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RESUMO

Na busca de produtos alternativos aos quimicos, destaca-se 0 uso de o6leos essenciais
provenientes de plantas medicinais, que vem sendo gradativamente estudados para o controle
de doencas em plantas, por apresentarem compostos com agdo antifungica/antimicrobiana.
Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial dos 6leos essenciais de
canela-da-china, lavandin e palmarosa, na inibi¢do do crescimento micelial dos fungos Botrytis
cinerea, Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium spp. O trabalho foi realizado em dois
ensaios, sendo o primeiro com 0leos essenciais incorporados ao meio BDA e o segundo, como
potencial de volatilizacdo. Para o primeiro ensaio utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, com quatro tratamentos (0, 250, 500 e 1000 ppm) para o controle dos fungos C.
gloeosporioides e Fusarium spp. e sete tratamentos (0, 50, 100, 150, 250, 500 e 1000 ppm) para
o fungo B. cinerea, com cinco repeticdes. Apds a solidificacdo do meio BDA, um disco de
micélio dos fungos foi repicado ao centro da placa. As placas foram vedadas e incubadas a 25°C
com fotoperiodo de 12 h e as medic¢des do diametro das colbnias iniciaram 24 horas apds a
instalacdo dos ensaios. A partir dos dados de diametro foi calculada a Area Abaixo da Curva
de Crescimento Micelial e o Indice de Velocidade do Crescimento Micelial, para os quais
utilizou-se a andlise de regressdo, para 0 primeiro ensaio, juntamente com a contagem de
conidios. Para o segundo ensaio, utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com
trés tratamentos: 6leos essenciais de canela-da-china, lavandin, palmarosa na dose de 100 pL.
Este delineamento foi repetido com uma dose maior, de 200 pL dos éleos essenciais de lavandin
e palmarosa para os fungos C. gloeosporioides e Fusarium spp. Um chumaco de algodéo foi
fixado na parte interna da tampa da placa de Petri, com o auxilio de fita adesiva e as aliquotas
foram pipetadas na superficie do algoddo. Apds dez dias de avaliacéo, foi retirado o chumaco
de algodao e as avaliagOes foram realizadas por mais sete dias. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e ao teste de média de Scott-Knott ao nivel 5% de probabilidade pelo
software R. Em relacéo aos resultados, no primeiro ensaio as concentra¢des de 500 e 1000 ppm,
0s Oleos de canela-da-china e palmarosa inibiram em 100% os trés fungos. No segundo ensaio,
na dose de 100 pL, todos os 6leos inibiram o desenvolvimento de B. cinerea. Para o C.
gloeosporioides o 6leo de canela inibiu em 100% o crescimento na presenca e auséncia do
algoddo e, para o Fusarium spp., todos os 6leos inibiram o seu crescimento, porém, apés a
retirada do algoddo, somente o 6leo de canela manteve a inibicdo. Na dosagem de 200 uL o
6leo de lavandin inibiu em 100% antes e depois da retirada do algoddo para o C.
gloeosporioides. Ja para o Fusarium spp., houve inibicdo total antes da retirada do algodéo, e
apos a retirada a inibicdo foi de apenas 53,9%. Com a realizacdo destes ensaios, verificou-se
gue ha potencial do uso destes 6leos para promover inibicdo de fungos fitopatogénicos, tanto
incorporados ao meio BDA quanto pelo sistema de volatilizag&o.

Palavras-chave: Cinnamomum cassia, Cymbopogon martinii, Lavandula hybrida



ABSTRACT

In the search for alternative products to chemicals, the use of essential oils from medicinal
plants stands out, which has been gradually studied for the control of plant diseases, as they
contain compounds with antifungal/antimicrobial action. Thus, the present study aimed to
evaluate the potential of chinese cinnamon, lavandin and palmarosa essential oils in inhibiting
the mycelial growth of Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides and Fusarium spp.
The work was carried out in two tests, the first with essential oils incorporated into the PDA
medium and the second, as a potential for volatilization. For the first test, a completely
randomized design was used, with four treatments (0, 250, 500 and 1000 ppm) to control the
fungi C. gloeosporioides and Fusarium spp. and seven treatments (0, 50, 100, 150, 250, 500
and 1000 ppm) for the fungus B. cinerea, with five replications. After solidification of the PDA
medium, a disc of fungal mycelium was placed in the center of the plate. The plates were sealed
and incubated at 25°C with a photoperiod of 12 h and measurements of the diameter of the
colonies started 24 hours after the installation of the assays. From the diameter data, the Area
Under the Mycelial Growth Curve and the Mycelial Growth Velocity Index were calculated,
for which regression analysis was used for the first test, together with the conidia count. For the
second trial, a completely randomized design was used with three treatments: chinese
cinnamon, lavandin, and palmarosa essential oils at a dose of 100 pL. This design was repeated
with a higher dose of 200 pL of lavandin and palmarosa essential oils for C. gloeosporioides
and Fusarium spp. A cotton swab was attached to the inside of the Petri dish lid, with the aid
of adhesive tape, and aliquots were pipetted onto the cotton surface. After ten days of
evaluation, the cotton pad was removed and the evaluations were carried out for another seven
days. The data were subjected to analysis of variance and the Scott-Knott mean test at a 5%
probability level using the R software. Regarding the results, in the first test, the concentrations
of 500 and 1000 ppm, cinnamon oil china and palmarosa inhibited the three fungi by 100%. In
the second test, at a dose of 100 uL, all oils inhibited the development of B. cinerea. For C.
gloeosporioides, cinnamon oil inhibited growth by 100% in the presence and absence of cotton
and, for Fusarium spp., all oils inhibited its growth, however, after removing cotton, only
cinnamon oil maintained inhibition. At a dosage of 200 pL, lavandin oil inhibited C.
gloeosporioides by 100% before and after cotton removal. As for Fusarium spp., there was total
inhibition before cotton removal, and after removal, inhibition was only 53.9%. With the
performance of these tests, it was verified that there is potential for the use of these oils to
promote inhibition of phytopathogenic fungi, both incorporated into the PDA medium and by
the volatilization system.

Keywords: Cinnamomum cassia, Cymbopogon martinii, Lavandula hybrida
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1 INTRODUCAO

Na produgdo agricola, o que mais vem aumentando com o decorrer dos anos, € o
problema com doengas em plantas e consequentemente, a resisténcia das mesmas com
agroguimicos. Assim, o uso de fungicidas representa um dos principais métodos utilizados
atualmente para o controle de doencas em plantas (AMORIM et al., 2016; GHINI; KIMATI,
2002) e quando ndo manejados corretamente, causam problemas na salde dos seres vivos e no
meio ambiente (PORTO; SOARES, 2012).

Para amenizar a utilizacdo do controle quimico, surgem outros métodos para reduzir
Seu uso excessivo, entre eles podemos citar o controle fisico, controle biolégico e o controle
cultural (VENTURA et al., 2017). O controle alternativo surge com o objetivo de causar menor
Impacto ao meio ambiente e aos seres vivos. Para isso, novas tecnologias estéo sendo utilizadas
a partir do uso de extratos e Oleos essenciais obtidos através de plantas medicinais, e a
exploracdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes nos mesmos que Sao
uma forma potencial de controle alternativo em plantas cultivadas (ITAKO et al., 2009;
SCHWAN-ESTRADA,; STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Os Gleos essenciais sdo produtos obtidos de partes de plantas, como folhas, cascas,
flores e frutos e, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
apresentam odor agradavel e sdo liquidos (BRIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; MORAIS,
2009). Seu primeiro uso foi registrado no Egito Antigo, a partir de 3.000 a.C, onde foi
descoberto que a sua funcdo poderia ser direcionada a fins curativos, cosméticos e também
como produtos aromaticos (SANTQOS, 2011).

Para realizar a extracdo do 6leo essencial das plantas, na maioria das vezes utiliza-se
a destilacdo por arraste de vapor e 0s principais compostos que constituem os 6leos essenciais
pertencem as classes quimicas dos monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados (BUSATO et al.,, 2014; MEIRELES, 2009). Varios trabalhos
realizados com a utilizagdo de 6leos essenciais, como de Steffen et al. (2019) e Marino (2020)
ou extrato bruto, como de Celoto et al. (2008) e Itako et al. (2009) obtidos de plantas medicinais,
mostraram o potencial das plantas no controle de fitopatdgenos, por apresentarem acao
fungitdxica direta e inibindo o crescimento micelial e a germinacéo de esporos (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Diante disso, varios trabalhos vém demonstrando a eficiéncia dos 0leos essenciais para

o0 controle de fungos fitopatogénicos em culturas de grande importancia agricola, pois 0 uso
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desses, através das plantas medicinais, em doses moderadas ndo trazem riscos ao meio ambiente

e aos seres humanos, quando comparado aos produtos quimicos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial dos 6leos essenciais de canela-da-
china (Cinnamomum cassia), lavandin (Lavandula hybrida) e palmarosa (Cymbopogon
martinii), para o controle alternativo dos fungos: Botrytis cinerea, Colletotrichum

gloeosporioides e Fusarium spp.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Isolar fungos de Botrytis cinerea, C. gloeosporioides e Fusarium spp. que desencadeiam
doencas em plantas responsaveis por gerar perdas significativas de producéo;

e Avaliar o efeito dos dleos essenciais com diferentes concentracdes, na velocidade de
crescimento micelial dos fungos Botrytis cinerea, C. gloeosporioides e Fusarium spp;

e Realizar a contagem de conidios dos fungos avaliados, para obter informacGes sobre a
eficiéncia dos 6leos testados na esporulagéo;

e Auvaliar o efeito de volatilizacdo dos 0leos essenciais no crescimento dos fungos B. cinerea,

C. gloeosporioides e Fusarium spp.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 IMPORTANCIA DOS FUNGOS FITOPATOGENICOS

Entre os agentes causadores de doencas em plantas presentes na natureza, os fungos
ocupam lugar de destaque e, esses atingem plantas cultivadas, o que gera diminuicdo na
produtividade. Dessa forma, todas plantas sdo atacadas por algum tipo de fungo parasita
existente e, esses fungos em diferentes espécies podem atacar varios tipos de plantas (AGRIOS,
2005; MASSOLA JUNIOR, 2018). Cerca de 70 a 80% das doencas causadas em plantas s3o
provocados por estes seres (PEREIRA; SOARES, 2012).

Os fungos fitopatogénicos possuem algumas caracteristicas que o distinguem de outros
seres Vvivos, como: talo eucariotico, heterotrofismo, absorcdo de nutrientes e formacdo de
esporos, e entre as classificacdes, todos pertencem ao reino Fungi (MASSOLA JUNIOR, 2018).
Ressaltam assim, segundo Pereira e Soares (2012), que a distribuicdo dos fungos estd em
constante evolucdo e com isso, ndo ha um esquema exato sobre a posicdo taxonémica dos

mesmaos.

Dos filos do reino Fungi, o Ascomycota é mais importante e tem o maior nimero de
fungos descritos (BARREIRO; MARTIN; GARCIA-ESTRADA, 2011; PEREIRA; SOARES,
2012). Nele formam-se esporos sexuais, chamados de ascdosporos, que ficam dentro de uma
estrutura em forma de saco, chamada de asco. Alguns géneros pertencentes a este filo séo
Aspergillus, Botrytis, Cercospora, Colletotrichum, Fusarium, Penicillium e Sclerotinia
(MASSOLA JUNIOR, 2018).

Algumas das doengas que acometem a produtividade agricola estdo compostas neste
filo, e causam grandes prejuizos econémicos. Segundo Malta (2017), um dos fungos que mais
causa prejuizos na cultura do morango € o Botrytis spp., e as perdas podem chegar de 80 a 90%,
desde a producdo até a comercializacdo. O Colletotrichum spp. causa estragos na cultura da
goiaba-serrana de até 100%, se ndo manejado corretamente (BRIGHENTI et al., 2018) e, para
o Fusarium spp. sabe-se que ele € umas das principais doencas da cultura do gengibre, causando
perdas de até 75% (AMORIM et al., 2016).

2.1.1 Mofo cinzento
O fungo Botrytis cinerea Pers. é 0 agente causal da doenca conhecida por mofo

cinzento e, é o principal patdgeno em morangos (Fragaria x ananassa) na pés-colheita no
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Brasil (MALTA, 2017; OLIVEIRA et al., 2011). Pertence ao filo Ascomycota, classe
Leotiomycetos, ordem Helotiales e Familia Sclerotiniaceae (WILLIAMSON et al., 2007) e
pode infectar mais de 300 espécies de plantas, uma vez que no morango sua ocorréncia €
generalizada em todos os locais onde ha o cultivo (REIS; COSTA, 2011). O maior produtor de
morango no Brasil € o estado de Minas Gerais, visto que a regido do Sul de Minas é a principal
produtora do pais. Mundialmente, quem lidera na producdo € a China (SOUZA; BATISTA,
MENEZES, 2022).

A infeccdo, em frutos de morango, inicia com condi¢des ambientais favoraveis (alta
umidade do ar e temperaturas moderadas) fazendo com que os esporos do fungo ataquem flores
e frutos (REIS; COSTA, 2011; TOFOLI; DOMINGUES, 2006). O inicio da infeccdo
geralmente comeca em tecidos que estdo debilitados e, consequentemente, alcangcam tecidos
saudaveis. Na maioria das vezes, 0s sintomas manifestam-se apenas no inicio do
amadurecimento dos frutos e, estes rapidamente séo recobertos por lesdes acinzentadas (Figura
1) as quais sdo as estruturas do patdégeno (BRAGA, 2012). Como mostrado na Figura 2, o fruto
maduro demonstra sintomas do ataque, e este se desenvolve rapidamente, com lesfes sobre 0s

frutos.

Figura 1. LesGes acinzentadas no morango provocadas por Botrytis cinerea.

Fonte: Agrios (2005). 7
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Figura 2. Sintomas do fungo Botrytis cinerea em morango. Fruto com sintomas iniciais,
mancha encharcada (A); fruto em processo de deterioracdo (B); fruto apresentando
crescimento fangico em sua superficie (C).

O fungo apresenta estruturas de resisténcia denominadas de esclerédios (Figura 3), que
sdo estruturas enegrecidas, de tamanho irregular e achatados. Os conidios sdo produzidos em
estruturas chamadas conididéforos, os quais apresentam forma de cacho e possui coloracao
acinzentada. Dentre os sintomas tipicos desta doenca, destacam-se a podridao de frutos, de
bulbos, apodrecimento de flores e tombamento (AGRIOS, 2005).

Figura 3. Ciclo do fungo Botrytis cinerea.
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Para sua sobrevivéncia, as condi¢es adequadas sdo alta umidade, e temperatura em
torno de 15 a 25°C, além de que, este fungo pode sobreviver em restos de culturas e permanecer
em seus hospedeiros (KOSOSKI et al., 2004). Pode acometer culturas de grande importancia
agricola, como frutiferas (por exemplo uva, Kiwi, goiaba e macad), ornamentais (como rosa,
cravo, crisantemo, gérbera, dalia e orquideas) e outras oleraceas além do morango, como

tomate, pimentdo, alface e cebola (TOFOLI et al., 2011).

Dentre os controles recomendados para a cultura do morango na tentativa da reducao
da problematica da doenga, é necessario fazer a limpeza e destruicdo semanal de folhas, flores
e frutos com sintomas do mofo cinzento. Além disso, pode ser realizada a pulverizacdo das
folhas e frutos, em pré-colheita com fungicidas registrados no MAPA (REIS; COSTA, 2011).
Segundo o Mapa/Agrofit (2022), atualmente ha 15 produtos quimicos registrados para o
controle do mofo cinzento na cultura do morango, entre eles podemos citar o principio ativo da
Boscalida, Tiofanato-Metilico e o Iprodiona. Para o controle bioldgico ha oito produtos
registrados, dentre eles quatro sdo Bacillus amyloliquefaciens, dois Bacillus subtilis, um

Bacillus pumilus e um fungicida microbiol6gico Clonostachys rosea.

Varios autores vém avaliando o potencial dos 6leos essenciais para o controle do mofo
cinzento, como por exemplo Lorenzetti et al. (2011) que testaram doze 6leos, entre eles alecrim
(R. officinalis), lavandin (L. hybrida), laranja doce (Citrus sinensis var. dulcis) e palmarosa (C.
martinii), nas concentra¢fes de 125, 250, 500 e 1000 ppm para a inibicdo do crescimento,
producdo e germinacdo de conidios. Todos os tratamentos a base de 6leos demonstraram efeito
semelhante a um fungicida recomendado para a cultura, a base de tiofanato-metilico. Na
concentracdo de 125 ppm, canela, cravo, palmarosa e capim limdo, 6leos ricos em eugenol,
geraniol e citral, apresentaram melhor efeito em relacdo a testemunha, com 41, 31, 27 e 17%
de controle respectivamente. Na maior dose, 1000 ppm, capim limé&o e palmarosa apresentaram

efeito fungicida (100% de controle), impedindo o crescimento do patégeno.

Além disso, Scariot (2013) analisou a eficiéncia dos 6leos essenciais de menta (Mentha
arvensis), liméo siciliano (Citrus limon), gengibre (Zingiber officinalis) e tomilho (Thymus
vulgaris), na dosagem de O pL, 5 pL, 10 pL, 15 pL e 20 uL, para o controle de B. cinerea e
Rhizopus stolonifer. Com isso, observou-se que para o teste de germinagdo, 0s esporos dos
fungos ndo germinaram na presenca dos 6leos de menta, limao siciliano, gengibre e tomilho na
dosagem de 20 pL. Ja para o teste in vivo os volateis de Mentha arvensis nas doses 10, 15 e 20

pL, controlaram 100% dos fungos B. cinerea e R. stolonifer inoculados em pseudofrutos de
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morangos. O 6leo de Citrus limon controlou 100% do fungo B. cinerea inoculados em
pseudofrutos de morango na dose 20 pIL.

Drawanz et al. (2020) avaliaram o0s Oleos essenciais e hidrolatos de orégano
(Origanum vulgare) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum), extraidos por hidrodestilacao,
para controlar o crescimento micelial do fungo B. cinerea, isolado de morangos. Considerando,
0 menor rendimento de extracdo dos Oleos essenciais, uma Unica concentracdo (10%) foi
utilizada na avaliagdo antifingica. Para os hidrolatos concentracdes crescentes foram
analisadas: 5, 15 e 30%, além da testemunha. Com isso, ndo houve atividade flngica
consideravel nas primeiras 24 horas de experimento. Os hidrolatos mostraram-se ativos em 48
horas, na menor concentracdo (5%), com porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de
94% (O. vulgare) e 84% (S. aromaticum). O 6leo de O. vulgare mostrou-se mais eficiente, com
inibicdo de crescimento de 100% por todo o experimento, de 96 horas, e o Oleo de S.
aromaticum, em 48 horas, uma inibi¢do do crescimento em 64% que se manteve até 96 horas

de experimento.

2.1.2 Antracnose

Esta doenca é causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. &
Sacc, sendo o responsavel por grandes perdas nas culturas agricolas, além de ser considerada
uma das doencas de maior importancia econémica (RIBEIRO et al., 2016). O fungo é
pertencente ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Glomerellales e familia
Glomerellaceae (MASSOLA JUNIOR, 2018; PEREIRA; SOARES, 2012).

Para a goiaba-serrana (Feijoa sellowiana), também conhecida por feijoa ou goiaba do
campo (LORENZI, 2008), essa que tem grande relevancia cultural na regido sul, este fungo, e
outros deste mesmo género, se ndo manejado corretamente pode acarretar em perdas de até
100% (BRIGHENTI et al., 2018) e, considerando em fitossanidade, para esta cultura trard
maiores prejuizos na producio (ARAUJO; PINTO, 2018).

Além da goiaba-serrana, este fungo pode infectar pelo menos 470 hospedeiros de
géneros diferentes. Entre os produtores de goiaba-serrana, a Coldmbia é o pais que se destaca
como maior produtor e, no Brasil, sua maior ocorréncia se da nos biomas Pampa e Mata
Atlantica (MORETTO; NODARI; NODARI, 2022).
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E conhecido por causar podriddo em frutas, estejam elas no campo ou na pos-colheita
e, quando atinge outras partes das plantas causa sintomas como: podriddo da flor, da coroa,
mancha e necrose das folhas, desfolha e além disso, pode atingir as sementes. A fase sexual do
C. gloeosporioides chama-se Glomerella cingulata (FERRARI et al., 2011) (Figura 4).

Figura 4. Ciclo da antracnose em goiaba-serrana, causada por Colletotrichum spp.
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Fonte: Fantinel (2020).

Os sintomas causados na goiaba-serrana variam desde a sementeira, que pode
ocasionar a perda das plantulas se ndo utilizado sementes tratadas, e oriundas de frutos
infectados pela doenca, até as plantas adultas (ANDRADE; DUCROQUET, 1994 apud
ARAUJO; PINTO, 2018). Quando o fungo atinge as plantas adultas, os sintomas iniciam-se
com uma leve murcha, a qual progride em seca das folhas e logo, a desfolha. Os ramos que sdo
infectados ficam secos e, caso ndo haja medida de controle, pode ocasionar na morte da planta.
Nos frutos, ocorrem pequenas lesdes com coloragdo escura em formato circular ou ovalado,
gue aumentam de tamanho (Figura 5). As manchas podem se unir e formar grandes areas, com
caracteristica de tecido necrético (ARAUJO; PINTO, 2018).
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Figura 5. LesGes do fungo Colletotrichum gloeosporioides nos frutos (A, B e C); unido
das manchas, com caracteristica necrosada (C).

» Fdnte: Adaptado de Araujo e Pinto (2018).

Em um estudo realizado por Hellwig e Ueno (2009), foi realizado a identificagcdo dos
principais agentes fitopatogénicos que ocorrem em frutiferas nativas da regido do Rio Grande
do Sul, entre elas a goiaba-serrana. No isolamento in vitro, constatou o crescimento de coldnias
do fungo C. gloeosporioides, tanto nos materiais retirados de frutos, como em ramos e nisso,
observaram nas laminas a presenca de estruturas reprodutivas, 0s chamados conidios que sdo
tipicos deste fungo. Com isso, concluiu que o fungo causador desta doenca é o responsavel por

atingir os frutos e causar a seca dos ramos da goiaba-serrana.

O controle recomendado para este fungo, visto que sua disseminacao pode ser rapida
quando ndo controlada, pode se dar pelo método cultural, onde realiza-se a remocdo de flores e
frutos doentes para que ndo haja o contagio em plantas sadias (FANTINEL, 2020), por controle
quimico, porém, segundo Araujo e Pinto (2018), utiliza-se produtos fungicidas registrados para
a cultura da macieira, visto que ndo ha produtos descritos para a cultura da goiaba-serrana.
Atualmente ha 11 produtos registrados como controle biol6gico, sendo que oito sdo produtos a
base de B. amyloliquefaciens e trés produtos a base de B. subtilis (MAPA/AGROFIT, 2022).

Além disso, vem sendo testados métodos alternativos, como o uso de extratos e dleos
essenciais para o controle deste fungo como mostra no trabalho de Celoto et al. (2008) que
obtiveram o extrato de vinte e duas plantas, entre elas arruda (Ruta graveolens), beldroega
(Portulaca oleracea), serralha (Emilia sonchifolia), capim cidreira (Cymbopogon citratus) e
horteld (Mentha spicata x suaveolens), e testaram o efeito fungitoxico sobre o crescimento
micelial e a germinacéo de esporos de C. gloeosporioides. Como resultados, os extratos aquosos
de bucha (Luffa acutangula), eucalipto (Eucalyptus citriodora), erva-santa-maria
(Chenopodium ambrosioides) e unha-de-vaca (Bauhinia spp.), e 0s extratos hidroetanélicos de
arruda (R. graveolens), eucalipto (Eucalyptus citriodora), gengibre (Z. officinale) e erva-santa-

maria (Chenopodium ambrosioides) inibiram mais de 90% da germinacédo de esporos.
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Outros trabalhos como Carnelossi et al. (2009), que testaram o 6leo essencial de
capim-limao (C. citratus), eucalipto (E. citriodora), menta (Mentha arvensis) e estragdo
(Artemisia dracunculus) para o controle de C. gloeosporioides na cultura do mamoeiro,
mostraram que todos os 6leos testados inibiram em 100% o crescimento micelial do fungo na
aliquota de 50 mL. O dleo de C. citratus foi o mais eficiente, pois causou inibicdo de 100% a
partir da aliquota de 10 mL. Além disso, Souza, Vieira e Neves (2019), também avaliaram o
uso de oleos essenciais, tais como, palmarosa (C. martinii), cravo (Eugenia caryophyllata),
canela (Cinnamomum zeylanicum), capim limdo (C. citratus) e alecrim (R. officinalis), em seis
concentragdes 0, 100, 200, 400 e 800 uL L. Os 6leos essenciais de canela e cravo nas
concentracdes de 400 e 800 pL L apresentaram eficiéncia no controle do fungo C.

gloeosporioides.

2.1.3 Murcha e Podrid&o de Fusarium

A doenca fusariose pode ser causada por espécies do fungo Fusarium spp. No Brasil
esta doenca pode afetar diversas culturas, entre elas a cultura do gengibre (Z. officinale),
causada pelo fungo Fusarium oxysporum Schitdl. E um fungo considerado como principal
causador por ocasionar perdas significativa no campo e em pos-colheita, devido a murcha
vascular e podridao de rizomas (CARRASCO, 2016; MOREIRA et al., 2016). Este pertence ao
filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e Familia Nectriaceae
(PEREIRA; SOARES, 2012; MASSOLA JUNIOR, 2018).

O gengibre tem grande valor comercial por conta do seu rizoma, o qual é muito
apreciado na culinéria, tanto seco como in natura (CONCI, 2009). O maior produtor nacional
e exportador de gengibre € o Espirito Santo, e seu cultivo esta localizado na regido central
serrana do estado, onde as altitudes variam de 500 a 800 metros. O produto é reconhecido no
pais e no exterior, por conta do excelente padrdo comercial dos rizomas (WOELFFEL,
RAMOS; COLNAGO, 2015). No ano de 2019, os trés maiores produtores de gengibre eram
india, China e Nigeria, sendo que nos dias atuais, a India continua na primeira colocagio
(JOSHI; KHANAL, 2021). Quando o fungo atinge a planta, inicialmente elas ficam infectadas
e apresentam amarelecimento de folhas inferiores, 0 que consequentemente causara a murcha

da planta, como mostra a Figura 6.
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Figura 6. Sintoma de murcha na planta adulta, causada por Fusarium oxysporum.

" - ,
Fonte: Costa e Ventura (2015).

Os rizomas exibem um escurecimento vascular e hé presenca de micélio de coloracao
branca (Figura 7), o que pode gerar podriddo dos mesmos. Para que haja o desenvolvimento do
fungo, as condicOes ideais sdo temperaturas entre 24°C e 28°C, pH do solo entre 5,5 e 6,0,
baixos teores de matéria organica e ainda estresse hidrico e a disseminacdo através de
implementos agricolas, mudas infectadas e da &gua utilizada na irrigacdo (COSTA;
VENTURA, 2015).

Figura 7. Rizoma de gengibre com a presenca de micélio branco (A) e escurecimento
vascular (B).

Fonte: Autora (2022).

Para o controle, a principal medida é evitar a entrada de patdgenos nos campos de
producdo, uma vez que o fungo desenvolve varios clamiddsporos, o quais sdo as estruturas de
resisténcia do fungo que podem sobreviver no solo de 15 a 30 anos. A dispersdo ocorre por
meio de agua, ferramentas, implementos, rizoma-semente contaminados, ou até mesmo, pelo
vento. Além disso, outro controle relevante é a rotacdo de culturas com espécies que ndo sao
hospedeiras do patdgeno (MOREIRA et al., 2016).
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Além disso, para o controle quimico ndo foi encontrado nenhum produto registrado
para esta doenca para a cultura do gengibre, porém, ha recomendacao de trés produtos a base
de controle biologico: B. subtilis, Trichoderma harzianum e Trichoderma asperellum (MAPA/
AGROFIT, 2022). No controle alternativo, ha trabalhos em que demonstram a eficiéncia do
uso de 0leos essenciais sobre o fungo F. oxysporum. Salgado et al. (2003) avaliaram o efeito
de 6leos essenciais de trés espécies de eucalipto, Eucalyptus camaldulensis, E. citriodora e E.
urophylla para o controle de F. oxysporum, B. cinerea e Bipolaris sorokiniana nas
concentracdes de 5, 50 e 500 mg/Kg, sendo que nas concentracbes de 500 mg/Kg dos 0leos,
observou-se inibigdo significativa no crescimento micelial das espécies fungicas analisadas,
apo6s um periodo de sete dias. Porém, o dleo de E. urophylla foi o que apresentou maior acéo

fungitoxica.

Zacaroni et al. (2009) analisaram in vitro o efeito do 6leo essencial das folhas de
pimenta longa (Piper hispidinervum), sobre os fungos B. sorokiniana, F. oxysporum e C.
gloeosporioides, nas concentragdes de 100, 200, 500, 1000, 1500 e 2000 pug. mL* do dleo
essencial, e observou que na concentracdo de 200 pg. mL™ teve a inibicdo total do fungo B.
sorokiniana, enquanto para os fungos F. oxysporum e C. gloeosporioides, a inibi¢cdo ocorreu na
concentragdo de 1000 pg. mL™.

Além disso, Costa et al. (2011) testaram o efeito do 6leo essencial de cravo-da-india
(S. aromaticum) para o controle do crescimento micelial in vitro de quatro fungos
fitopatogénicos, incluindo F. oxysporum, sendo que, o 6leo apresentou atividade fungicida na
concentracdo de 0,15% sobre o crescimento de F. oxysporum e Fusarium solani. Ainda assim,
para mostrar a eficacia dos 6leos essenciais, Russiano (2020) testou o efeito do expurgo com
6leos essenciais, entre eles a melaleuca (M. alternifolia), citronela (Cymbopogon winterianus)
e lavanda (Lavandula stoechas) em sementes de tomate cereja contaminados com F.
oxysporum, e notou que, o G6leo de melaleuca pdde inibir o crescimento micelial de F.
oxysporum, sem prejudicar a germinacgédo das sementes de tomate cereja. Os testes posteriores
com este 0leo, demonstraram que houve reducéo de plantulas anormais em comparagdo com a

testemunha.

2.2 PLANTAS MEDICINAIS NO CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS
Na busca da diminuig¢do dos impactos na agricultura e também da contaminacao por

residuos de agrotoxicos, em alimentos, seres vivos ou entdo no meio ambiente, had novas
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técnicas de controles que estdo sendo estudadas para a atenuacao de quimicos, as quais podemos
destacar o uso de controle bioldgico, sejam eles naturais ou com a introducéo de uma agente de
controle e também, o uso do controle alternativo, a base de plantas medicinais (MORANDI;
BETTIOL, 2009).

As plantas medicinais, aromaticas e condimentares podem ser consideradas de
multiplas funcdes, pois apresentam varias utilidades, sejam elas para alimentacdo, em
cosméticos e até mesmo na acdo farmacoldgica (SENAR, 2017; VIDAL; PEREIRA, 2012).
Muitas das espécies vegetais, que sao utilizadas na medicina popular, podem ter outras fungdes,
como por exemplo, plantas que apresentam acdo de repelir insetos e contribuir para a
polinizacdo e controle natural. Também héa plantas que inibem ou entdo que de certa forma
promovem o desenvolvimento de outras plantas, atuando como espécie antagdnica ou entao,
companheira, respectivamente. Além disso, as plantas quando extraidas, produzem seu extrato,
que compdem caldas utilizadas como herbicidas, fungicidas ou até mesmo inseticidas
(BORSATO; FEIDEN, 2011).

As plantas produzem metabolitos primarios, os quais estdo diretamente envolvidos no
crescimento e também no desenvolvimento das plantas, e sdo encontrados em todo reino
vegetal. J& os metabolitos secundarios, também conhecidos por produtos secundarios ou
produtos naturais, diferem do anterior por apresentarem distribuicdo restrita no reino vegetal,
Ou seja, sao restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de espécies relacionadas (TAIZ;
ZEIGER, 2009; TAIZ et al. 2017).

Por muito tempo, os metabdlitos secundarios eram desconhecidos, porém, seus estudos
comegaram através de quimicos organicos do século XIX e inicio do século XX, que estavam
interessados na importancia dessas substéncias para uso em drogas medicinais, venenos,
aromatizantes e materiais industriais. Recentemente, foi apontado que muitos produtos
derivados do metabolismo secundario apresentam fungdes ecoldgicas importantes nos vegetais,
dentre elas a protegédo das plantas contra herbivoria e contra a infecgdo por microrganismos
patogénicos e também podem ser atrativos dando cor, sabor ou odor para animais polinizadores
e dispersores de sementes (TAIZ; ZEIGER, 2009; VIZZOTTO; KROLOW,; WEBER, 2010).

Os metabolitos secundarios sdo divididos em trés grupos: terpenos, compostos
fenolicos e compostos nitrogenados. Os terpenos constituem a maior classe de produtos
secundarios e diversas substancias desta classe sdo insollveis em agua. Todos 0s terpenos sao

derivados do isopreno (Cs) e quando ha presenca de duas unidades de Cs, ou seja, dez carbonos,



28

sdo chamados de monoterpenos; quando tem 15 carbonos (trés unidades de Cs) sdo os
sesquiterpenos, 20 carbonos sdo os diterpenos e assim sucessivamente (MARTINS, 2012;
TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os compostos fendlicos formam um grupo que apresenta um ou mais anéis aromaticos
hidroxilados, e sdo responsaveis pela atividade antioxidante de vegetais. Sua classificagdo se
da pelos fenolicos simples ou acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, lignanas e taninos. Os
compostos nitrogenados, tem sua maioria sintetizados a partir dos aminoacidos e, como
exemplo de compostos presentes neste grupo séo os alcaloides (MARTINS, 2012; VIZZOTTO,;
KROLOW; WEBER, 2010).

2.2.1 Oleos essenciais

Algumas plantas apresentam compostos bioativos, 0s quais tem a capacidade em
controlar vérias doencas. Estes compostos podem agir de forma direta sobre os patdgenos,
inibindo a germinagé&o e o crescimento, ou entdo de forma indireta, ativando o sistema de defesa
natural das plantas. Os bioativos estdo presentes em extratos e 6leos essenciais, 0s quais sao
obtidos a partir das plantas (VIDAL; PEREIRA, 2012).

Os 06leos essenciais também chamados de 6leos volateis, constituem um dos mais
importantes grupos de matérias primas para a industria. Podem ser encontrados nas folhas,
flores, cascas, madeira, raizes, frutos e sementes das plantas (MARTINS, 2012). Séo
compostos, frequentemente, por uma mistura complexa de monoterpenos e sesquiterpenos, 0s
quais séo de ocorréncia mais comum na natureza, sendo os mais facilmente encontrados, porém,
os diterpenos também podem estar presentes. Além destes, podem ter alguns 6leos essenciais
derivados do fenilpropanoides (MORAIS, 2009; SHARIFI-RAD et al., 2017).

Quando presentes em temperatura ambiente, apresentam aspecto oleoso, e tem como
principal caracteristica a volatilidade. Isto faz com que diferenciem dos 6leos fixos, que sdo
misturas de substancias lipidicas, geralmente provenientes de sementes (MORAIS, 2009). Ha
diferentes métodos de extracédo para isolar 6leos essenciais de plantas aromaticas, tais como a
hidrodestilacdo, a destilagdo a vapor, a extracdo por solventes organicos, a extracdo com fluido
supercritico, dentre outros (SILVEIRA et al., 2012).

Por apresentarem uma constitui¢do hidrofobica, os 6leos atravessam a parede celular

e a membrana plasmatica, alterando a estrutura de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios
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e podem causar lise celular (MARQUES, 2014). A presenca dos componentes majoritarios nos
6leos essenciais, podem ser responsaveis pelo efeito fungicida e/ou efeito fungistatico
(LORENZETTI, 2012).

Alguns dos mecanismos de ac¢do causados pelos 6leos vegetais e extratos em fungos
incluem o rompimento da integridade da parede celular pela inibi¢do da sintese de quitina e [3-
glucanas, as quais fazem parte da composicédo da parede celular do fungo; ruptura da membrana
celular, seja por ligacdo ou inibicdo da biossintese de ergosterol, que é um esterol e um dos
principais componentes da membrana plasmatica dos fungos e a inibi¢ao de &cido ribonucleico,
acido desoxirribonucleico ou sintese de proteinas (LAGROUH; DAKKA; BAKRI, 2017 apud
SEEPE; NXUMALO; AMOO, 2021).

2.2.1.1 Oleo essencial de canela-da-china

A canela-da-china (Cinnamomum cassia (L.) J.Presl) é originaria do sul da China e do
Vietnd (RAVINDRAN; NIRMAL-BABU; SHYLAJA, 2003 apud LAVINIKI, 2013) e, foi
introduzida na Europa e, até os dias atuais, é utilizada como substituta, porém de qualidade
menor, a canela verdadeira. Pertence a familia Lauraceae, € uma arvore sempre verde que pode
atingir até 7 metros de altura, com casca branca aromética, e apresenta a sinonimia cientifica
da C. aromaticum (BRASIL, 2010; GRANDI, 2014). As partes da planta que sdo utilizadas,
geralmente sdo as cascas do caule, porém pode-se utilizar também as folhas e os ramos (Figura
8).

Sua constituicdo quimica é formada por resina, tanino, lignina, bassorina, substancia
corante e, além disso, ha presenca do 6leo essencial, com cerca de 1,0%, (GRANDI, 2014). O
principal componente ativo do 6leo essencial de canela é trans-cinamaldeido, o é qual
constituido de aproximadamente 78,4%, seguido por metoxicinnamaldeido (9,4%), acetato de
cinnamila (3,1%), entre outros (VIA AROMA, 2021). Além disso, apresenta um odor aromatico
caracteristico (BRASIL, 2010). Este composto majoritario tem propriedades terapéuticas, como

acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria, hipoglicemiante, entre outros (MOTA, 2017).
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Figura 8. Flores (A), folhas (B) e tronco de Cinnamomum cassia (L.) J.Presl (C).

Fonte: PlantNet (2022).

A utilizacdo do 6leo essencial de C. cassia L., vem sendo testada para varios
microrganismos, entre eles bactérias como Escherichia coli (SOUZA et al., 2016), nematoides
como Meloidogyne incognita (JARDIM et al., 2018) e para fungos, por exemplo, onde o estudo
de Thanaboripat et al. (2007) analisaram o efeito de dezesseis 6leos essenciais, entre eles a
canela-da-china para a inibig&o do crescimento do fungo Aspergillus flavus, na dose de 250 pL
para cada 6leo. Dentre os resultados, destaca-se que a inibicdo de seu crescimento em maior
intensidade se da pelo 6leo da planta madeira branca (Melaleuca cajeputi), seguida pela canela

(C. cassia) e alfazema (Lavandula officinalis), respectivamente.

Além disso, Lorini, Bonaldo e Mendes (2016) avaliaram o efeito volatil dos dleos
essenciais de cravo-da-india (S. aromaticum), canela (C. cassia), alecrim (R. officinalis) e
eucalipto (Corymbia citriodora), na dose de 100 puL no desenvolvimento de fungos em
améndoas de castanhas-do-Brasil. Os fungos testados foram Aspergillus niger, A. flavus,
Rhizopus spp. e Penicillium spp. Como resultado, o dleo de eucalipto foi eficaz na inibicéo de
Penicillium spp., enquanto o 6leo de cravo obteve maior inibi¢cdo no Rhizopus spp. Ja a canela,
inibiu A. niger, A. flavus, Rhizopus spp. e Penicillium spp., ou seja, todos os fungos. Para o

alecrim, ndo houve eficacia no controle do crescimento dos fungos.

Com isso, Marino (2020) testou a eficacia da volatilizacdo de 6leos essenciais de
eucalipto citriodora (E. citriodora), alecrim (R. officinalis) e canela-da-china (C. cassia), para
o controle de B. cinerea, nas concentracdes de 100, 250 e 500 ppm, por periodos de 1, 2, 3,6
24 horas. Resultou-se que nas concentracgdes a partir de 100 ppm e com o tempo de volatilizagédo

de 6h, os 6leos de canela-da-china e alecrim inibiram em 100% o crescimento do fungo. Nos
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tempos menores de exposicao da volatilizagdo, o crescimento foi retardado, nos trés 6leos. Com
isso, nota-se que dleo de canela-da-china foi eficiente e teve efeito fungicida no fungo, a partir

da concentracdo de 100 ppm.

2.2.1.2 Oleo essencial de lavandin

A variedade lavandin ou grosso (Lavandula hybrida E.Rev. ex Brig.) € ocorre
naturalmente no sul da Franca, mas € cultivado em varias partes do mundo, como Espanha e
Argentina (MASON, 2014). Esta planta pertence a familia Lamiaceae e 0 género Lavandula
compreende cerca de 39 espécies (SALES, 2015). Como seu nome cientifico indica, € um
hibrido natural entre a Lavandula angustifolia Mill e a L. latifolia Medik (MASON, 2014). Sua
base semelhante a L. angustifolia, porém é mais desenvolvida e, as hastes florais sdo mais
longas (Figura 9). Além disso, sua altura pode variar de 0,80 a 1,00 m e as flores, com coloragéo
azul-violeta (O LAVANDARIO, 2022) (Figura 10).

Figura 9. Diferenca entre lavandin (Lavandula hybrida [var. grosso]) e lavanda
(Lavandula angustifolia Mill) e a L. latifolia Medik).

La lavande

Le lavandin Lavandula

Lavandula anqustifolia

‘ Mille
! Lawe la
officinalis
Chaix
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Miller x Lavandula
latifolia (L.f.) Medikus

Fonte: Wanke (2017).
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Figura 10. Planta de lavandin (Lavandula hybrida var. grosso).

Fonte: O lavandario (2022).

O lavandin, apresenta um rendimento de 6leo essencial cerca de cinco vezes maior que
a L. angustifolia (JIANU et al. 2013). Os principais constituintes do 6leo essencial desta planta
sdo o linalol, com cerca de 31,9%, acetato de linalila (27,7%) e céanfora (15,9%), sendo esse
ultimo um composto com odor desagradavel, que faz com que o 6leo essencial ndo seja usado
para fins terapéuticos (JIANU et al. 2013; VIA AROMA, 2019).

Estudos vém sendo analisados para a utilizacdo deste 6leo no controle de doencas
fitopatogénicas, como mostra Moumni et al. (2021), que analisaram sete 6leos essenciais, entre
eles capim limédo (C. citratus), lavanda (Lavandula dentada), lavandin (L. hybrida) e louro
(Laurus nobilis) para a inibicdo do crescimento dos principais patdgenos se sementes de
cucurbitaceas, como a Alternaria alternata e o Stagonosporopsis cucurbitacearum. Nos
resultados, o 6leo essencial de C. citratus inibiu completamente o crescimento micelial de S.
cucurbitacearum e A. alternata em 0,6 e 0,9 mg/mL, respectivamente. Ja com 1 mg/mL, L.
hybrida inibiu em 71% o crescimento micelial de A. alternata. Para o S. cucurbitacearum os
Oleos essenciais de Lavandula, tiveram resultados promissores com inibicdo de

aproximadamente 74% a 1 mg/mL.

Como jéa citado anteriormente, Lorenzetti et al. (2011) testaram doze 6leos, e entre eles
o lavandin (L. hybrida) nas concentragfes de 125, 250, 500 e 1000 ppm para a inibi¢do do
crescimento, producdo e germinagdo de conidios. No crescimento micelial, o éleo ndo foi tdo
eficiente, porém, teve melhor efeito se comparado com a testemunha. Para a producdo de
conidios, o 6leo estimulou a esporulacédo, ou seja, foi maior que a testemunha e na germinacgao

0 6leo ndo teve efeito positivo, sendo que apresentou 97% de germinacao e a testemunha 100%.
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2.2.1.3 Oleo essencial de palmarosa

A palmarosa (Cymbopogon martinii (Roxb.) W.Watson) tem sua origem na regido
mediterranea. Pertence & familia Palmaceae e é uma planta do tipo graminea. E uma planta
perene, com colmos tufados de até 3 metros de altura, folhas lanceoladas, com coloragéo verde
escura na face adaxial e verde-clara na face abaxial (SANTOS, 2011; SOORYA, 2021) (Figura
11).

Figura 11. Planta de palmarosa (Cymbopogon martinii).

Fonte: Artisan Aromatics (2022). |

Seus principais constituintes sdo o geraniol, com aproximadamente 78%, seguido por
acetato de geranila (10,4%), entre outros (SANTOS, 2011; VIA AROMA, 2019). Na medicina,
tanto a planta quanto o 6leo, sdo utilizados para tratar, por exemplo, reumatismos, queda de
cabelo, artrite e espasmos. Além disso, o 6leo essencial de palmarosa € um forte fungicida,
sendo que em testes de laboratorios foi mais eficaz que varios fungicidas sintéticos, contra
fungos, incluindo o Aspergillus spp. (SOORYA, 2021).

Hillen et al. (2012) observaram o efeito dos 6leos essenciais extraidos de candeia
(Eremanthus erythropappus), palmarosa (C. martinii) e de alecrim (R. officinalis) no
crescimento micelial de alguns fitopatdgenos flngicos e no tratamento de sementes de milho,
soja e feijdo. No teste in vitro, utilizou-se aliquotas de 20, 40, 60, 100, 200, 500 e 1000 uL de
cada oleo, para os fungos: Alternaria carthami, Alternaria spp. e Rhizoctonia solani. No
crescimento micelial, o 6leo de palmarosa inibiu completamente todos os patégenos flngicos,
independentemente da concentracdo. Ja os 6leos de candeia e alecrim foram melhores quando

foram adicionadas aliquotas superiores a 200 uL.
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Além disso, Guerra et al. (2015), testaram o Gleo de palmarosa (C. martinii) no
desenvolvimento do fungo Sclerotium rolfsii in vitro e em plantas de amendoim, e observaram
que na dose de 300 ppm e 400 ppm ocorreu uma reducédo de 55% do crescimento do fungo in

vitro e na incidéncia da doenca, respectivamente.

Neves e Vieira (2017), avaliaram o efeito dos 6leos essenciais de alecrim (R.
officinalis), basilicdo (Ocimum basilicum), bergamota (Citrus bergamia), cravo (S.
aromaticum), lemongrass (Cymbopogon citratus) e palmarosa (C. martinii), no controle in vitro
do fungo S. sclerotiorum isolado do feijoeiro, bem como na germinagdo, sanidade e
desenvolvimento inicial das plantulas de feijoeiro, e obtiveram que, 0s 6leos e concentracoes
com melhor efeito inibitorio foram lemongrass, na concentragdo de 40 pL.L; cravo e
palmarosa a 80 pL.L? e basilicdo a 160 pL. L. Para o teste de sanidade, os 6leos mais
eficientes foram o de cravo e o de palmarosa a 80 pL.L™, que inibiram totalmente o fungo.
Esses 6leos nas respectivas dosagens inibiram o crescimento micelial e o desenvolvimento do
fungo S. sclerotiorum em sementes e ndo interferiram na sua germinacao, sendo potencialmente

promissores para o tratamento desse fungo em sementes de feijao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS FUNGOS FITOPATOGENICOS E DOS OLEOS ESSENCIAIS

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Santa Catarina - Campus de
Curitibanos no Laboratério de Fitopatologia, no periodo de dezembro de 2021 a agosto de 2022.
Os fungos foram obtidos da Micoteca do laboratério e isolados em meio BDA (Batata-
Dextrose-Agar). Para a realizacdo do isolamento fungico, utilizou-se fragmentos de frutos
doentes, sendo que para o fungo C. gloeosporioides foi isolado do fruto de goiaba-serrana
contaminada, provenientes do municipio de S&o Joaquim, SC. O fungo Fusarium spp., foi
isolado de rizomas de gengibre infectado e o fungo B. cinerea foi isolado de fragmentos de

morango doente, ambos coletados no municipio de Curitibanos.

Todos os fungos foram obtidos através da retirada de fragmentos doentes, o quais
foram desinfectados superficialmente em alcool 70% por 1 min., hipoclorito de sédio a 2% por
1 min., e em seguida, enxaguados com agua destilada (ALFENAS et al, 2007). Os fragmentos

foram cultivados em meio BDA sob incubacédo a 25°C e fotoperiodo de 12 horas (Figura 12).

Figura 12. Placas sendo incubadas na incubadora BOD, com um fotoperiodo de 12 horas,
a 25°C.
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Fonte: Autora (2022).

Os 0leos essenciais das plantas medicinais de canela-da-china (Cinnamomum cassia

L.), lavandin (Lavandula hybrida grosso) e palmarosa (Cymbopogon martinii) foram
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adquiridos comercialmente da marca Via Aroma® em frascos &mbar, contendo 10 mL cada, 0s

quais foram armazenados em temperatura ambiente (Figura 13).

Figura 13. Oleos essenciais utilizados no experimento. Canela-da-china (A), lavandin (B)
e palmarosa (C) da marca Via Aroma®.

§ BALMAROSA
% marty, Gr ]

. Oripem: [ndi

1/036 Floz

|

Fonte: Via Aroma (2022).

3.2 AVALIACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL DOS
FUNGOS

Na avaliagdo do crescimento micelial in vitro foram utilizadas concentragoes
crescentes de 0, 250, 500 e 1000 ppm dos 06leos essenciais de canela-da-china, lavandin e
palmarosa para os fungos C. gloeosporioides e Fusarium spp., e para o fungo B. cinerea foram
utilizadas as concentracdes de 0, 50, 100, 150, 250, 500 e 1000 ppm dos mesmos Oleos
essenciais. As aliquotas dos Oleos foram adicionadas em meio de cultura BDA fundente,
juntamente com antibidtico estreptomicina e penicilina (500 mg.L ™) e Tween20® a 0,5%. Apds
a solidificacdo do meio de cultura um disco de micélio do fungo foi repicado ao centro da placa

(Figura 14). As placas foram vedadas e incubadas 25°C com fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 14. Processo de repicagem do fungo. Flambagem do repicador (A); repicagem do
fungo (B); retirada do disco com a alca (C); disco de micélio repicado ao centro da placa (D)

Fonte: Autora (2022).

As avaliagdes iniciaram ap6s 24 horas da instalacdo do ensaio e as medi¢des foram
perpendiculares do diametro da coldnia (Figura 15) e foram diarias até que no tratamento
testemunha atingisse 90% do crescimento na placa ou sua totalidade. Com os dados das
avaliacdes foi calculado a &rea abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) através da
férmula (1) e o indice de velocidade de crescimento micelial do fungo (IVCM) através da
férmula (2), ambas descrita por Campbell e Madden (1990):

AACCM = 3 (P22 - (444 — 1) o

Em que yi e yi+1 S80 os valores de crescimento da colonia observados em duas

avaliacGes consecutivas, ti+1 e ti sdo 0s intervalos das avaliages.

Para o célculo do indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) foi aplicada a
férmula:

IVCM = X (x40 — ) - (b1 — &) 2)
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Em que X; e Xi+1 S80 0s valores de crescimento micelial da colénia em duas avaliacOes
consecutivas e ti+1 € tj € o intervalo entre estas avalia¢fes. Tanto a AACCM quanto o IVCM,

foram convertidos em porcentagem de inibicdo e porcentagem de reducdo do crescimento.

Figura 15. Medicdo perpendicular do crescimento micelial em placa de Petri com g de 9
cm.

Fonte: Autora (2022).

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro tratamentos:
4 doses dos Gleos essenciais (0, 250, 500 e 1000 ppm) para os fungos C. gloeosporioides e
Fusarium spp., e sete tratamentos/doses (0, 50, 100, 150, 250, 500 e 1000 ppm) para o fungo
B. cinerea, com cinco repeticdes. Cada placa de Petri foi considerada uma repeticao e os dados
foram submetidos a analise de regressdo utilizando o software R.

3.3 CONTAGEM DE CONIDIOS

No ultimo dia de avaliagdo/medigdo dos experimentos foi realizada a contagem de
conidios dos fungos avaliados. Para a contagem de conidios (Figura 16) utilizou-se 10 mL de
agua em cada placa. O micélio foi cuidadosamente raspado, com o auxilio da al¢a de Drigalski
de vidro (ALFENAS; ZAUZA; MAFIA, 2007). Em seguida, este liquido foi filtrado em gaze,
com ajuda de um funil, para o vidro Erlenmeyer. Com uma pipeta de pléastico foi colocado em
torno de 2 gotas na camara de Neubauer (Figura 17).
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Figura 16. Processo para a realizagdo da contagem de conidios. Utilizou-se 10 mL de
agua (A); em seguida foi acrescentada junto ao micélio, o qual foi cuidadosamente raspado
com o auxilio da alga de Drigalski de vidro (B); o liquido foi filtrado (C); e pipetado em torno
de 2 gotas na camara de Neubauer (D).

Fonte: Autora (2022).

Figura 17. Imagem de uma camara de Neubauer utilizada para a contagem de conidios.

Fonte: Alfenas, Zauza e Mafia (2007).

A camera de Neubauer foi acoplada ao microscopio para visualizagdo em conjunto
com um sistema de fotografia para captura das imagens da camara (Figura 18). Na contagem,
considerou-se o quadrante C’ da camara de Neubauer (ALFENAS; ZAUZA; MAFIA, 2007) e
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as imagens foram processadas com o pacote EBImage do software R, para possibilitar na
contagem dos conidios.

Figura 18. Camara de Neubauer para contagem dos conidios (A); Camera fotografica
acoplada ao microscopio (B).

Fonte: Autora (2022).

34 EFEITO DA VOLATILIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE O
CRESCIMENTO MICELIAL DOS FUNGOS

No ensaio de volatilizacdo, para avaliar o efeito volatil de Gleos essenciais, um
chumaco de algoddo foi fixado na parte interna da tampa da placa de Petri, com o auxilio de
fita adesiva. Apos este procedimento, as placas foram autoclavadas e secadas em estufa, de 45
a 50°C. Na avaliacéo do efeito de volatilizacdo dos 6leos essenciais, primeiramente foi utilizado
aliquota de 100 uL dos trés 6leos essenciais (canela-da-china, lavandin e palmarosa) para 0s
trés fungos (Figura 19). As aliquotas foram pipetadas na superficie do algoddo como mostra a
Figura 19B.

O meio de cultura BDA fundente foi vertido em placas e ap6s sua solidificagdo, seguiu
0 mesmo procedimento descrito ao item 3.2, a partir do momento da repicagem dos fungos. As
placas foram vedadas e incubadas 25°C com fotoperiodo de 12 horas. Apés a verificacdo dos
resultados, outra dose foi utilizada, de 200 puL, para os fungos que cresceram na dosagem

anterior de 100 pL.
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Figura 19. Retirada do 6leo essencial do vidro (A) e pipetagem da aliquota do 0leo sobre
0 chumaco de algodéo (B).

Fonte: Autora (2022).

As avaliagBes iniciaram ap6s 24 horas da instalacdo do ensaio e as medicdes foram
perpendiculares do didmetro da colbnia. As avaliagdes foram diérias até que o tratamento
testemunha atingisse 100% do crescimento na placa. Apds o crescimento total da placa

testemunha, os chumacos de algoddo foram retirados da tampa dentro do fluxo laminar,

conforme a Figura 20.

Figura 20. Retirada do algod&o das tampas das placas de Petri no fluxo laminar.

Fonte: Autora (2022).

O desenho experimental foi num delineamento inteiramente casualizado (DIC) com

trés tratamentos: 6leos essenciais de canela-da-china, lavandin, palmarosa na dose de 100 pL e
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utilizou-se uma testemunha para cada um dos trés fungos. Este delineamento foi repetido com
uma dose maior, de 200 pL, para os 6leos essenciais de lavandin e palmarosa para o controle
dos fungos C. gloeosporioides e Fusarium spp. Foram utilizadas cinco repeti¢es para ambos
0s ensaios e, cada placa de Petri foi considerada uma repeticdo. Os dados foram submetidos a

andlise de variancia e ao teste de Scott-Knott ao nivel 5% de probabilidade pelo software R.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO FUNGICO

Os fungos fitopatogénicos isolados, quando cultivados em meio BDA, foram
identificados como Botrytis cinerea (Figura 21), Colletotrichum gloeosporioides (Figura 22) e
Fusarium spp. (Figura 23), utilizando a consulta em literatura de Amorim et al. (2016) e
Massola Junior (2018). Observou-se que, o B. cinerea cultivado em meio BDA apresenta
aspecto cotonoso mais espesso, com colbnias de coloracdo cinza claro, e que produzem
conidiéforos e conidios de coloragdo cinza escuro (Figura 21). Os conidios séo elipticos e
podem medir até 10 um de didmetro (PAUL et al., 1998).

Figura 21. Botrytis cinerea isolado de fragmentos de morango, ap6s ser cultivado em
meio de cultura BDA.

Fonte: Autora (2022).

Para o C. gloeosporioides, ha uma grande varia¢do quanto a coloracdo, a qual pode ser
marrom-claro, cinza-escuro, cinza-claro, salméo ou branco. No presente trabalho, a coloracdo
que predominou foi a cinza-escuro, com presenca de manchas alaranjadas no centro da placa,
caracteristica da massa de conidios. Os conidios sdo diversificados em relagdo a forma e ao
tamanho, os quais podem ser cilindricos, retos e fusiformes (BILIENKI JUNIOR; AUER;
WOLF 11, 2021) (Figura 22).
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Figura 22. Colletotrichum gloeosporioides isolado de fragmentos de goiaba-serrana, apos
ser cultivado em meio BDA.

Fonte: Vezzani (2019); Autora (2022).

Segundo Moreira (2016), o Fusarium spp. cultivado em meio BDA apresenta micélio
aéreo de coloracdo branca, e producdo de pigmento violeta ou rosado. Além disso, pode
apresentar alteracGes na coloracdo das col6nias, podendo variar de branco a violeta claro na

frente da placa; violeta claro, réseo e creme a violeta escuro no verso da placa (Figura 23).

Figura 23. Fusarium spp. isolado de fragmentos de gengibre, apds ser cultivado em meio
BDA.

Fonte: Autora (2022).

Apds o isolamento dos trés fungos, os mesmos foram mantidos em meio BDA e
incubados a 25°C com fotoperiodo de 12 horas. Também foi realizado a preservacéo dos fungos
pelo método Castellani. Este método consiste em armazenar discos miceliais cultivados em
meio BDA em 4gua autoclavada. Os discos sdo mantidos em frasco de vidro do tipo penicilina
fechados hermeticamente com tampas de borracha e armazenados em temperatura ambiente
(GONCALVES; ALFENAS; MAFIA, 2007).
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4.2 INIBIC}AO DO CRESCIMENTO MICELIAL

Em relac@o a porcentagem de inibicdo da AACCM de Botrytis cinerea, os tratamentos
com o 0leo essencial de canela-da-china apresentaram inibicao total a partir da concentracdo de
180 ppm, como pode ser observado pelo ajuste da regresséo platé (Figura 24A). Para o 6leo de
lavandin, o ajuste foi linear, sendo observado um aumento na inibi¢cdo do fungo proporcional
ao aumento da concentracdo (Figura 24B), sendo que na concentracdo de 500 ppm, a inibicdo
foi de aproximadamente 93%. No 0Oleo de palmarosa, o ajuste foi para a equacdo plat6, onde a
concentracdo de inibicéo total foi a partir de 233 ppm (Figura 24C).

Figura 24. Inibicdo da AACCM para o Botrytis cinerea para os 6leos essenciais de
canela-da-china (A); lavandin (B); palmarosa (C).
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Fonte: Autora (2022).

Quanto aos resultados obtidos para o IVCM de Botrytis cinerea, os tratamentos com o
6leo essencial de canela-da-china apresentaram ajuste de regressdao platé (Figura 25A) e,
apresentou inibicdo completa a partir da concentracdo de 198 ppm. Assim como o 0leo anterior,
para palmarosa 0 mesmo comportamento foi observado, porém, a inibicdo total ocorreu a partir
da concentragéo de 278 ppm (Figura 25C). Para o 6leo de lavandin, o IVCM foi semelhante ao
AACCM (Figura 25B).
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Figura 25. Inibi¢do do IVCM para o Botrytis cinerea para os 6leos essenciais de canela-
da-china (A); lavandin (B); palmarosa (C).
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Fonte: Autora (2022).

Nestes resultados, para a AACCM de Colletotrichum gloeosporioides, apenas o 6leo
de canela-da-china apresentou ajuste de regressdo platd, onde sua inibi¢cdo ocorre a partir da
concentracdo de 502 ppm (Figura 26A). Os 6leos de lavandin e palmarosa, apresentaram ajuste
de forma linear, sendo que o aumento na inibicdo do fungo se da conforme o aumento da
concentracdo (Figura 26B e Figura 26C). Para ambas, a inibicdo se da na concentracédo de 1000
ppm e, a inibi¢do foi de aproximadamente 73% e 100%, respectivamente.



47

Figura 26. Inibicdo da AACCM para o Colletotrichum gloeosporioides para os 6leos
essenciais de canela-da-china (A); lavandin (B); palmarosa (C).
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Fonte: Autora (2022).

O oleo de canela-da-china inibiu em até 100% com uma boa acdo antifungica, ou seja,
para este fungo, apresentou inibicao a partir da concentracdo intermediaria testada, com maiores
componentes ativos em sua composicao, se comparado com os demais 6leos, no entanto para o
fungo C. gloeosporioides, 0 6leo de lavandin e palmarosa também apresentam boa acao, porém,
necessitam de maiores concentracdes para atingir a mesma eficiéncia que o éleo de canela-da-

china tem, com menores concentracdes, para o controle deste fungo.

Para o IVCM de Colletotrichum gloeosporioides os resultados foram semelhantes ao
AACCM, onde apenas o 6leo de canela-da-china apresentou ajuste de regressdo platd. Sua
inibicdo se da a partir da concentracdo de 510 ppm (Figura 27A). Como mencionado
anteriormente, os 6leos de lavandin e palmarosa apresentaram ajuste de forma linear (Figura
27B e Figura 27C), e a inibicéo se da na concentracdo de 1000 ppm e, com aproximadamente
48,7% e 100%, respectivamente.
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Figura 27. Inibicdo do IVCM para o Colletotrichum gloeosporioides para os 6leos
essenciais de canela-da-china (A); lavandin (B); palmarosa (C).
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Fonte: Autora (2022).

De acordo com os resultados, para o fungo Fusarium spp., nota-se que para 0s 6leos
de canela-da-china e palmarosa, o ajuste foi de regressao platd, e a inibi¢cdo ocorre a partir da
concentracdo de 402 ppm (Figura 28A) e 507 ppm (Figura 28C), respectivamente. O 6leo de
lavandin apresenta ajuste de forma linear, (Figura 28B), e apresenta aproximadamente 100%
de inibicdo, na concentracdo de 1000 ppm.



49

Figura 28. Inibicdo da AACCM para o Fusarium spp. para os 6leos essenciais de canela-
da-china (A); lavandin (B); palmarosa (C).

100-

y = —0,0000466 + 0,248 - x
sex > 402

40~

y= 426+0103-x
72 = 0,907

Porcentagem de inibigdo da AACCM (%)
Porcentagem de inibigo da AACCM (%)

.
.
H
3
0

750 1000 260 500 750 1000

Concentragao (ppm)

100- [ L]

y=-102+0,199-x
sex > 507

40-

Porcentagem de inibic&o da AACCM (%)

0 250 500 750 1000
Concentragao (ppm)

Fonte: Autora (2022).

Para este fungo, o 6leo de palmarosa apresentou inibicdo total na concentracdo
préxima ao do 6leo essencial de canela. Tanto para Fusarium spp., quanto B. cinerea os 6leos
apresentaram reducdo no crescimento parecido, e com isso, percebe-se que estes fungos sédo

mais sensiveis aos componentes dos 6leos do que o C. gloeosporioides.

O oleo de lavandin apresentou ajuste de forma linear (Figura 29B), semelhante ao
anterior. Novamente, nota-se que para os 6leos de canela-da-china e palmarosa, o ajuste foi de
regressdo platd, e a inibicdo ocorre a partir da concentracdo de 513 ppm (Figura 29A) e 548
(Figura 29C), respectivamente.
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Figura 29. Inibi¢do do IVCM para o Fusarium spp. para os 6leos essenciais de canela-da-
china (A); lavandin (B); palmarosa (C).
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Fonte: Autora (2022).

Na Figura 30 demonstra o resultado das sete concentragdes (0, 50, 100, 150, 250, 500

e 1000 ppm) para o fungo Botrytis cinerea.

Figura 30. Resultados dos 06leos de canela-da-china, lavandin e palmarosa, nas
concentragdes de 50, 100 e 150 ppm e testemunha (A); 250, 500 e 1000 ppm (B) para o fungo

Botrytis cinerea.

Mofo cinzento
Bomytis cinerea

Testemunha

Canela 50 ppm
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Palmarosa 50 ppm

Canela 100 ppm

Lavandin 100 ppm

Palmarosa 100 ppm

Canela 150 ppm

Lavandin 150 ppm

Palmarosa 150 ppm

Canela 250 ppm

Lavandin 250 ppm

Palmarosa 250 ppm

Canela 500 ppm

Lavandin 500 ppm

Palmarosa 500 ppm

Canela 1000 ppm

Lavandin 1000 ppm

Palmarosa 1000 ppm

Fonte: Autora (2022).
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Para o Colletotrichum gloeosporioides os resultados obtidos pelos 6leos de canela-da-

china, lavandin e palmarosa, nas concentragdes 250, 500 e 1000 ppm, s&o demonstrados na

Figura 31.

Figura 31. Resultados dos 6leos de canela-da-china, lavandin e palmarosa, nas
concentragdes de 250, 500 e 1000 ppm e testemunha, para o fungo Colletotrichum

gloeosporioides.

Antracnose
Colletotrichum gloeosporioides Canela 250 ppm Canela 500 ppm

Lavandin 250 ppm Lavandin 500 ppm

Testemunha

Palmarosa 250 ppm

Palmarosa 500 ppm

Palmarosa 1000 ppm

Fonte: Autora (2022).

Além disso, para o Fusarium spp. os resultados obtidos pelos trés 6leos, nas

concentragdes 250, 500 e 1000 ppm, sdo demonstrados na Figura 32.
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Figura 32. Resultados dos 6leos de canela-da-china, lavandin e palmarosa, nas
concentragdes de 250, 500 e 1000 ppm e testemunha, para o fungo Fusarium spp.

Fusarium sSpp. Canela 250 ppm Canela 500 ppm Canela 1000 ppm
-andin 2 TORT B
Testemunha Lavandin 250 ppm Lavandin 500 ppm Lavandin 1000 ppm
Palmarosa 250 ppm Palmarosa 500 ppm Palmarosa 1000 ppm

Fonte: Autora (2022).

Nas pesquisas de Salgado et al. (2003) observaram o efeito de trés éleos essenciais de
eucalipto em B. cinerea e F. oxysporum, sendo que para o B. cinerea houve acdo fungitoxica
na concentragdo de 500 mg/L para os 6leos Eucalyptus urophylla e E. camaldulensis, e para o
F. oxysporum os trés 6leos testados tiveram efeito fungitoxico. Fonseca et al. (2015) também
testaram o efeito dos dleos essenciais no crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
nas concentracdes de 250, 500, 1000 e 3000 mg/L. Como respostas, obteve-se que o 6leo de
alecrim-do-campo reduziu fortemente o crescimento, a partir da concentracdo de 500 mg/L.
Com isso, estes estudos corroboram com o presente trabalho, indicando a eficiéncia de 6leos

essenciais para o controle dos fungos B. cinerea e F. oxysporum.

Romero et al. (2012) avaliaram o efeito do 6leo de orégano (O. vulgare) sobre a
germinacdo de esporos e crescimento micelial de alguns fungos, entre eles 0 Fusarium spp. e 0
C. gloeosporioides, nas concentracdes de 250, 500, 1000 e 2000 ppm. Como resultados obteve-
se que a partir da concentracdo de 500 ppm, houve a inibi¢cdo do crescimento micelial e da
germinacdo de esporos dos fungos, e com isso, este estudo mostrou a eficiéncia da utilizagdo
de 6leo essencial, apesar de ter sido 6leo de orégano, mas com concentracdes semelhantes ao
que foi utilizado neste trabalho, no controle de fungos fitopatogénicos.
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Souza, Vieira e Neves (2019) determinaram o potencial fungicida de cinco 6leos
essenciais, entre eles palmarosa (C. martinii), cravo (E. caryophyllata), canela (C. zeylanicum),
capim-limao (C. citratus) e alecrim (R. officinalis), para o controle de C. gloeosporioides, nas
doses crescente de 100 pL.L "+, 200 uL.L ', 400 pL.L " e 800 pL.L 1. Com isso, resultou que
a partir da concentragdo de 100 uL.L 2, a canela comegou a retardar o crescimento, sendo que
na dose de 400 uL.L 1, houve inibicdo total do crescimento. Na dose de 800 pL.L " o cravo
apresentou inibicdo total, e para os demais, o crescimento foi menor. Neste trabalho, o 6leo de

canela apresentou efeito com doses menores do que os apresentados no presente estudo.

Ferreira et al. (2020) estudaram o efeito de dleos de citronela (C. winterianus), de
orégano (O. vulgare) e melaleuca (M. alternifolia), e eugenol obtido de cravo-da-india (S.
aromaticum) no controle de fungos fitopatogénicos, entre eles B. cinerea, C. gloeosporioides e
Fusarium spp. A metodologia se deu através do halo de inibicao e os resultados obtidos foram
que o Gleo de citronela foi mais eficiente que o fungicida Captan®, evidenciando potencial
antifangico nos fungos de B. cinerea e Fusarium spp, os quais tiveram controle de 8 e 7,5 cm,

respectivamente. J& o C. gloeosporioides obteve controle apenas de 0,4 cm.

Itako et al. (2021) avaliaram o efeito dos Oleos essenciais de cravo-da-india (S.
aromaticum), capim-liméo (C. citratus), eucalipto (E. citriodora) e alecrim (R. officinalis) no
desenvolvimento micelial do fungo Colletotrichum spp. em fragmentos de frutos de goiaba-
serrana (F. sellowiana). Utilizou-se as concentracfes de 250, 500 e 1000 ppm, e o fungicida
fluazinam e obteve-se que na concentracdo a partir de 500 ppm, para o 6leo de capim-liméo,
houve inibicdo do crescimento micelial, e para o cravo-da-india, 0 mesmo efeito ocorreu na
concentracdo de 1000 ppm. Para os demais 0leos, alecrim e eucalipto, na concentracdo de 1000
ppm a inibicdo foi de 49,1 e 70,6%, respectivamente. Através dos resultados obtidos pelos
autores, mostra-se a eficiéncia do 6leo de capim-liméo (género Cymbopogon), para o controle

de C. gloeosporioides em concentra¢fes menores gque a estudada, neste trabalho.

Como mostra no trabalho anterior, 0 6leo de capim-limé&o teve melhor eficiéncia para
o controle de Colletotrichum spp., do que o 6leo de palmarosa, utilizado no presente trabalho.
Apesar dos 6leos serem do mesmo género, pode haver diferenga na concentracdo de inibig&o,
pois, segundo Rosa et al. (2010), ha fatores que podem influenciar no efeito do 6leo essencial,
alterando sua composicao e, dentre eles, pode-se citar o horario da colheita das plantas, pois
cada espécie ha um momento em que o0 aroma esta mais acentuado, e com isso, acredita-se que

seja quando ha maior efeito de 6leo essencial.
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Observa-se que nos resultados obtidos no presente estudo, o 6leo de canela-da-china
apresentou maior efeito inibitorio sobre fungos fitopatogénicos. O trabalho de Souza, Vieira e
Neves (2019) corrobora com esses resultados, pois eles verificaram que na menor dose o 6leo
de canela-da-china comecou a retardar o crescimento, diferenciando-se dos demais. Um dos
motivos que pode ter levado a isso, é que o 6leo de canela-da-china tem maiores componentes
ativos na sua composicdo, e 0 componente majoritério trans-cinamaldeido tem grande acdo

antifngica e antimicrobiana, se comparada com os demais 6leos testados no presente trabalho.

Além disso, os 6leos de plantas do género Cymbopogon, como a palmarosa,
dependendo da forma de extracdo do 6leo essencial, pode influenciar na quantificacdo dos
componentes majoritarios. No dleo de palmarosa, sua composi¢do apresenta grande quantidade
de geraniol, o qual apresenta boa acdo fungitoxica para determinados fungos como foi
demostrado nos resultados de inibigdo do crescimento micelial, sendo que apresenta controle
satisfatorio (100%) nos fungos B. cinerea e Fusarium spp, a partir da concentracdo de 233 ppm

e 507 ppm, respectivamente.

4.3 CONTAGEM DE CONIDIOS

No ultimo dia de avaliacdo, realizou-se a contagem de conidios dos ensaios com 0s
fungos, que foram cultivados nas concentracdes de 250, 500 e 1000 ppm para os fungos C.
gloeosporioides e Fusarium spp. e concentragdes de 50, 100 e 150 ppm para o B. cinerea. Para
os fungos B. cinerea e Fusarium spp. nao foi observado a formacéo de conidios, em nenhuma
das repeticdes, dos tratamentos analisados. Segundo Moreira et al. (2016), a producdo
abundante dos microconidios de algumas espécies de Fusarium ocorre em meio SNA
(Sacarose-Nutriente-Agar), fator que pode ter influenciado a no producéo de conidios, uma

vez que 0 meio utilizado no ensaio foi 0 BDA.

Para o B. cinerea, Marcuzzo e Harbs (2018) utilizaram o fungo Botrytis squamosa, e
verificaram que a temperatura influenciou na esporulacdo dos conidios, 0s quais apresentaram
melhor desenvolvimento entre as temperaturas de 15 e 20°C. Considerando que o fungo é do
mesmo género, isso pode ter sido um fator que influenciou na producdo dos conidios pois, a

temperatura utilizada no trabalho foi de 25°C.

Portanto, as analises foram realizadas apenas para o fungo C. gloeosporioides e 0s
dados constam na Tabela 1. O o6leo de canela-da-china, nas concentra¢des de 500 e 1000 ppm
e palmarosa, somente na concentragao de 1000 ppm, inibiram em 100% a esporulacéo do fungo.
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Porém, o 6leo de palmarosa, na concentracdo de 250 ppm, estimulou a esporulacéo, ou seja,
houve producdo de mais conidios quando comparado com a testemunha. O 6leo de lavandin
inibiu parcialmente a esporulacdo quando comparado com a testemunha, com uma inibicédo de
32% para a concentracdo maxima.

Tabela 1. Porcentagem de inibic&o de esporulacdo do fungo Colletotrichum gloeosporioides

em diferentes concentracdes de 6leos essenciais (OE) de lavandin, palmarosa e
canela-da-china.

Concentracéo dos

OE Lavandin Palmarosa Canela-da-china
0 ppm 0,0b 0,0b 0,0b
250 ppm 27,0a *x 2,0b
500 ppm 13,0b 36,0b 100,0a
1000 ppm 32,0a 100,0a 100,0a

*Letras iguais na coluna néo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
** Estimulou a esporulagéo.
Fonte: Autora (2022).

Carnelossi et al. (2009) testaram alguns 6leos para a inibicdo da esporulacdo de C.
gloeosporioides e concluiram que o capim-liméo (C. citratus) destacou-se, apresentando 100%
de inibicdo na esporulacao a partir da aliquota de 10 pL. Vale ressaltar que o C. citratus pertence
ao mesmo género que a planta palmarosa (C. martinii) e com isso, seus 6leos apresentam o
mesmo componente que é o citral, o qual € uma mistura isomérica de neral e geranial, sendo
que o ultimo representa cerca de 55-70%, e é obtido pela oxida¢do do geraniol, este encontrado
como componente majoritario no 6leo essencial de palmarosa (GUIMARAES et al., 2011;
SANTOS, 2011).

Nos trabalhos de Souza Junior, Sales e Martins (2009) a partir da dose de 1 pL/mL dos
6leos testados, houve efeito sobre a germinacdo dos conidios do fungo C. gloeosporioides com
inibicdo de 100%. J& nas pesquisas de Lorenzetti et al. (2011) os 6leos de capim liméao,
palmarosa, e canela, na concentracdo de 1000 ppm, inibiram completamente a esporulacéo do

fungo B. cinerea, impedindo sua producdo de conidios e a sua germinacao.

Através destes resultados, nota-se que ha 6leos que estimulam a esporulagéo e inibem
o0 crescimento, como os dados obtidos pelo 6leo de palmarosa, mas ha também, 6leos que
inibem concomitantemente o crescimento micelial e a esporulagcdo, como é o caso da canela-
da-china. Para os demais fungos, os fatores como meio de cultura e temperatura podem ter

influenciado na producdo de conidios.
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4.4 VOLATILIZACAO DOS OLEQS ESSENCIAIS

Com os dados obtidos no primeiro ensaio, na dosagem de 100 pL (Tabela 2) para o
fungo B. cinerea os 6leos essenciais influenciaram no seu crescimento e ndo houve crescimento
fangico, ou seja, a inibicdo foi total, tanto antes quanto depois da retirada do algodéao. O 6leo
essencial de canela-da-china, inibiu em 100% o crescimento micelial dos trés fungos utilizados
nos ensaios mesmo apos a retirada do chumaco de algodéo, contendo a aliquota dos 6leos.

Tabela 2. Porcentagem de inibi¢do dos fungos Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium spp. na dosagem de 100 pL para os 6leos canela-da-

china, lavandin e palmarosa, antes e depois da retirada do chumaco de algodéao das
tampas das placas de Petri.

Colletotrichum

i Botrytis cinerea Fusarium spp.
Oleos essenciais gloeosporioides

Antes Depois Antes Depois Antes Depois
Canela-da-china 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a 100,0a
Lavandin 100,0a 100,0a 100,0a 9,4b 100,0a 63,0a
Palmarosa 100,0a 100,0a 25,4b 0,0b 100,0a 20,2b
Testemunha 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b 0,0b

*Letras iguais na coluna nao diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2022).

A partir dos resultados obtidos, realizou-se outro ensaio com uma dose maior, de 200
uL. Neste ensaio, utilizou-se os fungos C. gloeosporioides e Fusarium spp., e os 6leos de
lavandin e palmarosa. O 6leo de lavandin inibiu o crescimento do fungo C. gloeosporioides
antes e depois da retirada do algod&o e para o Fusarium spp., seu crescimento foi interrompido
apenas com a presenca do 6leo, sendo que apos a retirada do algod&o, houve inibicdo de apenas
53,9%. Para o palmarosa, esta dose inibiu o crescimento micelial em 36,7% para o C.
gloeosporioides, mas para o0 Fusarium spp. enquanto o Oleo estava presente, 86,5% do

crescimento foi inibido (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de inibicdo dos fungos Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides e Fusarium spp. na dosagem de 200 L para os 6leos lavandin e
palmarosa, antes e depois da retirada do algodéao das placas.

Oleos Colletotrichum gloeosporioides Fusarium spp.
essenciais Antes Depois Antes Depois
Lavandin 100,0a 100,0a 100,0a 53,9a
Palmarosa 36,7b 5,7b 86,5a 25,2b
Testemunha 0,0c 0,0b 0,0b 0,0b

*Letras iguais na coluna néo diferem entre si, pelo Teste Scott-Knott (p>5%)
Fonte: Autora (2022).
O oleo de lavandin inibiu o crescimento do fungo C. gloeosporioides antes e depois
da retirada do algoddo e para o Fusarium spp., seu crescimento foi interrompido apenas com a
presenca do 0Oleo, sendo que apos a retirada do algodao, houve inibicdo de apenas 53,9%. Para
0 palmarosa, esta dose inibiu o crescimento micelial em 36,7% para o C. gloeosporioides, mas

para o Fusarium spp. enquanto o 6leo estava presente, 86,5% do crescimento foi inibido.

Marino (2020) testou a eficicia da volatilizacdo de dleos essenciais de eucalipto
citriodora (Eucalyptus citriodora), alecrim (R. officinalis) e canela-da-china (C. cassia), por
periodos de 1, 2, 3, 6 e 24 horas para o controle de B. cinerea, nas concentracdes de 100, 250 e
500 ppm, e obteve-se que nas concentracdes a partir de 100 ppm e com o tempo de volatilizacdo
de 6 h, o 6leo de canela-da-china inibiu em 100% o crescimento do fungo. O resultado deste
trabalho corrobora com o presente estudo, visto que a utilizacdo da volatilizacdo do dleo de

canela-da-china, para o controle de B. cinerea foi eficiente.

Soylu, Kurt e Soylu (2010) avaliaram in vitro e in vivo a a¢do antifingica dos 6leos de
orégano (Origanum syriacum L. var. bevanii), lavanda (Lavandula stoechas L. var. stoechas) e
alecrim (R. officinalis L.) para o controle do B. cinerea na cultura do tomate, e verificaram o
efeito da volatilizacdo e crescimento do fungo. O 6leo de orégano se destacou na dose de 0,2
pg/mL inibindo completamente o crescimento do fungo. Além da avaliacdo do efeito da
volatilizagdo, os autores tambem estudaram a germinacéo e as caracteristicas morfoldgicas do
fungo, através da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Foi observado que 0s 6leos
essenciais causaram degeneragGes morfologicas nas hifas, tais como coagulagéo citoplasmatica,

enrugamento de hifas e vazamento do protoplasma.

Os resultados encontrados neste trabalho confirmam a eficiéncia dos 6leos essenciais

na inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos devido ao potencial fungistatico e
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fungicida, como observado por Soylu, Kurt e Soylu (2010). Estes autores verificaram que 0s
6leos causaram efeitos negativos ao crescimento fungico, prejudicando seu desenvolvimento,
sendo uma hipdtese para os fungos estudados neste trabalho que néo tiveram crescimento apds
a retirada do algoddo. Contudo, para alguns fungos com a retirada do oleo/algoddo, o
crescimento foi reestabelecido, e isso demonstra que ndo houve morte do mesmo (efeito

fungicida).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O dleo essencial de canela-da-china apresentou resultados na inibigdo do crescimento
dos fungos, tanto em contato direto (incorporado ao meio), quanto por meio da volatilizacéo.
Sua eficiéncia foi notada nas concentracdes menores quando comparado com 0s outros 6leos.
Uma das suposic¢des da eficiéncia do 6leo essencial de canela-da-china em relagdo aos outros
oOleos é pelo fato de que, neste dleo, ha a presenca, em maior quantidade, de compostos ativos
em sua composicdo. Provavelmente, esta composicdo apresenta efeitos antifungicos e

antimicrobianos, que corrobora com diversos relatos de literaturas.

O oleo de palmarosa, quando em contato direto com o fungo, apresentou em sua
maioria, inibicdo dos fungos nas menores concentracdes analisadas (<550 ppm). Para o estudo
de volatilizacdo, apenas o fungo B. cinerea foi controlado na menor dose (100 pL). Para os
demais fungos, mesmo com o aumento da dose, ndo foi observado controle satisfatorio de
100%.

Para o 6leo de lavandin, quando incorporado ao meio, em contato direto com o fungo,

necessitou da maxima concentracéo para atingir um bom efeito de inibicéo.
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