilizado de forma erronea, traz danos
ambientais e a saude dos consumidores, além da sele¢do de fungos resistentes (EMBRAPA,
2004).

Com isso, a busca por alternativas de controle, principalmente a longo prazo, surge
como uma op¢ao a viavel. Produtos a base de plantas medicinais podem minimizar esses
problemas e se tornar uma ferramenta no controle desses fitopatdogenos. A partir das plantas
medicinais ¢ possivel obter compostos secundéarios como os 0leos essenciais e extratos, que
possuem potencial fungitoxico e sdo ecologicamente menos agressivos ao meio ambiente

(FONSECA et al., 2015).
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2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de diferentes tempos de exposicdo de 6leos essenciais de diferentes
espécies de plantas na inibi¢do da germinagdo de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum e

Sclerotium rolfsii, em condigdes in vitro.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Isolar e multiplicar in vitro os fungos S. sclerotiorum e S. rolfsii.

Extrair 6leo essencial de folhas de capim carona (Elionorus muticus) através de
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger.

Avaliar in vitro, a capacidade de inibicdo na germinag¢do dos esclerddios de S.
sclerotiorum e S. rolfsii através do tratamento com 6leos essenciais de Syzygium aromaticum
(cravo), Rosmarinus officinalis (alecrim), Cymbopogon citratus (capim limao) e Elionorus
muticus (capim carona) na dose de 5000 ppm nos tempos de 30; 90 ¢ 180 minutos de imersao

aos 0leos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MOFO BRANCO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ¢ um fungo patogénico considerado
inespecifico, teve sua primeira descricdo por Bary em 1884, pertence ao Filo Ascomycota,
classe Ascomicetos subclasse Discomycetos, ordem Helotiales, Familia Sclerotiniaceae,
Género Sclerotinia e espécie sclerotiorum. No Brasil seu primeiro registro data em 1921 por
Saccd, que verificou o fungo incidindo na cultura da batata (Solanum tuberosum L.), no estado
de Sdo Paulo. Nos anos seguintes a doenca foi relatada em diversas outras culturas de
importancia comercial, sua ocorréncia pode acarretar em perdas de até 70% na producdo
(JULIATTI et al., 2015; JACCOUD et al., 2017).

E um fungo necrotréfico e que se encontra amplamente disseminado no mundo,
atacada aproximadamente 48 familias, 500 espécies de plantas e 200 géneros botanicos,
incluindo diversas espécies de interesse econdmico (como feijdo, soja, algoddo, canola,
girassol, amendoim, ervilha, alface, batata, tomate cenoura, e tabaco), plantas forrageiras,
frutiferas, ornamentais, arvores, arbustos e plantas daninhas. (JULIATTI et al., 2015).

A sobrevivéncia do fungo pode ocorrer na auséncia do hospedeiro suscetivel, através
de estruturas de resisténcia denominadas de esclerodios, que podem permanecer no solo viaveis
por até 10 anos (JACCOUD et al., 2017). A viabilidade do esclerdédio no solo ¢ variavel, a
depender de tipo de solo, pH, cultura antecessora, condicdes ambientais e a presenca de
microrganismos que causam sua degradacdo. Os esclerodios presentes do solo quando na
presenca de um hospedeiro, aliadas a temperatura, pH e presenca de luz cria condi¢des
favoraveis para sua germinagdo, podendo essa ser milelogénica ou carpogénica. A primeira
ocorre pela producao de hifas que infectam a planta a partir do micélio. A segunda ocorre pela
producdo de ascosporos que infectam partes superiores das plantas, levando-as a morte
(JULIATTI et al., 2015).

Os esclerodios sao formados pelo condensamento de hifas, composta por trés camadas
diferentes: uma parede grossa coberta por melanina, uma parede fina denominada cortex, e uma
ultima camada denominada medula branca, composta pelo micélio do fungo (Figura 1). A
forma e tamanho dos esclerédios variam de acordo com a espécie hospedeira. (BOLTON;

THOMMA; NELSON, 2006; JACCOUD et al., 2017). Na Figura 2 pode ser observado
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esclerddios de S. sclerotiorum com diferentes tamanhos e formatos, todos retirados de plantas

de soja (Glycine max).

Figura 1 Camadas do esclerddio de Sclerotinia sclerotiorum.

Fonte: Autor (2021). Legenda: (Ml) Camada de melanina; (Cx) Coértex; (Mb) Micélio.

Figura 2 - Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum retirados de plantas de soja.

Ay
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Fonte: Autor (2021).
3.2 PODRIDAO DA RAIZ

A espécie Sclerotium rolfsii Sacc pertence ao filo Basidiomycota e a Ordem Atheliales,
apresenta fase de desenvolvimento assexual, onde ndo ha producdo de esporos, somente
formagdo de esclerodios (AGRIOS, 2005). O crescimento micelial ¢ caracterizado pela

aglomeragao de hifas, sendo as mesmas septadas, hialinas e bastante ramificadas. O fungo ainda
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forma estruturas de resisténcia chamadas de esclerddios, que geralmente possuem coloragdo
marrom escura a preta e o tamanho variam de 0,5 mm a 2,0 mm de diametro, por isso, também
podem ser denominadas de microesclerodios (PUNJA; RAHE, 1985). Esse fitopatogeno possui
uma vasta gama de plantas hospedeiras, cerca de 500 espécies vegetais pertencentes a
aproximadamente 100 familias botanicas. A alface, o alho, a cebola, a batata, a cenoura, o
feijdo, a soja e o tomate sao algumas das hospedeiras do fungo.

O ataque do fungo ¢ caracterizado por causar murchamento, seguido de tombamento
de plantulas e por fim podriddes de raizes, colo, bulbos e frutos. As condi¢gdes climaticas ideais
para o crescimento micelial desse fungo sdo alta umidade e temperaturas entre 25°C e 35°C
(KIMATI et al., 2005). Porém, quando nao encontra condigdes favoraveis, pode sobreviver no
solo, entre um e cinco anos, sob a forma de esclerédio (ACHIEME et al., 2009; MARCUZZO;
SCHULLER, 2014). Desta maneira, S. rolfsii torna-se um fungo de dificil controle por
apresentar essa estrutura de resisténcia, sendo necessarias a adogdo de diferentes ferramentas

de controle de forma conciliada.

3.3 CICLO DE VIDA DE Sclerotinia sclerotiorum E Sclerotium rolfsii

A formagao de esclerodios estd inteiramente ligada ao ciclo de vida de S. sclerotiorum
fungo, podendo ocorrer de duas maneiras, através da produ¢do de micélio (miceliogénica) e por
ascosporos (carpogénica). A primeira forma ocorre pela formacdo de micélio através do
esclerodio, o micélio infecta diretamente caules e outros tecidos das plantas causando
tombamento em pré e pos emergéncia. Temperaturas entre 18 e 25 °C sdo consideradas ideias
para formacdo e crescimento do micélio. J4 a germinagdo carpogénica ocorre apenas em S.
sclerotiorum, ocorrendo quando ha formagao de apotécios no esclerddio, esclerddios do solo
com até¢ 5 cm de profundidade podem germinar dessa maneira originando apotécios viaveis
(MILA; YANG, 2008; JACCOUD et al., 2017).

As condigdes otimas para a formagdo de apotécios sao de 10 a 14 dias com o solo
proximo a capacidade de campo, e temperaturas entre 15 e 18 °C, podendo ser inibido por
temperaturas superiores a 20 °C, podendo permanecer viaveis até 17 dias. Um esclerodio grande
(13 x 5Smm) pode originar até 20 apotécios, podendo produzir até¢ 2 milhdes de ascosporos em
cada apotécio (JACCOUD et al., 2017). Quando em contato com um substrato ideal ocorre a

germinagdo do ascosporo, uma substancia conhecida como mucilagem ¢ liberada juntamente
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com os ascosporos ¢ auxiliam na adesdo deste com a os tecidos das plantas. Para que os
ascosporos germinem ¢ necessario temperaturas entre 15 e 25 °C, € necessario também uma
fonte de energia exdgena, geralmente no florescimento, os tecidos novos, como pétalas de
flores, sdo portas de infeccdo pelo fungo (Figura 3) (ABAWI; GROGAN, 1975).

Em condi¢des favoraveis ao desenvolvimento do fungo, a infec¢do das partes sadias
da planta pode ocorrer entre 16 e 24 horas apds infec¢do do tecido floral, paralisando sua agao
ao se deparar com o clima ndo favoravel. Permanecendo viavel até que ocorra condig¢des

favoraveis para seu desenvolvimento (MILA; YANG, 2008; JACCOUD et al., 2017).

Figura 3 — Ciclo simplificado de Sclerotinia sclerotiorum.
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Fonte: Agrios (2005).

Apds a infeccdo dos tecidos do hospedeiro ocorre o desenvolvimento de hifa em
vesicula localizada entre a cuticula e a camada de células da epiderme e intracelularmente ao
cortex da planta. Ao infectar a planta o pH neutro ou alcalino do tecido vegetal estimula a
sintese de oxalato (pelo fungo), resultando em uma acidificacdo do meio, essa acidificagao
induz a atividade de muitas enzimas liticas do fungo. Estas enzimas sdo expressas e degradam

a parede celular das células do hospedeiro, entre as principais enzimas se encontram: celulases,
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hemicelulases e proteases. Posteriormente, a penetragao ¢ facilitada e o fungo consegue extrair
energia da planta (BOLTON, THOMMA, NELSON, 2006; JACCOUD et al., 2017).

ApOs esta colonizagdo pelo fungo a massa de hifas emerge nos estomatos ou nas
aberturas da cuticula, formando uma rede micelial semelhante a floco e algoddo, originando os
esclerodios. Os esclerddios serdo dispersos na area na hora da colheita ou quando ocorrer a
senescéncia natural da planta, permanecendo no solo até que ocorra condi¢des favoraveis para
sua germinacao, além de servir como fonte de indculo para as culturas subsequentes. Para que
ocorra a germinagao carpogénica ¢ necessario que estes esclerodios passem por um processo
de maturacdo, que ndo ocorre na mesma estagdo (safra) que foi produzido, dessa forma a
disseminagdo secundaria do inéculo ocorre principalmente pelo contato de tecidos infectados
com tecidos sadios de outras plantas hospedeiras (JACCOUD et al., 2017).

Nas lavouras comerciais ¢ mais comum o inicio da doencga a partir de sementes
infectadas com micélio dormente no interior das sementes ¢ por meio dos ascOsporos
produzidos pelos apotécios que estdo no solo ou que sdo trazidos junto aos lotes de sementes
no momento da semeadura (JACCOUD et al., 2017). E rara a ocorréncia da doenga a partir do
micélio originado dos esclerddios do solo. A infecgdo ocorre entre 10 a 15 cm do solo na jungao
do peciolo com a haste da planta, onde as flores ficam aderidas. Os sintomas iniciais sdo lesoes
encharcadas, produzidas pela dilui¢ao da lamela média da planta, ocasionadas por enzimas
pectineas, e outras citadas anteriormente que sdo produzidas pelo fungo (VENTUROSO et al.,
2015).

Com a evolucao do crescimento das hifas no interior dos tecidos da planta a massa
micelial adquire coloragdo marrom, ocorre a interrupgao no translocamento de seiva pelos vasos
condutores, e com a evolu¢ao da doenca as folhas murcham e sofrem clorose, ficam secas leves
e quebradicas, como observado na Figura 4. Ja as sementes infectadas ficam sem brilho,

enrugadas e mais leves que as normais (VENTUROSO et al., 2015).
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Figura 4 - Planta de soja atacada por Sclerotinia sclerotiorum entrando em processo de
senescéncia precoce (A); Formacgao de hifas e esclerodios em caule de soja ap6s infec¢ao de
ascosporos ter ocorrido na flor localizada na gema axilar (B).

Fonte: Autor (2019).

A coloracdo escura que recobre os esclerodios se da pela presenca da melanina, um
pigmento de alto peso molecular, sua composi¢do quimica ainda ndo ¢ bem conhecida. A
deposicao de melanina no esclerodio reduz a permeabilidade celular e protege essas estruturas
dos agentes ambientais com UV e degradacdo por enzimas, produzidas pelo proprio fungo ou
outro microrganismo (ERENTAL et al., 2008).

Assim como S. slerotiorum, S. rolfsii ¢ também um fungo habitante do solo com
relagdo de parasitismo, matando o tecido hospedeiro antes de penetra-lo (LUTRELL, 1974) o
que causa grandes danos as plantas afetadas. Durante o processo de parasitismo produz acido
oxalico que se combina com o célcio presente no tecido hospedeiro o que propicia a acao de

enzimas pectoliticas, responsaveis pela sua degradacdo (DEACON, 1997). Por ocorrer na forma
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anamorfica ndo produz esporos nem corpos de frutificagdo, sendo observadas somente hifas
brancas e espessas. Assim como ocorre para S. sclerotiorum ocorre também a formagdo de
esclerodios para S. rolfsii, ocorrendo o agregamento de hifas com acimulo de nutrientes como
glicogénio e lipidios, ocorre também a deposicdo de melanina na camada mais externa do
esclerédio. Essa camada fornece protecdo as hifas do fungo o que dificulta seu controle,
diferente de S. sclerotiorum que apresenta esclerodios de diferentes tamanhos e formatos, S.
rolfsii forma esclerddios pequenos, arredondados e uniformes, com tamanho médio de 1 a 3

mm de didmetro, como mostra a Figura 5.

Figura 5 — Esclerodios de Sclerotium rolfsii em placa de Petri com meio Agar Agua (A) e os
esclerodios de Sclerotium rolfsii em placa de Petri em meio BDA (B).

Fonte: Autor (2019).

S. rolfsii é capaz de se desenvolver em uma grande amplitude de temperatura, que
compreende uma faixa de 8 a 40 °C, sendo que as condig¢des ideais de crescimento vegetativo
e formacgao de esclerddios s@o alta umidade do solo e temperaturas entre 27 e 30 °C (PUNJA,
1985; KIMATI et al, 2005). Em condi¢des favoraveis os esclerdédios podem apresentar duas
formas de germinagdo: do tipo micelial ou eruptiva. A germina¢do micelial se caracteriza pelo
crescimento de algumas hifas individualizadas que se originam de células da medula, sendo
capazes de infectar uma planta a uma distancia menor que esclerddios que germinam de forma
eruptiva, em que agregados de micélio surgem da camada externa do esclerddio. A germinagao

dos esclerodios ¢ inibida em condigdes de pH em torno de 7, entretanto pH na faixade2a 5 ¢



23

uma condi¢ao considerada 6tima para o seu desenvolvimento (PUNJA, 1985), caracteristica do
solo que pode ser influenciada pela fonte de nutrientes utilizada para adubagao (KIMATI et al,
2005).

O fungo afeta o caule e raizes das culturas hospedeiras, principalmente mudas novas
que possuem o tecido na regido do colo menos lignificado. Em plantas com desenvolvimento
mais avangado observa-se um murchamento associado ao estrangulamento do caule na regido
do colo, com a presenca de micélio branco, cotonoso e com formagao de novos esclerddios,
como pode ser observado na Figura 6. Nos frutos proximos do solo o fungo pode causar

podridao, ocorrendo também a producao de esclerédios (VIEIRA; NECHET; PEREIRA, 2003).

Figura 6 - Plantula de tomate com infec¢ao inicial de Sclerotium rolfsii na regido do caule(A);
plantula de tomate com caule seco apos ataque de Sclerotium rolfsii (B).

Fonte: Vieira; Nechet e Pereira (2003).

3.4 CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico pode ser definido como uma pratica que visa o controle de um
patogeno, através de um microrganismo antagonista de ocorréncia natural ou introduzido em
massa no ambiente. Dezenas de microrganismos nativos parasitam os esclerodios, tais como
espécies de: Aspergillus; Fusarium; Rhizopus; Penicillium; Trichoderma; Bacillus entre outros

(MEYER et al., 2020).
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Entre os principais antagonistas, as espécies de Trichoderma spp. ganham destaque,
tendo alta eficiéncia de controle a campo (até 70%). Sua acdo foi demostrada pela primeira vez
em 1932 por Weindling, que sugeriu seu uso no controle da doenca. Por se tratar de um
microrganismo necrotréfico apresenta grande eficacia no controle de fungos fitopatogénicos,
principalmente aqueles que possuem estruturas de resisténcia como esclerddios, que sdo
considerados de dificil controle por outros microrganismos.

Em consulta ao Agrofit (2021) ¢ possivel encontrar 34 produtos bioldgicos registrados
pelo MAPA para o controle de S. sclerotiorum, dentres todos sdo a base de Trichoderma.
Recentemente, vem sendo utilizado Bacillus spp. como agente de controle bioldgico de S.
sclerotiorum, trazendo resultados promissores, seja puro ou em associagdo com 7Trichoderma
(MEYER et al., 2020; AGROFIT, 2021). Para o controle bioldgico de S. rolfsii ndo foram

encontrados produtos registrados no MAPA.

3.5 CONTROLE QUIMICO

O uso de fungicidas por meio de aplicagdes foliares ¢ o meio de controle mais
recorrente de mofo branco, principalmente nas culturas de graos, como soja, feijao, algodao e
girassol. Normalmente, as aplicacdes sdo feitas no inicio do periodo reprodutivo da cultura,
seguido de aplicacdes sequenciais, variando em quantidade e periodo de aplicagdo de acordo
com cada produto e cultura (MEYER et al., 2019). Dentre os produtos testados os melhores
resultados na reducao da incidéncia da doenga foram obtidos quando utilizados fungicidas a
base de tiofanato metilico com 32% de controle. Sendo que nao ocorreu diferenga na incidéncia
da doenga entre as outras moléculas testadas (MEYER et al., 2019).

O controle quimico de mofo-branco continua sendo uma das principais medidas de
controle da doenga na cultura da soja, entretanto, devido a constante produ¢do de indculo, e as
mutagdes que ocorrem de forma rapida, mesmo que reduzida com a aplicagdo de fungicidas
eficientes, e considerando-se também as variagdes ambientais que afetam a eficiéncia do
controle quimico, a ado¢do das demais medidas de controle vem se mostrando cada vez mais
necessarias para o manejo da doenga (DILANTHA; NAKKEERAN; MEYER et al., 2019).

Em consulta ao Agrofit (2021) ¢ possivel encontrar 15 produtos para o controle quimico

com registro no MAPA de S. rolfsii ja para S. sclerotiorum sao 29 produtos registrados.
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3.6 CONTROLE CULTURAL

Importante lembrar que € impossivel erradicar S. sclerotiorum e S. rolfsii de areas
infestadas, sendo assim deve se adotar diferentes ferramentas de controle de maneira integrada
para impedir que a doenca se propague e aumente os niveis de ocorréncia na area, sendo
necessario buscar um nivel de convivencia com o patogeno.. Uma das melhores ferramentas
para o manejo de S. sclerotiorum ¢ a eliminacao do indculo inicial, o esclerodio (MACENA et
al.,2011).

O plantio direto tem se mostrado muito eficiente no controle de S. sclerotiorum e S.
rolfsii principalmente quando associado a rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras da
doenca. Uma vez que o aporte de palhada nos sistemas favorece o desenvolvimento de
microrganismos capazes de realizar o controle bioldgico degradando os esclerddios. Outra
contribui¢do do plantio direto é a manutencdo de umidade no solo nos primeiros centimetros,
favorecendo o apodrecimento e deixando os esclerddios invidveis. Para que os esclerodios de
S. sclerotiorum germinam e ocorra o crescimento do apotécio ¢ necessario a presenca de luz
solar, assim além da palha promover barreira fisica na dispersdo dos ascosporos, promove
também interceptacao da luz solar (PEREIRA et al., 2013).

O uso de sementes de qualidade e certificadas vem de encontro com uma ferramenta
essencial no controle de S. sclerotiorum e S. rolfsii, visto que o mesmo pode sobreviver em
sementes infectadas como micélio dormentes e em cotilédones por até¢ 3 anos. Em 2009, a
portaria n° 47 do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) passou a recomendar que sejam
recusados lotes de sementes de soja que apresentam um Unico esclerddio. Essa medida de
controle foi muito importante para amenizar a velocidade de disseminacdo do fungo no pais,
principalmente em areas livres do fungo (MACENA et al., 2011; JACCOUD et al., 2017).

A escolha correta das cultivares em areas que ja contém o patdgeno também tem se
mostrado importante no seu manejo. Espacamentos inferiores a 50 cm com altos stands,
normalmente apresentam o fechamento entre linhas mais rapido e assim proporciona a
formagdo de condigdes favoraveis para a germinacao dos esclerddios e posterior infec¢ao pelo

patégeno (MACENA et al., 2011; JACCOUD et al., 2017).
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3.7 CONTROLE ALTERNATIVO COM O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

A agricultura convencional tem reduzido a qualidade do solo, levando a desequilibrios
e sérios problemas com doengas radiculares e vasculares. O manejo dessas doengas tem se
tornado um desafio na agricultura, uma vez que requer a aplicacao de agrotoxicos muitas vezes
altamente toxicos ao meio. Além disso, o impacto gerado pela utilizagdo dos agrotoxicos no
meio ambiente, na satde humana e na redu¢ao da sensibilidade a patdogenos tem sido discutido,
devido a pressdo da sociedade por uma agricultura mais sustentavel (DILANTHA;
NAKKEERAN; ZHANG, 2004; FONSECA et al., 2015; KREYCI et al., 2018 QUEIROZ et
al., 2020).

Sendo assim se torna necessario a validacdo de novas tecnologias para que o manejo
fitossanitario seja feito de forma menos agressiva, em termos ambientais, econdOmicos € sociais.

Nesta perspectiva, o uso de produtos alternativos, como plantas medicinais que podem
ser exploradas na obten¢do de solugdes com potencial fungicida, a partir de extratos brutos,
e/ou Oleos essenciais se mostra como uma alternativa viavel e promissora (DILANTHA;
NAKKEERAN; ZHANG, 2004; BRUM et al., 2014; FONSECA et al., 2015).

Recentemente foi liberado o primeiro Nematicida Formulado (Fitoquimico) registrado
junto ao MAPA/ANVISA e IBAMA recomendado no controle dos nematoides fitopatdgenos
dos cultivos de soja, tomate e cana-de-agucar (em processo) (VIGGA, 2020). E um insumo
natural que contém extrato de alho como principal constituinte de sua formulacao. Foi também
registrado um produto a base de d6leo de laranja, um inseticida, fungicida e acaricida que atua
sobre muitas espécies de pragas e doencas que normalmente requerem diferentes produtos para
controlar. Isso mostra que as pesquisas publicas e privadas vém investindo e obtendo sucesso
no desenvolvimento de novas ferramentas de controle para uso em todas as escalas de produgao.

Os oleos essenciais sdo substancias complexas e atuam como inibidores de diversos
fungos fitopatogénicos, como Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli , F. solani f. sp. phaseoli,
Sclerotinia sclerotiorum, S. minor, Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina
(FONSECA et al, 2015). Portanto, foram estudados a fim de apontd-los como alternativa de
controle fitossanitdrio em plantagdes, com o objetivo de substituir o uso de agrotoxicos
sintéticos. Os 6leos essenciais podem ser definidos como misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, com caracteristicas odoriferas, sabor acre (4cido) e consisténcia oleosa

(FONTANA et al., 2020). Possuem atividade dptica e indice de refracdo, sua coloragdo pode
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ser levemente amarelada ou até incolor, quando recém extraidos, podem apresentar uma baixa
estabilidade na presenga de luz, calor, ar ¢ umidade. Embora os 0leos essenciais sejam uma
mistura organica de varios compostos € comum apresentarem um composto majoritario
(DILANTHA; NAKKEERAN; ZHANG, 2004; FONSECA et al., 2015; KREYCl et al., 2018;
QUEIROZ et al., 2020).

Os 6leos essenciais sao constituidos por substancias de baixo peso molecular geralmente
lipofilicas, carateristicas que permitem uma penetragao eficiente na membrana celular. Estudos
comprovaram que os Oleos essenciais penetram nos tecidos cerca de 100 vezes mais
rapidamente que a 4gua (PAWAR; THAKER, 2006). Essa alta capacidade de penetragdo nas
membranas confere aos compostos fenolicos, como o eugenol, atividade antimicrobiana.
Estudos testando doses e intervalos de aplicagdes vem sendo trazendo resultados quanto a

eficiéncia e fitotoxidez (QUEIROZ et al., 2020).

3.7.1 Cravo

O cravo (Syzygium aromaticum L.) pertence a familia Myrtaceae, originaria das Ilhas
Maluku, no leste da Indonésia (Figura 7). E uma planta que pode atingir até 12 metros de altura,
cultivada em areas costeiras em grandes altitudes, sua parte comercial sdo os botdes florais
(Figura 6) produzidos apds o quarto ano de plantio e coletados antes do florescimento. O
principal quimiotipo do dleo essencial de botdes de flor ¢ seu principal composto, o eugenol,
um fenilpropandide volatil amplamente utilizado na industria farmacéutica, perfume,
aromatizante antisséptico geral (AFFONSO et al., 2012; TELES et al., 2021).

Sabe-se que o 6leo de cravo possui forte atividade antiflingica, principalmente fungos
oportunistas Aspergillus fumigatus. O ingrediente essencial responsavel por sua atividade
antifingica ¢ o eugenol. Sua atividade antimicrobiana foi encontrada para ser maior contra
fungos do que contra bactérias. Além do eugenol que representa 49 até 87% do conteudo total
também estdo presentes B- cariofileno de 2 a 21%, acetato de eugenol ariando de 0,5 até 21%,
menos de 1% de A-humuleno, o restante sdo outros constituintes poucos expressivos e sem acao

antimicrobiana (AFFONSO et al., 2012; TELES et al., 2021).
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Figura 7 - Botdes florais do cravo da india (Syzygium aromaticum) utilizados para extracdo de
6leo essencial.

Fonte: Mundo cerealista, 2020.
3.7.2 Alecrim

A espécie Rosmarinus officinalis L. pertence a familia Labiateae ¢ conhecida como
alecrim, ¢ uma planta de pequeno porte, aromatica, e nativa da regido do mediterraneo,
cultivada em quase todos os paises de clima temperado, se desenvolvendo bem em ambientes
amenos e clima ameno (Figura 8). O 6leo essencial de alecrim € constituido por hidrocarbonetos
monoterpénicos, ésteres terpénicos, linalol, 1,8-cineol, canfora, terpineol, 3-octanona e acetato
de isobornila, dentre outros compostos que agem normalmente na membrana citoplasmatica
dos microrganismos. Sendo o 6leo essencial de alecrim considerado um fungicida natural, pois
vem apresentando atividade inibitéria no crescimento micelial de algumas espécies de fungos,
como Aspergillus flavus e Fusarium graminearum (FARIA, 2005; BOMFIM et al., 2019).

Na planta sdo encontradas as seguintes substincias: acidos, principios amargos,
nicotinamida, vitamina C, saponosido, colina, diversos triterpendides, pineno, confeno, 1,8-
cineol, monoterpenos (borneol e limoneno), acetato de bornila, canfora, diterpenos (carnosol,
rosmanol), lineol, flavondides e saponinas (PORTE; GODOY, 2001; MARCHIORI, 2004;
SATYAL et al., 2017).
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Figura 8 — Planta de alecrim (Rosmarinus officinalis) cultivada em vaso.

Fonte: Uemura, 2019.

3.7.3 Capim carona

A espécie Elionurus muticus (Spreng.) Kuntze conhecida popularmente como capim
carona, pertence a familia Poaceae, sendo de ocorréncia comum em regides tropicais e
subtropicais, sdo plantas perenes, cespitosas e herbaceas variando entre 10 a 150 cm de altura
(Figura 9). Em alguns paises ¢ tratada como uma planta medicinal e aromatica, como na
Argentina e Bolivia, ja no Brasil ocorre como a graminea mais abundante no pantanal mato-
grossense, sendo tratada como planta daninha pelos agricultores (FULLER, 2013).

A espécie E. muticus tem sido considerada de grande potencial entre as principais
gramineas produtoras de oOleos essenciais economicamente importantes, juntamente com
espécies como capim limao C. citratus e outras do mesmo género. Vale ressaltar que E. muticus
e todas as plantas medicinais citadas, tem tanto a composi¢cdo quimica quanto a agao
antimicrobiana variada em uma mesma planta devido a fatores ligados a biologia (genética,
nutricdo e fase de desenvolvimento), além de outros fatores (local, condi¢des climaticas e tipo

de solo) (FULLER, 2013).
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Figura 9 — Planta de capim carona (Elionurus muticus).
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Fonte: UFSC, 2019.

3.7.4 Capim limao

O capim limao (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) € uma graminea perene originaria
da India, conhecida popularmente como capim cidrd, capim santo ou erva cidreira (Figura 10).
E amplamente distribuido e empregado na medicina popular como calmante e antimicrobiano.
O o6leo essencial da planta ¢ muito utilizada na industria alimenticia, cosméticos, perfumaria e
na fabricagdo de inseticidas. No Brasil a produgdo comercial se destaca nos estados do Sul e
Sudeste, concentrando-se no Parana, maior estado produtor de plantas medicinais do pais
(HANAA; SALLAM; EL-LEITHY; ALY, 2012).
A planta pode atingir até 1 metro de altura, sendo usados para a extracdo do 6leo as

folhas e rizomas. A composi¢cdo do 6leo essencial ¢ de geraniol e isdmeros, aldeidos como:
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citroneral, cetonas, além de terpenos, flavonoides e triterpendides (HANAA; SALLAM; EL-
LEITHY; ALY, 2012; TAJIDIN et al., 2012).

Figura 10 - Plantas de Caﬁi.m- limao (Cymbopogon citratuf).

Fonte: Globo, 2013.

Pinto et al. (2015) verificaram que havia 65 compostos quimicos detectados no o6leo
essencial de capim limdo. No entanto, apenas 13 dos compostos estiveram presentes em cada
estagio de maturagdo, isso reforca o que ja foi dito anteriormente, a idade da planta ¢ um fator
que pode alterar significativamente o nivel e quais compostos estdo presentes. O teor de
geraniol percentual e a composicao percentual de geraniol e neral foram maiores quando o
capim limao foi colhido 6,5 meses apds o plantio. A porcentagem 6tima estimada de contetido
de citral foi obtida 6,7 = 0,3 meses ap0s o plantio. Assim, C. citratus deve ser colhida entre 6,5
a 7,0 meses ap6s o plantio para atingir o 6leo essencial ideal com uma alta composicao de

geraniol (HANAA; SALLAM; EL-LEITHY; ALY, 2012; TAJIDIN et al., 2012).
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4 METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia situado na Universidade
Federal de Santa Catarina — Centro de Ciéncias Rurais, Campus de Curitibanos localizada na
Rodovia Municipal Ulisses Gaboardi, km 3, sendo as coordenadas geograficas 27°17°03” de

latitude Sul e 50°32°13” longitude Oeste, e uma altitude de 1088 m (GOOGLE EARTH, 2021).

4.1 OBTENCAO DOS FUNGOS

Os fungos S. rolfsii e S. sclerotiorum foram obtidos através de esclerddios da micoteca
de Fitopatologia da Universidade Federal de Santa Catarina Campus de Curitibanos no ano de
2019 € 2020. No isolamento, os esclerodios foram desinfetados durante 1 min. em alcool a 70%,
1 min. em hipoclorito de sédio a 2% e entdo enxaguados em agua destilada de acordo com a
metodologia de Punja e Rahe (1993).

Apo6s o procedimento de desinfeccao, os esclerddios foram colocados em placas de
Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e incubados em fotoperiodo de 12 horas a
25°C. Esse procedimento permitiu o desenvolvimento do micélio que, posteriormente, deu
origem a uma maior quantidade de esclerddios para realizacdo dos experimentos. O periodo de
incubacdo necessdrio para obtengdo dos esclerodios nestas condi¢des foi de 30 dias para S.

sclerotiorum e 15 dias para S. rolfsii.

42  OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Para obten¢ao do 6leo essencial de capim carona, foi realizado a coleta das folhas de
plantas oriundas da horta de Plantas Medicinais e Aromaticas da Universidade Federal de Santa
Catarina Campus de Curitibanos em junho de 2019.

O oleo essencial foi obtido no Laboratorio de Quimica da Universidade, através da
hidrodestilacdo em aparelho graduado Clevenger, de acordo com a metodologia de Castro ef al.
(2010) (Figura 11). Na extragao utilizou-se 400 g das folhas coletadas em junho de 2019, apos
a coleta as folhas foram fracionadas em pedacos de 3 cm para melhor distribuicdo no baldo
volumétrico de 2 L. Apos adicionar as folhas no baldo volumétrico foi adicionado 1000 mL de

agua destilada, e em seguida colocadas sobre o aparelho de Clevenger, em temperatura maxima
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de 100 °C até atingir a fervura. Apos a fervura reduziu-se a temperatura para 75 °C, por um
periodo de aproximadamente 3 horas. Ao final, o 6leo essencial foi coletado com uma pipeta e

armazenado em tubos de microcentrifuga protegidos da luz com papel aluminio.

Figura 11 - Aparelho de Clevenger (A); oleo de capim carona (Elionurus muticus) sendo
depositado durante o processo de hidrodestilagéo (B).
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Fonte: Autor, 2019.

Os oleos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon citratus), cravo (Syzyginum
aromaticum) e alecrim (Rosmarinus officinalis L.) foram adquiridos comercialmente través da

empresa By Samia®.

4.3 AVALIACAO DA GERMINACAO DOS ESCLERODIOS

Para avaliar a germinagdo dos esclerddios, estes inicialmente foram desinfectados
seguindo a metodologia de Punja e Rahe, 1993. Apds este procedimento, 12 esclerddios de S.

rolfsii e 6 esclerodios de S. sclerotiorum, separadamente, foram imersos em Béquere 50 mL de
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agua ¢ Tween20® a 0,5%. Em seguida foi adicionado 250 microlitros dos quatro dleos
essenciais correspondendo a 5000 ppm por um periodo de 30, 90 e 180 minutos. Para a
testemunha o mesmo processo foi realizado com excecdo do oleo essencial. A escolha da
concentragdo dos 6leos essenciais € os tempos de imercdo foram determinados a partir de
pesquisas prévias elaboradas pelo Grupo de pesquisa em Fitopatologia da Universidade Federal
de Santa Catarina Campus de Curitibanos.

Apbs o tratamento foram dispostos em placas de Petri contendo o meio Agar-Agua
(AA). As placas foram vedadas com filme plastico e incubadas em camara de crescimento BOD

a 24°C com fotoperiodo de 12 horas (Figura 12).

Figura 12 — Placas de Petri com 6 esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum acondicionadas em
BOD apos tratamento com 6leo. UFSC/Campus de Curitibanos,2021.

Fonte: Autor, 2021.

A avaliagdo da germinacdo dos esclerddios foi iniciada 24 horas apds a instalacdo do
experimento e perdurou até obter-se 100% de germinagao, sendo realizada diariamente. Nessa
avalia¢do, com auxilio de um microscopio estereoscopio, foi realizado a contagem do numero
de esclerddios germinados, através da visualizagao da presenca de hifas ao redor do esclerddio
e sobre o meio de cultura; e também contagem de esclerdédios nao germinados, ou seja, quando

na auséncia de hifas.



35

O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) com em esquema fatorial com 24
tratamentos: Quatro 6leos essenciais deplantas medicinais (cravo, alecrim, capim limao capim
carona) tratados com trés tempos de imersao (30, 90 e 180 min.) em duas doses (0; 5000 ppm).
Como testemunha (0 ppm) foi utilizada 4gua adicionado de Tween20® a 0,5%, cada tempo de
imersdo. Cada placa de Petri contendo os esclerddios foi considerada uma unidade experimental
e 4 repeti¢des. Os dados obtidos do experimento foram submetidos a anélise de sobrevivéncia
por meio do célculo das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier utilizando a funcao survfit

do pacote survival do software estatistico R.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS FUNGOS E EXTRACAO DE OLEO DE CAPIM CARONA

O procedimento de isolamento e desinfe¢do dos esclerodios com alcool (70%) e
hipoclorito de sddio (2%) permitiu a obteng@o dos isolados e a manuten¢ao na da micoteca do
laboratorio da UFSC, Campus de Curitibanos. Para tanto, o cultivo in vitro em placas de Petri,
contendo meio BDA, permitiu a multiplicagdo dos micélios de S. sclerotiorum e S. rolfsii e a
obtencao das unidades amostrais suficientes, utilizadas na instalagdo do experimento.

A utilizagdo de 400 g das folhas de capim carona (E. muticus), em 1000 mL de agua
destilada e em temperatura maxima de 100 °C, pelo método de hidrodestilagdo em aparelho
graduado Clevenger, permitiu extrair e obtencdo do Oleo essencial para autilizagdo no
experimento. Ao final da extracdo foram obtidas 4 mL de 6leo essencial, com rendimento de
1% (v/m). O rendimento foi calculado em fun¢do do volume de 6leo, em mL, dividido pela

massa em gramas das folhas utilizadas.

5.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE Sclerotium rolfsii

Na avaliag¢ao dos esclerodios, em relagdo ao dleo essencial de alecrim, verificou-se
que o tempo de exposicao de 30 minutos e inibiu a germinagdo dos esclerodios de S. rolfsii, em
um dia, em relagdo a testemunha (Figura 13). Observou-se também que a germinagao de 100%
ocorreu apenas no quinto dia, sendo um dia de inibi¢do a mais em relagdo a testemunha. O
tratamento de 90 minutos de imersdo apresentou resultados muito proximo a testemunha,
obtendo 100% de germinagao no quarto dia. No tratamento do tempo de imersao de 180 minutos
os esclerddios tratados com 6leo alcangaram 100% de germinacdo dois dias antes que a

testemunha, que apresentou 100% de germinag@o no quinto dia.
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Figura 13 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para a inibi¢do da germinagdo (%) de
esclerodios do fungo Sclerotium rolfsii tratados ou nao com 6leo essencial (0 e 5000 ppm) de
alecrim (Rosmarinus officinalis).
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Fonte: Autor (2020).

No tratamento com 6leo essencial de capim carona sobre os esclerddios de S. rolfsii
no tempo de imersao de 30 minutos nao ocorreu diferenca em relagdo a testemunha, sendo que
no quinto dia ocorreu 100% de germinacao. Em 90 minutos de imersdo ocorreu uma taxa menor
de germinagdo dos esclerddios em relacdo a testemunha, sendo que no quinto dia ocorreu 100%
de germinagdo. O tratamento de 180 minutos de imersdo inibiu a germinag¢do em dois dias a
mais para 100% de germinacdao na comparagdo com a testemunha (Figura 14). Além disso,

também ocorreu menor taxa de germinacao em relagdo a testemunha.
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Figura 14 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para a porcentagem de inibi¢ao da
germinagao (%) de esclerddios do fungo Sclerotium rolfsii tratados ou ndo com 6leo essencial
(0 e 5000 ppm) de capim carona (Elionurus muticus) .
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Fonte: Autor (2020).

O tratamento com o6leo essencial de cravo sobre esclerddios de S. rolfsii inibiu a

germinagdo em todos os tempos de imersao (Figura 15). A testemunha apresentou 100% de

germinacdo no sexto dia de avaliagdo. Os tratamentos de 30 e 180 minutos inibiram a

germinacgao até o terceiro dia, e obtiveram 100% de germinacao apenas no décimo segundo dia

de avaliacdo. O tratamento de 90 minutos diferiu dos demais por inibir a germinacdo até o

ultimo dia de avaliagao.
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Figura 15 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para a porcentagem de inibi¢ao da
germinagdo (%) de esclerddios do fungo Sclerotium rolfsii tratados ou ndo com 6leo essencial
(0 e 5000 ppm) de cravo (Syzygium aromaticum).
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Fonte: Autor, 2020.

O capim limao apresentou 100% de germinacdo de S. rolfsii apenas no sexto dia de
avalia¢do, enquanto a testemunha no quinto dia, nos tratamentos de 30 minutos (Figura 16). No
tratamento de imersdao por 90 minutos ndao houve germinagdo até o ultimo dia de avaliacao,
enquanto que, na testemunha apresentou germinacao de todos os esclerddios no quinto dia. Ja
no tempo de imersao de 180 minutos mostrou-se mais eficiente no controle da germinagao, pois
houve inibi¢do de 95% da germinacdo do primeiro até o ultimo dia de avaliagdo, enquanto que

na testemunha todos os esclerdédios germinaram no quinto dia.



Figura 16 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para a porcentagem de inibi¢ao da
germinagdo (%) de esclerodios do fungo Sclerotium rolfsii tratados ou ndo com 6leo essencial
(0 e 5000 ppm) de capim limao (Cymbopogon citratus).
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40

O tratamento de 30 minutos de imersdo no 6leo de alecrim mostrou atraso de um dia

para iniciar a germinagao em relacdo a testemunha (Figura 17). Quando imerso em 90 minutos

os esclerodios apresentaram o mesmo resultado que a testemunha. Ja o tratamento de 180

minutos de imersdo inibiu a germinagdo até o quarto dia, apresentando todos os esclerddios

germinados no sétimo dia.
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Figura 15 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para a porcentagem de inibi¢ao da
germinagdo (%) de esclerodios do fungo Sclerotinia sclerotiorum tratados ou ndo com 6leo
essencial (0 e 5000 ppm) de alecrim (Rosmarinus officinalis).

SS ALECRIM 30 MINUTOS ALECRIM 20 MINUTOS ALECRIM 180 MINUTOS
100% - 100% 1 100% -
= 80% T 2 80% - X 80%
o o o
!& lg lg
© © ]
‘€ 60% T E 60% 1 € 60% -
& & &
S 40% t 3 40% S 40% -
[*] (=] Q
!& lg l&
T 20% 1 T 20% - T 20%
0% " " " ! 0% ' ' | ! 0% " ' ' |
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
TESTEMUNHA 30 MINUTOS TESTEMUNHA 90 MINUTOS TESTEMUNHA 180 MINUTOS
100% - 100% 1 100%
= 80% T 2 80% - = 80% -
!ﬁ l% lﬁ
© (0] @
‘£ 60% 1 € 60% - € 60% 4
E £ E
@ o @
o o ()]
S 40% 1 S 40% - S 40% 4
o (=] o
!& lg lg
T 20% 1 2 20% - 2 20% 4
0% ; ; n 0% t t ! ! 0% ; t h :
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

Fonte: Autor (2020).

O 6leo essencial de capim carona sobre os esclerddios de S. sclerotiorum no tratamento
de 30 minutos de imersdo, apresentou inicio da germinagdo a partir do segundo dia, sendo que
10% dos esclerddios ndo germinaram até o final da avaliacdo (Figura 18). Quando tratados em
90 minutos de imersdo os esclerodios apresentaram resultados semelhantes a testemunha,
apresentando 100% de germinacdo no sétimo dia, sendo um dia antes que a testemunha. No
tratamento de 180 minutos de imersdo ocorreu atraso de um dia para inicio da germinagao,

sendo que 35% dos esclerddios ndo geminaram até o final da avaliacao.



Figura 16 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para a porcentagem de inibi¢ao da
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germinagdo (%) de esclerodios do fungo Sclerotinia sclerotiorum tratados ou ndo com 6leo
essencial (0 e 5000 ppm) de capim carona (Elionurus muticus).
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O 0bleo de cravo testado sobre esclerddios de S. sclerotiorum no tratamento de 30

minutos apresentaram resultados similares a testemunha, sendo que 100% de germinagao foi

obtida um dia antes (quarto dia) em relagdo a testemunha (Figura 19). Quando imersos por 90

minutos os esclerodios alcangaram 100% de germinagdo apenas no sexto dia. O tratamento de

180 minutos inibiu a germinacdo até o terceiro dia, e a germinagdo dos esclerddios ocorrem

somente no sexto dia.
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Figura 17 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para a porcentagem de inibi¢ao da
germinacgdo (%) de esclerodios do fungo Sclerotinia sclerotiorum tratados ou ndo com 6leo
essencial (0 e 5000 ppm) de cravo (Syzygium aromaticum).
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Fonte: Autor, 2020.

Testado sobre a germinagdo dos esclerddios de S. sclerotiorum o 6leo de capim-limao
demonstrou resultados muito similares nos tratamentos de 30 e 90 minutos de imersao (Figura
20), apresentando a mesma quantidade de esclerddios germinados por dia que a testemunha.

Quando imerso por 180 minutos o 6leo inibiu a germinagdao somente por um dia.
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Figura 18 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para a porcentagem de inibi¢ao da
germinacgdo (%) de esclerodios do fungo Sclerotinia sclerotiorum tratados ou ndo com 6leo
essencial (0 e 5000 ppm) de capim-limao (Cymbopogon citratus).
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A 1inibi¢do da germinacao dos esclerodios pelo uso dos Oleos essenciais pode estar

relacionada ao potencial dos componentes majoritarios presentes nos oleos. O eugenol ¢ a

principal substancia presente no 6leo essencial de cravo, que se mostrou muito eficiente na

inibi¢ao da germinacao dos esclerddios de S. rolfsii no tratamento com tempo de imersao de 90

minutos. Esse componente possui propriedades antifungicas e hidrofébicas, ou seja, ao ser

adicionado em dgua nao se mistura (VENTUROSO et al., 2011; COSTA et al., 2011).

O O6leo de capim carona e de capim carona apresentaram uma taxa menor de

germinacgao de S. sclerotiorum, e o 6leo de capim limdo apresentou bons resultados na inibigao

da germinacao de S. rolfsii, esses os 6leos essenciais possuem como principal substincia

presente o citral, provavelmente a substincia responsavel pelos resultados, j& que possui

potencial fungistatico e fungicida (NASCIMENTO et al., 2003), sua eficiéncia ¢ mais evidente

quando o tempo de imersdo ¢ maior.
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Resultados semelhantes ao obtidos no presente trabalho em relagdo a outros
fitopatdgenos, foram encontrados por Ascencao e Filho, (2013). Estes autores, avaliaram a agao
antifngica do 6leo essencial de cravo sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici e observaram que
até 100% de inibi¢dao no crescimento micelial.

Costa et al.(2011) encontraram atividade fungicida na concentracao de 0,15 % sobre
o crescimento de R. solani, F. oxysporum e F. solani, sendo que a avaliacdo microscopica dos
micélios dos fungos evidenciou diversas alteragdes morfoldgicas, como a presenca de vactolos,
desorganizacdo dos conteudos celulares, diminuicdo na nitidez da parede celular, intensa
fragmentacdo e menor turgéncia das hifas. Isso comprova a eficiéncia do 6leo de cravo,
mostrando que sua a¢do fungicida ocorre pelas alteragdes morfologicas.

Bibiano e Saber (2017), ao testarem o 6leo essencial de capim limao sobre os fungos
Pestalotiopsis sp. Monilinia sp. € Rhizopus spp. obtiveram inibi¢ao do crescimento dos fungos
testados nas concentragdes de 50% e 100% sendo que Monilinia sp. € Pestalotiopsis sp. tiveram
inibi¢do total no crescimento a partir de 35% de concentracdo do o6leo essencial, enquanto
Rhizopus spp. teve inibicdo total de crescimento com 50% e 100% de concentragdo do 6leo
essencial.

Ja em relagdo ao potencial de 6leos essenciais na inibicdo dos fungos S. rolfsii e S.
sclerotiorum, Coser (2018), testou os 6leos essenciais de capim limao e cravo na inibi¢ao da
germinagdo e viabilidade de esclerddios do fungo S. rolfsii, onde o 6leo de cravo nas doses de
2000, 3000 e 5000 ppm e de capim limado na dose de 5000 ppm mostraram eficiéncia na inibigao
da germinacao, inibindo a germinagdo até o quadragésimo dia de avaliagdo.

Fonseca et al., (2015), ao estudarem os 6leos de aroeirinha, arnica-brasileira e alecrim.
Verificaram que o 6leo essencial de alecrim foi o mais eficiente na redu¢do do crescimento
micelial dos fungos Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, F. solani f. sp phaseoli, S.
sclerotiorum, S. minor, Rhizoctonia solani e S. rolfsii, reduzindo a crescimento micelial e
inibindo completamente a germinagdo quando se utilizou 3000 ppm. O o6leo de aroeirinha
reduziu em 72% o crescimento micelial de S. rolfsii ja o 6leo de arnica-brasileirinha foi eficiente
no controle de S. sclerotiorum reduzindo em 72% o crescimento micelial.

Siega et al. (2020) avaliaram o efeito do 6leo essencial de 17 espécies na germinacao
carpogénica e miceliogénica de S. sclerotiorum. Entre as espécies testadas estdo o capim-limao
e cravo. Para a avaliacdo da germina¢do miceliogénica foi adicionado 15 uL dos oleos

essenciais em papel filtro fixado na tampa superior da placa de Petri. Nas placas foram
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adicionados 5 esclerodios, sendo feito avaliagcdes as 14, 48, 72 e 96 horas apds inicio da
incubacdo feito em BOD. A pesquisa mostra que alguns oleos tiveram efeito no atraso para
inicio da germinagdo e¢ ndao em sua inibicdo, como o Oleo de arvore do cha (Melaleuca
alternifolia) e pitanga (Eugenia uniflora), que atrasaram a germinagao até 48 horas. Ja o 6leo
de cravo inibiu a germinag¢ao por 72 horas, enquanto o 6leo de capim-limao ficou entre os 6leos
mais eficientes, inibindo a germinagdo por até 96 horas, o mesmo 6leo também foi muito
eficiente na inibicdo da geminagdo carpogénica, junto ao 6leo de cravo.

Algumas diferengas nos resultados obtidos com os que constam na literatura podem
estar relacionadas em relacdo a composi¢do quimica pois pode ocorrer variagdes em uma
mesma planta devido a fatores ligados a biologia (genética, nutricdo e fase de
desenvolvimento), além de outros fatores (local, condi¢des climéticas e tipo de solo) (FULLER,
2013; PUPPIN, 2018). Levando em consideracdo que os experimentos foram conduzidos com
6leo essenciais adquiridos comercialmente (exceto o 6leo de E. muticus) através da empresa By

Samia®

, 0s 6leos podem ter sido extraidos em diferentes épocas do ano, com plantas de
diferentes idades e regides, e diferentes partes da planta, além disso fatores como forma e tempo
de armazenamento pode ter afetado o desempenho dos 6leos essenciais testados. A forma de
envasamento dos oleos também afeta a composicdo quimica, visto que pode ocorrer foto
degradacdo das moléculas bioativas.

Enfim, diante dos resultados obtidos, fica claro o potencial dos dleos essenciais de
capim limao e cravo podem ter ao inibir a germinacao de S. rolfsii e também da necessidade da
continuidade de trabalhos utilizando 6leos essenciais. Mais ensaios devem ser realizados para
que sejam alcangados melhores resultados, e que assim possa se estabelecer quais as melhores
condicdes para obtencdo dos 6leos, de acordo com cada espécie.

O oleo de capim carona, mostrou-se com potencialidade para inibir parcialmente a
germinagao de esclerodios de S. sclerotiorum. No entando, ainda sdo poucos os trabalhos que
mostram o uso desta espécie para o controle de fungos fitopatogénicos, por se tratar de uma

espécie nativa e apresentar grande diversidade no Brasil mais estudos devem ser realizados com

esta planta.
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CONCLUSAO

O procedimento de isolamento e o cultivo in vitro permitiu a multiplicagdo dos
micélios de S. sclerotiorum e S. rolfsii para serem utilizados noss experimentos.

O processo de hidrodestilagao com aparelho de Clevenger permitiu extrair e obter o
Oleo essencial a partir das folhas de capim carona (E. muticus) para ser utilizado no
experimento.

Os Oleos essenciais de capim limdo e cravo mostraram resultados promissores na
inibi¢do da germinagdo dos esclerddios de S. rolfsii nos tempos de imersdao de 180 minutos e
90 minutos , respectivamente.

O oleo de capim carona mostrou potencial de inibir a germinacdo de S. sclerotiorum
em 180 minutos de imersdo, sendo assim mais estudos se fazem necessarios para explorar seu

potencial fungitoxico.
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