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RESUMO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum é causador da doenca popularmente conhecida como mofo
branco que afeta cerca de 650 espécies de plantas. As plantas, de modo geral, apresentam em
sua composicdo metabolitos secundarios, denominados de biocompostos que atuam na sua
protecdo. Os Oleos essenciais apresentam caracteristica lipofilica, o que permite maior
permeabilidade na membrana celular, maior seletividade, sdo biodegradaveis e apresentam
compostos com inimeros modos de acdo. Com isso, 0 presente trabalho tem como objetivo,
avaliar os Oleos essenciais das plantas de alho (Allium sativum), cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), lavanda (Lavandula angustifolia) e melaleuca (Melaleuca spp.) sobre a inibigéo
do crescimento micelial e germinacédo dos esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum. Para avaliar
o potencial de inibicdo de crescimento micelial, foi utilizado aliquotas do 6leo essencial de alho
(0, 50, 150 e 300 ppm), cravo-da-india (0, 150, 300 e 500 ppm), lavanda e melaleuca (0; 250,
500 e 1.000 ppm) que foram adicionadas em meio fundente de BDA autoclavado, acrescido de
antibidtico (Estreptomicina e Penicillina) 500 mg/L*, Tween20® a 0,5 %. Posteriormente foi
adicionado um disco de micélio do patégeno de 5 mm de didmetro no centro das placas. Os
dados foram avaliados utilizando andlise de regressédo, a 5% de significancia pelo software R.
O potencial inibitério da germinacao dos esclerddios foi avaliado através do método de imersao
e por meio da volatilizacao dos esclerddios nos 6leos essenciais. No ensaio de imersdo, foram
utilizadas as concentragdes de 2.000 e 5.000 ppm de cada 6leo essencial em aliquotas de 4 mL,
juntamente com agua e Tween20®., o qual foi depositado em meio AA (agar-agua) ja
solidificado, e posterior adicdo de cinco esclerddios de forma equidistante. O efeito da
volatilizacao foi avaliado na concentracdo de 100 pL de cada 6leo essencial, com deposicdo em
um chumago de algoddo fixado na tampa da placa de Petri com meio AA (&gar-agua).
Posterirormente efetuou-se a deposicdo de cinco esclerédios de forma equidistante. O
parametro de avaliacdo foi a ocorréncia ou ndo da germinacédo dos esclerdodios. Os dados foram
submetidos ao Teste G-rho de Harrington e Fleming (1982) e as curvas de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier, no software R. Os tratamentos que ndo apresentaram germinacdo foram
submetidos ao Teste de Trifenil Cloreto de Tetrazdlio (TCT), com finalidade de avaliar a
viabilidade dos esclerddios. O ensaio de crescimento micelial resultou na inibicéo total em todas
as concentragdes com alho, lavanda e melaleuca com uso de 1000 ppm. O tratamento com
cravo-da-india apresentou crescimento nas diferentes concentracfes. A imersao dos esclerédios
inibiu a germinacdo em 100% no tratamento com alho na concentragcdo de 2000 ppm e 5000
ppm e de cravo-da-india em 5000 ppm. O efeito da volatilizacdo impediu a germinacdo dos
esclerodios dos tratamentos de alho, cravo-da-india e melaleuca. Os esclerodios ndo
germinados apresentaram viabilidade parcial (60%), quando submetidos ao TCT, observados
no tratamento de imersé@o com Oleo essencial de alho (2000 ppm). Os resultados do presente
trabalho, constataram o potencial antifingico dos éleos essenciais como forma de controle
alternativo in vitro do patdgeno S. sclerotiorum.

Palavras-chave: Controle alternativo; Mofo branco; Oleos essenciais.



ABSTRACT

The fungus Sclerotinia sclerotiorum causes the disease popularly known as white mold
that affects about 650 species of plants. Plants, in general, have secondary metabolites in their
composition, called biocompounds that act in their protection. Essential oils have a lipophilic
characteristic, which allows greater permeability in the cell membrane, greater selectivity, they
are biodegradable and contain compounds with numerous modes of action. Thus, the present
work aims to evaluate the essential oils of garlic (Allium sativum), clove (Syzygium
aromaticum), lavender (Lavandula angustifolia) and melaleuca (Melaleuca spp.) plants on
growth inhibition. mycelial growth and germination of Sclerotinia sclerotiorum sclerotia. To
evaluate the mycelial growth inhibition potential, aliquots of garlic essential oil (0, 50, 150 and
300 ppm), cloves (0, 150, 300 and 500 ppm), lavender and tea tree (0 ; 250, 500 and 1,000 ppm)
which were added in autoclaved PDA melting medium, plus antibiotic (Streptomycin and
Penicillin) 500 mg/L-1, 0.5% Tween20®. Subsequently, a 5 mm diameter pathogen mycelium
disc was added in the center of the plates. The data were evaluated using regression analysis, at
5% significance by the R software. The inhibitory potential of sclerotia germination was
evaluated through the immersion method and through the volatilization of the sclerotia in
essential oils. In the immersion test, concentrations of 2,000 and 5,000 ppm of each essential
oil were used in 4 mL aliquots, along with water and Tween20®. of five sclerotia in an
equidistant way. The effect of volatilization was evaluated at a concentration of 100 pL of each
essential oil, with deposition on a cotton swab attached to the lid of the Petri dish with AA
medium (agar-water). Subsequently, five sclerotia were placed equidistantly. The evaluation
parameter was the occurrence or not of sclerotia germination. The data were submitted to the
G-rho Test by Harrington and Fleming (1982) and to the Kaplan-Meier survival curves, in the
R software. The treatments that did not show germination were submitted to the Test of
Triphenyl Tetrazolium Chloride (TCT), with purpose of evaluating the viability of the sclerotia.
The mycelial growth assay resulted in total inhibition at all concentrations with garlic, lavender
and tea tree using 1000 ppm. The treatment with cloves showed growth in different
concentrations. The immersion of sclerotia inhibited germination by 100% in the treatment with
garlic at concentrations of 2.000 ppm and 5.000 ppm and clove at 5.000 ppm. The volatilization
effect prevented the germination of the sclerotia from the garlic, clove and tea tree treatments.
Non-germinated sclerotia showed partial viability (60%) when submitted to TCT, observed in
the immersion treatment with garlic essential oil (2.000 ppm). The results of this work
confirmed the antifungal potential of essential oils as an alternative in vitro control of the
pathogen S. sclerotiorum.

Keywords: Alternative control; White mold; Essential oils.
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1 INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é causador da doenca popularmente
conhecida como mofo branco e existem relatos que cerca de 650 espécies de plantas sejam
afetadas por essa doenca, destacando culturas de interesse econémico como algodao, feijéo,
soja e o girassol (BOLTON et al., 2006; FELLER et al., 2021; TUPICH et al., 2017).

Os métodos comumente utilizados para diminuir os impactos causados pela doenca
mofo branco esta relacionado ao uso de controle quimico e cultural. Porém, mesmo aplicando
esses métodos se tem dificuldade no controle, pois o patégeno possui estruturas de resisténcia
denominadas de esclerddios. Os esclerodios podem permanecer no solo cerca de dez anos, e
ainda serem capazes de causar a doenca (CAMOCHENA et al., 2020; MEYER et al., 2012;
MEYER et al., 2014; VENTUROSO et al., 2013).

Buscando a reducdo do uso de controle quimico e diminuicdo dos gastos de producéo,
sem o declinio na produtividade, estudos vém sendo realizados com novas alternativas de
controle. Dentre estes, destaca-se a utilizacdo de 6leos essenciais provenientes de plantas que
apresentam acdo antifangica/antimicrobiana sobre as doencas (ARRUDA, 2014; SILVA et al.,
2009).

As plantas de modo geral apresentam em sua composicdo metabdlitos secundarios,
denominados de biocompostos, tais como, alcal6ides, cumarinas, flavonoides e sesquiterpenos
gue atuam na protecdo vegetal das plantas. Os 6leos essenciais apresentaram caracteristica
lipofilica, 0 que permite maior permeabilidade na membrana celular apresentando maior
conturbacdo na estrutura celular. Além de apresentarem maior seletividade e serem
biodegradaveis, a grande diversidade de compostos com inimeros modos de a¢do, atuam de
forma sinérgica aos patdgenos e minimizam a sua resisténcia (ANJOS, et al., 2022; MORAIS,
2009; ZHANG, GE; YU et al., 2017).

O uso de Oleos esséncias no controle de doengas em plantas, promove a
sustentabilidade, pois preservam 0 meio ambiente e 0s recursos naturais, € ndo trazem
problemas significativos ao homem quando comparados aos riscos causados pela utilizagdo de
guimicos (QUEIROZ et al., 2020). Neste contexto, diversos estudos apontam a eficiéncia dos
oleos essenciais de plantas, como forma alternativa do controle de doencas fitopatogénicas
(ANJOS, et al., 2022; FONSECA, et al., 2015; SANTOS, 2016; SEIGA et al. 2020).
Enfatizando, portanto, a importancia de novos trabalhos que demonstram a eficiéncia o uso dos

6leos essenciais para o controle de fungos fitopatogénicos na agricultura.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso dos 0leos essenciais das plantas de alho (Allium sativum), cravo-da-india
(Syzygium aromaticum), lavanda (Lavandula angustifolia) e melaleuca (Melaleuca spp.) na

inibicdo do crescimento micelial e germinacgédo dos esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum.

1.1.2 Objetivos Especificos

Isolar o fungo Sclerotinia S. sclerotiorum através das estruturas de resisténcias
(esclerodios);
Avaliar em condigdes in vitro a acdo inibitoria dos 6leos essenciais de alho, cravo-da-
india, lavanda e melaleuca, sobre o crescimento micelial do fungo Sclerotinia S. sclerotiorum;
Analisar o potencial dos 6leos essenciais no processo de germinacdo dos esclerddios do
fungo Sclerotinia S. sclerotiorum, por meio da imerséo e efeito da volatilizacéo, e estimar a sua

viabilidade por meio do teste de Trifenil Cloreto de Tetrazolio (TCT).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERIZACAO DO MOFO BRANCO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Pertence ao filo Ascomycota, classe
Discomiceto, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae, sendo denominado como um
organismo necrotrofico e polifago. Possuindo disseminacgéo a nivel mundial, esse fungo ja vem
sendo estudado a cerca de 150 anos, e na literatura existem um grande nimero de nomes comuns
referindo-se ao mesmo (BOLAND; HALL; 1994; PURDY, 1979).

Segundo Boland e Hall (1994), o crescimento do patégeno é favoravel em
temperaturas na faixa de 15 a 25°C e em locais de alta umidade, com isso, temperaturas
inferiores a 0°C e superiores a 32°C séo desfavoraveis para 0 seu crescimento.

Os sintomas da presenca da doenca, séo comumente observados nos ramos laterais das
plantas, e nas axilas das folhas. Inicialmente é observado uma lesdo de coloragéo escura no
local, em seguida a presenca de micélio que varia de coloracdo esbranquicada a amarelada,
possuindo um aspecto cotonoso (Figura 1). Além da presenca do micélio, surgem também
estruturas de resisténcia do patdgeno, chamadas de esclerddios. Os esclerddios possuem uma
coloragdo de tonalidade preta, e apresentam forma alongada e achatada (AGRIOS, 2005;
ALMEIDA et al., 2005).
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Figura 1. Sintomas tipicos do mofo branco causado por Sclerotinia sclerotiorum em plantas de Soja.

Fonte: Batista et al. (2019)

Os esclerddios sdo importantes para o fungo S. sclerotiorum, pois séo as estruturas de
sobrevivéncia do fungo. No solo, podem sobreviver por cerca de dez anos e ainda serem viaveis
para provocar a doenca. Além disso, estas estruturas de resisténcia atuam na disseminacéo do
patdgeno, pois em casos de colheita em &reas contaminadas, 0s esclerddios associam-se com
sementes (Figura 2) e podem contaminar novas areas, caso ndo ocorra 0 manejo correto
(CUNHA, 2010; LEITE; HELLING, 2008).
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Figura 2. Esclerddios do fungo Sclerotinia sclerotiorum associados com sementes de soja.

Fonte: Autora (2022)

A germinacdo da S. sclerotiorum pode ocorrer de duas formas: a carpogénica ou
apotecial, por meio do corpo de frutificagdo denominado de apotécio (Figura 3). Os apotécios
surgem dos esclerddios presentes no solo, e imergem na superficie do solo. Estas estruturas
produzem ascésporos, o qual vao atingir as plantas por meio do vento e promovem a dispersao
do patégeno. A forma miceliogénica ou hifal, ocorre por meio das hifas oriundas de esclerddios
gue germinaram pelo estimulo de exsudatos da planta que é hospedeira do patdgeno (CUNHA,
2010; LINK; JOHNSON, 2007).
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Figura 3. Ciclo de vida do patdgeno Sclerotinia sclerotiorum
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Fonte: Agrios (2005) adaptado Walton e Kirk (2007).

2.2 IMPORTANCIA DO FUNGO Sclerotinia sclerotiorum

Os danos causados as plantas e consequentemente a produtividade, é variavel de acordo
com a cultura, variedade, clima, regido e a ocorréncia da doenca (CUNHA, 2010). Segundo
Schwartz e Singh (2013) existem relatos de perdas de producdo de 100% na cultura do feijao
em condicgdes propicias para a disseminacdo do patdgeno, visto que 0 mesmo pode atacar
diversas partes das plantas, em diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Olericolas
como cenoura e alface também sdo atacadas pelo fungo, trazendo danos durante o cultivo e
também disseminagdo pos-colheita em armazenamento (YOUNG et al., 2004; FOSTER et al.,
2008; JENSEN et al., 2008). De acordo com Young et al. (2004) na cultura da cenoura
produzidas no Reino Unido ha descricdo de perdas de 50% de produtividade.

No Brasil a disseminacéo ocorre nas regides nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do
pais, afetando principalmente culturas como feijao irrigado, em especial os cultivados em locais
com temperatura por volta dos 20°C. Sdo relatados problemas também no cultivo de tomate
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rasteiro e na cultura da soja (JULIATTI; JULIATTI, 2010; JULIATTI et al., 2011). No caso da
cultura da soja, a doenga pode provocar perdas de até 70% de produtividade (MEYER et al.,
2014). De acordo com Meyer et al. (2018) estima-se que desde 2008 cerca de 10 milhdes de
hectares foram contaminados pelo mofo branco.

No que se refere a Santa Catarina, o estado se encontra na lista dos mais afetados pela
doenca, com &reas de aproximadamente 0,5 milhGes de hectares contaminados pelo fungo, de
acordo com dados do ano de 2016. Das areas com cultivo de soja dos trés estados da regido sul,
cerca de 21,6% tém a presenca do mofo branco (MEYER, 2014; MEYER; GODQY, 2016).

Os custos relacionados as perdas de produtividade com a presenca de mofo branco,
ultrapassam US$ 200 milhdes nos EUA anualmente (BOLTON et al., 2006). Segundo Ricardo
et al. (2008) em lavouras com cultivo de feijdo no estado de Goiés, estimou-se que 0s custos
com controle mais os impactos na produtividade, foi em torno de R$675,57 por hectare na safra
de 2008. Na cultura da soja foi observado a reducdo de 24% da produtividade na safra de
2020/2021, de acordo com os experimentos cooperativos de Meyer et al. (2021), realizados em
13 locais distribuidos nos Estados do Rio Grande do Sul, Parana, Mato Grosso, Goiés, Minas

Gerais, Bahia e Distrito Federal.

2.3 MANEJO DO MOFO BRANCO CAUSADO PELO FUNGO S. sclerotiorum

Para evitar a presenca do mofo branco, deve-se utilizar algumas medidas de prevencao
como o uso de sementes sadias/certificadas, higienizacdo de maquinarios e implementos
agricolas que foram utilizadas por areas ja infectadas, e o trafico de pessoas nas areas
(BIANCHINI, et al., 1997; FERRAZ, et al. 1999; VENTUROSO et al., 2013).

Em relacdo as areas ja infectadas, 0 manejo do mofo branco é complexo devido aos
esclerodios. Além disso, ndo existem cultivares que sejam resistentes a esse patdgeno, sendo
necessario adotar técnicas relacionadas a diminuicdo destas estruturas de resisténcia, aléem de
promover condi¢Bes ambientais desfavoraveis para a sua disseminacdo (GORGEN et al., 2008;
LOBO JUNIOR et al., 2009; VENTUROSO et al., 2013).

O uso do controle quimico por meio de fungicidas, é uma das alternativas de manejo
mais utilizada, mas séo poucas as moléculas disponiveis no mercado com registro para esse
fungo. Além disso, a aplicacdo na parte aérea por meio da pulverizacgdo, pode influenciar na
eficacia do fungicida (BERGER NETO, 2015; MEYER et al., 2017).
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Os fungicidas a base de fluazinam e procimidone mostraram serem eficientes no
controle da doenga a campo, também existem moléculas do grupo dos benzimidazois, mas
segundo os autores Li e Zhou (2004) observaram patogenos resistentes ao uso destes fungicidas.
No entanto, ndo é todos os casos que o controle quimico € vantajoso, pois apresenta altos custos,
e ndo se tem uma cobertura uniforme e completa da planta durante a aplicacdo (GORGEN et
al., 2009).

O manejo cultural também é uma estratégia de controle, onde a ado¢éo do sistema de
plantio direto, promove uma barreira fisica no desenvolvimento dos apotécios (FERGUSON;
SHEW, 2001; FERRAZ et al., 1999). Da mesma forma, Gorgen et al. (2008) também
observaram que o uso da palhada de Brachiaria spp. proporcionou um controle satisfatorio dos
apotécios. O mesmo foi observado com palhada de girassol no trabalho de Venturoso et al.
(2013). O uso de palhadas de gramineas € uma boa estratégia, pois esse grupo nao € hospedeiro
da doenca. Feller etal. (2014) ao utilizarem palhada de centeio e triticale, observaram o controle
do mofo branco na cultura da soja. Além de agirem como uma barreira fisica, as gramineas
apresentam substancias que sdo liberadas na decomposicdo, que inibem o patdgeno
(VENTURQOSO et al., 2013).

Outras estratégias podem ser adotadas no manejo do mofo branco, tais como, o controle
da irrigacéo e a solarizagdo. Quando se tem saturagdo do solo, favorece o desenvolvimento dos
apotécios, deste modo, deve-se reduzir a quantidade de dgua durante a irrigacdo. A solarizagéo
¢ uma técnica que ja vem sendo utilizada a muito tempo, é viadvel em casos da presenca de
esclerddios proximos a superficie do solo (FERRAZ et al., 1999). No estudo de Ferreira (2000)
com alface americana, a adocéao da solarizagdo promoveu a reducdo do mofo branco na cultura.

O controle deve ser de modo integrado para um melhor manejo da doenga (MEYER et
al., 2014). Gorgen (2009) ao utilizar em conjunto a palhada de Brachiaria ruziziensis e
Trichoderma harzianum como forma de manejo do mofo branco, notou 0 maior parasitismo

dos esclerodios pelo Trichoderma.

2.4 CONTROLE ALTERNATIVO COM USO DE OLEOS ESSENCIAIS

O uso intensivo de agrotdxicos provoca sérios danos ao meio ambiente, além disso,
promovem a selecéo de patogenos resistentes as moléculas dos fungicidas, como observado por
Zhou et al. (2021) ao constatarem resisténcia cruzada positiva aos fungicidas fludioxonil,

dimetaclona, e procimidona em analises do mecanismo bioquimico de S. sclerotiorum. Devido
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a tais problemas novas estratégias estdo sendo tomadas por meio do controle alternativo, onde
se tem um cultivo mais sustentavel, e sem ha necessidade do uso excessivo de agrotdxicos
(BRUM, 2012).

Os oOleos essenciais de alguns condimentos, plantas medicinais ou aromaticas fazem
parte do controle alternativo, apresentando em sua composi¢cdo propriedades que séo
antibacterianas, antifngicas e inseticidas, que ndo causam sérios problemas ao homem e ao
meio ambiente (SILVA et al., 2009; TOMAZONI et al., 2013).

Sendo considerados hidrofobicos, os 6leos essenciais apresentam muita facilidade para
atravessar tanto a parede celular, como também a membrana plasmatica dos organismos. Com
isso, desarranjam as estruturas (polissacarideos, fosfolipidios, acidos graxos) provocando lise
celular. Além de causar as células a fitotoxidade, citotoxicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade citoplasmatica e nuclear, e acdo antimutagénica (MARQUES, 2014; SILVA,
2020).

Vérios estudos apontam o uso de OGleos essenciais no controle de doengas
fitopatogénicas. Amorim et al. (2011) identificaram que o uso de extrato e 6leo essencial de
gengibre, citronela e cravo-da-india, proporcionaram o manejo do moko-da-bananeira causado
pela bactéria Ralstonia solanacearum. Borges et al. (2013) observaram a reducdo da
germinacao dos urediniésporos de ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) da soja com o
uso de Gleos essenciais de citronela, nim, tomilho e eucalipto citriodora.

No trabalho de Ramos et al. (2014) utilizando o O6leo essencial de eucalipto na
concentracdo de 3,2%, verificaram a inibicdo do crescimento do fungo Colletotrichum
gloeosporioides. O mesmo foi observado com o uso de 6leo essencial de gengibre na
concentragéo de 50%.

O uso de 6leos essenciais como inibidores do fungo S. sclerotiorum, Queiroz et al. 2020
ao utilizarem extratos e 6leos essenciais de cidreira, citronela e melissa, observaram a inibigéo
do crescimento micelial tanto do fungo S. sclerotiorum como o de Sclerotium rolfsii.

Oleos essenciais de capim de lim&o, carqueja e salvia, também apresentaram resultados
satisfatorios no controle do mofo branco em condicGes in vitro, alterando a morfologia da

coldnia e inibindo a formacdao dos esclerodios (PANSERA et al., 2012).

2.4.1 Oleo essencial de alho
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O Allium sativum L. estd presente na familia Liliaceae o qual é originaria da Asia
Central. A planta apresenta cerca de 50 cm de altura com a presenca de folhas estreitas e longas
e de aspecto ceroso, como mostra a Figura 4. A bainhas das folhas constituem um pseudocaule
curto, onde abaixo apresenta um bulbo, composto por bulbilhos (ARRUDA, 2016;
FILGUEIRA, 2017).

Figura 4. Planta de alho (Allium sativum).

Fonte: Dreamstime (2022)

O alho é mundialmente utilizado na culinaria como condimento, também apresenta
propriedades nutricionais e terapéuticas, além de ac¢do antimicrobiana e antioxidante que séo
benéficas a salde (ARRUDA, 2016).

Segundo Silva (2009), o dleo essencial oriundo dos bulbilhos € majoritariamente
composto por alila, alicina, metil-dissulfeto de alila e sulfona de alila. Os bulbos do alho
apresentam acgdo antimicrobiana, fungicida, vermifugo, antiviral e antiprotozoario contra
fitopatdgenos, principalmente, pela presenca da substancia alicina que é responsavel pelo odor
caracteristico do alho. Além disso, 0 seu extrato possui flavonoides, alcaloides, metabolitos
secundarios e taninos, encontrados principalmente em seus bulbilhos que também apresentam
essa caracteristica antimicrobiana (FELIX et al., 2018; SOUZA; SOARES, 2013).

Ao utilizar o oleo essencial de alho, Viegas et al., (2005) verificaram que 0 uso de
extrato dos bulbilhos promoveu a inibicdo do crescimento micelial de fungos do grupo

Aspergillus flavus. Também foi relatado que o extrato bruto e 6leo vegetal, diminuiram o
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crescimento do micélio e germinagdo da antracnose da videira (Elsinoe ampelina) por Leite et
al. (2012).

2.4.2 Oleo essencial de cravo-da-india

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr. L. M. Perry) pertence & familia
Myrtaceae e é originario da india. A sua planta pode atingir até 10 m de altura, sendo uma
arvore com a presenca de folhas verdes, botbes florais, flores pequenas, aromaéticas e
hermafroditas, com longo-pedunculadas (LORENZI; MATOS 2008).

Os botbes florais secos, o qual tem a presenca do célice e uma massa globulada na
extremidade (“cabega do cravo”) como ilustra a Figura 5, sdo popularmente chamados de cravos
(GRANDI, 2014).

Figura 5. Botoes florais secos de cravo-da-india (Syzygium aromaticum).

Fonte: Adobe Stock (2022)

Os cravos sao altamente utilizados na culinaria para producéo de doces e também no
tempero de carnes. Além disso, apresenta acdo antifungico, anti-inflamatorio, analgésico,
antioxidante, antitrombdtico, antipirético, anticonvulsivante, inseticida, antimutagénico,
antiulcerogénico, antiviral, antisséptico e antibacteriana (CORTES-ROJAS, SOUZA,
OLIVEIRA, 2014; SANTQOS, 2014).

O oleo essencial extraido dos botdes florais, tem como compostos quimicos o eugenol,
eugenol acetato, B-cariofileno, acido oleénico, triterpeno, benzaldeido, ceras vegetais, cetona,
chavicol, resinas, taninos, acido galico, esterdis, esterdis glicosidicos, kaempferol e quercetina.

O eugenol é o composto presente em maiores concentracdes, e é responsavel pela acdo



25

nematicida, bactericida e fungicida do 6leo essencial (MAZZAFERA, 2003; SANTOS, 2014;
SILVEIRA et al., 2021).

Costa et al. (2011) ao analisarem “in vitro” a atividade antifungica do 0leo essencial de
S. aromaticum, sobre o crescimento micelial e alteracbes nas hifas dos fungos Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani, observaram
resultados satisfatorios ao utilizar a concentragdo de 0,15% para os fungos F. oxysporum, F.

solani e R. solani.

2.4.3 Oleo essencial de Lavanda

A lavanda (Lavandula angustifolia Mill.) tem como centro de origem a regido do
mediterraneo e esta inserida na familia Lamiaceae. E um arbusto de cerca 60 cm de altura, e
como demonstra a Figura 6, apresenta folhas estreitas e com a presenca de flores de coloragéo
azulada, medindo de 5 a 8 mm de comprimento e de 3 a 4 mm de diametro (ALVES, 2018).

As plantas do género Lavandula sao fortemente utilizadas na industria de cosméticos e
terapéuticos. O 0Oleo essencial de lavanda apresenta potenciais efeitos neuroldgicos, atuando
contra depressdo e o0 estresse, como também estudos apontam acdo pesticida, antifungica e
antimicrobiana (SILVEIRA et al. 2012).

O dleo essencial é extraido de flores frescas da planta, o qual tem como compostos
principais o linalol (20-50%) e acetato de linalila (30-40%), e secundarios como cis-ocimento,
terpine-4-ol, betacariofileno, acetato de lavandulila, lavandulol e alfa-terpineol (ALVES,
2018).

Soylu et al. (2010) ao utilizarem o 6leo essencial de lavanda, orégano e alecrim
obtiveram bons resultados de controle do fungo B. cinerea em tomateiro tanto o efeito da

volatilizagdo como em condicdes de casa-de-vegetacao.
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Figura 6. Imagem representativa da planta de lavanda (Lavandula sp). Curitibanos, SC.

Fonte: Autora (2022)

2.4.4 Oleo essencial de melaleuca

A Melaleuca spp. (Myrtaceae) é nativa da Austréalia e 1lhas do oceano indico, sendo
conhecida popularmente como “arvore do cha” (Tree Tea). A planta pode atingir até 6 metros
de altura, com folhas pontiagudas e longas, além disso possui a presenca de inflorescéncia de
coloracédo branca (Figura 7) (CASTELO et al., 2012; CASTRO et al., 2003).

O oleo essencial de Tree Tea extraido tanto das folhas, caule, e ramos terminais €
fortemente utilizado na industria farmacéutica, medicina e perfumaria, devido a sua acdo
acaricida, fungicida, antimicrobiana, antisséptica e anti-inflamatéria (CORREIA, et al., 2017;
SILVA, 2007).

O oleo essencial tem como principais constituintes quimicos o o-terpineno, Y-
terpineno, p-cimeno, terpinen4-ol e 1,8-cineo, onde o terpinen4-ol é responsavel pelas
propriedades antimicrobianas da melaleuca (OLIVEIRA, et al., 2015).
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Figura 7 .Inflorescéncia de Melaleuca spp.

Fonte: eCycle (2022)

Martins et al., (2010) ao fazerem uso do 6leo essencial de melaleuca, como forma de
controle alternativo in vitro dos fungos fitopatogénicos Macrophomina phaseolina, S.

sclerotiorum e Alternaria alternata observaram a reducdo do desenvolvimento dos fungos.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de
Santa Catarina, no Centro de Ciéncias Rurais, Campus de Curitibanos, em Curitibanos, SC, no

periodo de janeiro a agosto de 2022.

3.1 OBTENCAO DO FUNGO Sclerotinia sclerotiorum

Foi utilizado, para o isolamento do fungo S. sclerotiorum plantas de feijdo com sintomas
tipicos e com a presenca de esclerddios foram coletadas de uma propriedade rural localizada no
municipio de Curitibanos, Santa Catarina. Apds a coleta, as plantas doentes foram levadas ao
laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Federal de Santa Catarina, campus de Curitibanos,
onde foi realizado a desinfeccdo da superficie dos esclerédios com éalcool 70% (por 1 minuto),
hipoclorito de sédio 2% (por 1 minuto), e foram enxaguados em agua destilada (ALFENAS,
2007).

O isolamento foi realizado em placas de Petri sob o meio de cultura BDA (Batata-
Dextrose-Agar), o qual foram depositados trés esclerodio de forma equidistante. Posteriormente
as placas foram vedadas com plastico filme, e incubadas em BOD em temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas (Figura 8).
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Figura 8 .Meio de cultura BDA sendo adicionado em Placas de Petri (A); isolamento do fungo (B), fungo obtido
do isolamento com formacéo de esclerddios (C e D).

Fonte: Autora (2022)

3.2 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais de alho (A. sativum L.), cravo-da-india (S. aromaticum ), lavanda
(L. angustifolia) e melaleuca (Melaleuca spp.) utilizados nos experimentos foram obtidos
comercialmente, todos pertencentes a empresa Via Aroma®. Os frascos de volume de 10 mL

foram armazenados em temperatura ambiente.

3.3 AVALIACAO in vitro DO CRESCIMENTO MICELIAL DE S. sclerotiorum

Para avaliar o efeito dos 6leos essenciais, aliquotas do 6leo essencial de alho (0, 50, 150
e 300 ppm), cravo-da-india (0, 150, 300 e 500 ppm), lavanda e melaleuca (0, 250, 500 e 1000
ppm) foram adicionadas em meio fundente de BDA autoclavado, além do 6leo foi adicionado
antibiotico (Estreptomicina e Penicillina) 500 mg/L* e Tween20® a 0,5 %. Ap6s a solidificaco
do meio, um disco de micélio do fungo S. sclerotiorum (com 10 dias de idade) de
aproximadamente 5 mm de diametro foi transferido no centro das nas placas de Petri (Figura
9). As placas foram vedadas com filme pléstico, incubadas em camara de crescimento a 25°C

e fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 9. Deposic¢do dos discos de micélio do patégeno Sclerotinia sclerotiorum sobre meio de cultura BDA com
aliquotas dos respectivos 6leos essenciais.

=

Fonte: Autora (2022)

O crescimento micelial foi avaliado a partir de 24 horas da instalagcdo do experimento,
sendo avaliado diariamente no periodo matutino e vespertino, resultando em duas avaliacdes
diarias que permaneceram sendo realizadas, até o micélio das testemunhas atingisse de 80-90%
da érea das placas de Petri. A avaliacdo foi realizada por medicBes dos didmetros verticais e

horizontais da colénia com o auxilio de uma régua, como representado na Figura 10.
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Figura 10. MedigBes dos diametros verticais e horizontais do crescimento micelial do fungo Sclerotinia
sclerotiorum.

Fonte: Autora (2022)

O delineamento foi inteiramente casualizado utilizando-se: testemunha (sem 6éleo
essencial), 4 doses para 0s 6leos essenciais de alho, lavanda e melaleuca e 5 doses para o de
cravo-da-india. Cada tratamento apresentou 5 repeticdes, sendo cada placa de Petri uma unidade
experimental.

Ap0s obtencdo dos dados das avaliacGes referentes ao crescimento micelial, para avaliar
a inibicdo do fungo foi aplicado o célculo da Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial
(AACCM):

AACCM = ¥, (225 | (ti+1 - ti)

Sendo yi e yi+l referente aos valores do crescimento micelial da colénia em duas
avaliacdes consecutivas, e ti+1 com ti o intervalo entre estas avaliacoes.

Os dados obtidos de AACCM foram convertidos em porcentagem de inibicdo do
crescimento. Através dos dados gerados, foi realizada a analise de regressdo com um nivel de

significancia de 5% por meio do software R.
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3.4 ANALISE DE INIBICAO DA GERMINACAO DE ESCLERODIOS

A producdo de esclerodios foi realizada em placas de Petri vertidas com meio BDA
(Batata-Dextrose-Agar). Em camara de fluxo laminar foram repicados no centro de cada placa,
um disco de micélio do fungo S. sclerotiorum (com 10 dias de idade) de aproximadamente 5
mm de didmetro. Posteriormente as placas foram vedadas com filme pléstico, incubadas em
camara de crescimento a 25°C e fotoperiodo de 12 horas em um periodo de 20 dias, para a
producdo dos esclerddios (Figura 11A). O potencial inibidor dos 6leos essenciais na germinacao
dos esclerddios, foi analisado através da imersdo dos mesmos nos 6leos essenciais, € por meio
do efeito da volatilizagao.

Pelo método de imersao, foram utilizadas as dosagens de 2.000 e 5.000 ppm de cada
oleo essencial (alho, cravo-da-india, lavanda e melaleuca). As aliquotas dos Oleos foram
preparadas, separadamente, em &gua e Tween20®. ApOs a agitacdo desta solucdo foi
adicionado 4 mL sobre placas de Petri contendo o meio AA (agar-agua) ja solidificado.

Os esclerodios obtidos ap6s o periodo de 20 dias de incubacdo, foram desinfetados em
alcool 70% durante 1 minuto, em seguida em hipoclorito de s6dio 2% também por 1 minuto.
Apos esse processo foram enxaguados em agua destilada, e colocado sobre papel filtro
autoclavado, para a retirada do excesso de agua destilada, como apresentado na Figura 11 B e
Figura 11C.

Apds este processo, com o auxilio de uma pinga, foram depositados cinco esclerodios
em cada placa de Petri sobre 0 meio AA (&gar-agua) de forma circular e equidistantes (Figura
11 D). Posteriormente as placas foram vedadas com filme pléastico, e incubadas em camara de
crescimento a uma temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado (DIC), o qual era composto por
cinco tratamentos (testemunha (somente agua), alho, cravo-da-india, lavanda e melaleuca) com

seis repeticdes cada.



33

Figura 11. Producdo de esclerddios (A); Desinfeccdo superficial dos esclerddios (B e C); Deposicdo dos
esclerddios (D).

Fonte: Autora (2022)

Para avaliar o efeito da volatilizagdo foi utilizado a dosagem de 100 uL de cada dleo
essencial, o qual a respectiva aliquota foi depositada em um chumaco de algodao fixado na
tampa da placa de Petri, como representado na Figura 12.

Em meio AA (&gar-a4gua) solidificado com o auxilio de uma pinca foram depositados
cinco esclerddios de forma circular e equidistante (Figura 13). Antes da inoculacdo o0s
esclerddios foram desinfetados em alcool 70% durante 1 min., em seguida em hipoclorito de
sodio 2% também por 1 min. e apos esse processo foram enxaguados em agua destilada, e
enxugados em papel filtro para a retirada do excesso de dgua destilada. Em seguida as placas
foram vedadas com filme plastico, e incubadas em camara de crescimento a uma temperatura
de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.



Figura 12. Deposicéo da aliquota de 6leo essencial no chumago de algodéo.

Fonte: Autora (2022)

Figura 13. Deposicéo dos esclerodios em meio AA (&gar-agua) no ensaio de volatilizacéo.

Fonte: Autora (2022).

34
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O desenho experimental utilizado foi um delineamento inteiramente casualizado, com
cinco tratamentos: uma testemunha (somente &gua) e quatro tipo de 6leos essenciais: alho;
cravo-da-india; lavanda e; melaleuca), cada tratamento com seis repeticdes.

Apds 24 horas de instalacdo do experimento, iniciou-se a avaliacdo do potencial inibidor
dos Oleos essenciais, realizadas diariamente durante 22 dias consecutivos, tendo como
pardmetro de avaliacéo a observagdo de esclerddios germinados e ndo germinados (Figura 14)
através de um microscépio estereoscopio.

Posteriormente os dados foram submetidos ao Teste G-rho de Harrington e Fleming
(1982), para equiparar os dados de cada dleo essencial em relagdo a testemunha e também foi
realizada a analise de sobrevivéncia através das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier,

ambas utilizando o software R.

Figura 14. Esclerédios germinados e ndo germinados do ensaio de imersao.

Esclerddio nito germinado

Esclerddio germinado

Fonte: Autora (2022)

3.5 TESTE DE Viabilidade por TRIFENIL CLORETO DE TETRAZOLIO (TCT)

O Teste de Trifenil Cloreto de Tetrazo6lio (TCT) foi realizado com a finalidade de avaliar
a viabilidade dos esclerddios dos testes de inibicdo de germinacdo. Apds 22 dias de avaliacgdo,
todos os esclerédios que ndo apresentaram germinacdo de cada unidade experimental foram
imersos em 2 mL de solugdo TCT 0,5% em vidros dmbar, e incubados em cémara de
crescimento a uma temperatura 30°C por 24 horas.
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Ap0s as 24 horas, os esclerodios foram lavados com dgua destilada e secados com papel
filtro, e com um auxilio de um estilete como apresentado na Figura 15. Todos foram abertos
para observar a sua coloracdo interna, sendo essa caracteristica o parametro de avaliacdo de
viabilidade.

Os esclerddios que apresentaram coloracdo intensa avermelhada foram considerados
viaveis, devido a ocorréncia de respiracdo celular dos tecidos. Os esclerddios que apresentaram
coloracdo intensa amarelada foram considerados invidveis, devido a ndo ocorréncia de
respiracdo celular, e consequentemente a ndo atividade enzimatica celular, de acordo com a

metodologia de Franca Neto e Krzyzanowski (2018).

Figura 15. Secagem dos esclerédios com papel filtro (A); Corte com estilete para observacao interna.

Fonte: Elaborada pela autora (2022)



37

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ISOLAMENTO DO PATOGENO POR MEIO DOS ESCLERODIOS

O isolado fangico foi obtido com sucesso, onde foi utilizado nos ensaios do presente
trabalho (Figura 16), como também foi armazenado para o enriquecimento da micoteca do
laboratério de Fitopatologia, da Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de

Curitibanos.

Figura 16. Crescimento micelial do fungo Sclerotinia sclerotiorum com crescimento em 10 dias em meio BDA
(a esquerda) e crescimento micelial em 25 dias com a presenca de esclerddios (a direita).

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

No presente trabalho e apds trés dias de cultivo em meio BDA, observou-se que o
crescimento fangico cobrindo a totalidade da placa (Figura 16). Apds esse periodo, além da
presenca do micélio, também surgiram as estruturas de resisténcia do patégeno, conhecidas
como esclerodios. De acordo AGRIOS, 2005, o crescimento fangico de S. sclerotiorum é
iniciado com a presenca de micélio de coloracdo esbranquicada possuindo um aspecto
cotonoso. Ja os esclerddios possuem uma coloragdo de tonalidade preta, e apresentam forma
alongada e achatada (ALMEIDA et al., 2005) e, neste trabalho, observou-se que estas estruturas
completaram a formag&o por volta de 15 dias incubacao.
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4.2 POTENCIAL ANTIFUNGICO DOS OLEOS ESSENCIAIS NA INIBICAO DO
CRESCIMENTO MICELIAL

A partir do calculo da Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM) e
suas respectivas porcentagens de inibicdo do crescimento micelial, foi possivel observar o
potencial antifingico dos 6leos essenciais, apds o 5° dia da inoculagdo(Figura 17). Em relacéo
ao tratamento com o 6leo essencial de alho, houve inibicao total a partir da concentracao de 50
ppm, como pode ser observado pelo ajuste da regressdo platd (Figura 17 A). Para o 6leo de
lavanda o ajuste também foi para a equacédo platd e concentracdo de inibicdo total foi a partir
de 685 ppm (Figura 17 C). Para o tratamento com 6leo de cravo-da-india o ajuste foi linear sendo
observado um aumento na inibi¢do do fungo conforme o aumento da concentracao. A inibicéo
total ocorreu na concentragdo de 500 ppm (Figura 17 B). O mesmo comportamento foi observado
no tratamento com melaleuca. No entanto, a inibicdo total ocorreu na concentragcdo de 1000
ppm (Figura 17 D).
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Figura 17. Andlise de regressdo para avaliacdo potencial dos 6leos essenciais de alho (A), cravo-da-india (B),
lavanda (C) e melaleuca (D) na inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Na Figura 18, constam as imagens das placas do experimento no Gltimo dia de avaliacdo
com o tratamento com 6leo essencial de alho. Foi observado a inibicdo total em todas as
concentragdes utilizadas nos ensaios.

Ja no tratamento com 6leo essencial de cravo-da-india nas concentragdes de 150, 300 e
500 ppm apresentaram uma inibig&o de crescimento de 23,7 %, 69,1% e 100 % respectivamente
(Figura 19).
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Figura 18. Crescimento micelial do fungo Sclerotinia sclerotiorum no tratamento com 6leo essencial
de alho.

Oleo essencial de alho

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Figura 19. Crescimento micelial do fungo Sclerotinia sclerotiorum no tratamento com 6leo essencial de cravo-
da- india.

Oleo essencial de eravo-da-india

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Em relacdo ao 6leo essencial de lavanda, o tratamento com concentragédo de 1.000 ppm
apresentou inibicdo total do crescimento micelial do patdgeno (Figura 20). Além disso, a



41

concentracdo de 500 ppm mostrou inibicdo parcial de 77,6%, e o tratamento com 250 ppm de
6leo essencial com 19,8%.

Figura 20. Crescimento micelial do fungo Sclerotinia sclerotiorum no tratamento com 6leo essencial de lavanda.

Oleo essencial de lavanda

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Os resultados obtidos pelo tratamento com o uso do 6leo essencial de melaleuca se
assemelhou com os resultados com o 6leo de lavanda, o qual também obteve 100% de inibicao
na concentracdo de 1000 ppm (Figura 21). E nas concentragdes de 250 e 500 ppm apresentaram

uma inibicdo de 22,4% e 56,1%, respectivamente (Figura 21 D).
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Figura 21. Crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum com tratamento com éleo essencial de melaleuca.

Oleo essencial de melaleuca

Fonte: Autora (2022)

Através dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel constatar que os 6leos
essenciais apresentam potencial antifungico. corroborando com diversos autores que também
observaram estes resultados. Portella et al. (2021), ao utilizarem 6leos essenciais de alho e
melaleuca para avaliar o crescimento micelial do fungo S. sclerotiorum, observaram que o uso
de 5 mL de cada 06leo essencial em 95 mL do meio de cultura BDA verificaram uma inibicado
de 71,76% para o alho, e 100% para melaleuca. Também Steffen et al. (2019) verificaram uma
inibicdo completa do crescimento micelial dos patégenos S. sclerotiorum e Fusarium sp, ao
utilizarem a concentragio de 0,5% do 6leo essencial de melaleuca. E notoria os diferentes
resultados mesmo com a utilizagdo de 6leos essenciais de mesmas espécies de plantas, o qual
pode ser decorrente das condi¢bes edafocliméaticas do local onde as plantas estdo presentes,
como também em qual épocalestacdo do ano as mesmas foram coletadas para realizar a
extracdo. Além disso, os principios ativos apresentam concentracGes variaveis durante o ciclo
da planta, cultivo, colheita e a extracdo (VENTUROSO et al., 2011).

No estudo de Hendges et al. (2021) as concentragdes de 2.500, 2.000, 1.500 e 500 pL/L
do 6leo essencial de melaleuca inibiram o crescimento micelial, do patdgeno alternaria
(Alternaria solani) do tomateiro, em 55,89%; 44,71%; 33,53% e 22,36%, respectivamente.
Apontando que, maiores concentraces inibem em maiores percentagens o desenvolvimento e

crescimento do patogeno.
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Arauljo et al. (2019) testaram a acéo antiflingica de 6leo essenciais de diferentes espécies
de plantas, utilizando a concentragdo 1000 pg/mL obtiveram a inibi¢do de 100% do crescimento
micelial dos fungos R. solani, S. sclerotiorum e F. Solani com a utilizacao do 06leo essencial de
alho e cravo-da-india, como também a inibicéo total dos patdgenos Pestalotiopsis guepinii e
Phytophthora spp., atraves do 6leo essencial de cravo-da-india.

Souza et al. (2004) ao avaliarem a acdo de Gleos essenciais de condimentos sobre o
desenvolvimento micelial de fungos associados a produtos de panificacdo, observaram que o
uso do oOleo essencial de alho promoveu o controle do desenvolvimento micelial dos fungos A.
niger nas concentracfes de 500, 1000, 1500 e 2000 ppm, e Rhizopus sp. na concentracdo de
2000 ppm. Ao utilizarem o 6leo essencial de cravo-da-india, notou-se também a inibicdo do
crescimento micelial do fungo Eurotium repens nas concentracdes de 600 e 800 ppm,
mostrando com isso que a eficiéncia de inibicdo do crescimento micelial, € maximizada em
maiores concentragoes.

O oleo essencial do cravo-da-india ao ser utilizado como controle in vitro contra
isolados de S. sclerotiorum do feijoeiro, foi satisfatério contra o crescimento micelial nas
concentragoes de 80 e 160 puL/L inibindo totalmente o desenvolvimento, segundo o trabalho de
Neves e Vieira (2017).

No que se refere ao 6leo essencial de lavanda, Rashad et al. (2022) constataram a
inibicdo do crescimento micelial de Fusarium solani em 97,6% na concentragéo de 1,5%, como
também a concentracgdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo inibitoria de 50% (IC50), nas
concentracgdes de 1,6% e 0,65% respectivamente. Ojaghian et al. (2019) ao testarem a eficacia
inibitéria de diferentes 6leos essenciais contra S. sclerotiorum em cenoura, obtiveram inibicéo

85,6% ao utilizarem a dosagem de 1 pl/ml do éleo essencial de lavanda.

4.3 ANALISE DA INIBICAO DA GERMINACAO DE ESCLERODIOS

4.3.1 Avaliagédo da germinagéo dos esclerddios pelo método de imerséo

O ensaio de analise de inibicdo da germinacao de esclerodios ocorreu até o 22° dia apos
a instalacdo do experimento para ambas as concentracgdes utilizadas (2.000 e 5.000 ppm). De
acordo com a curva de sobrevivéncia (Figura 22) para a concentragdo de 2.000 ppm, o
tratamento testemunha (0O ppm) apresentou o inicio da germinacgéo dos seus esclerodios no 4°
dia de instalagcdo do experimento, apresentando a germinagdo completa dos mesmos no 7° dia
como representa a Figura 22 A. A germinacdo dos esclerddios tratados com o 6leo de lavanda
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tive 0 mesmo comportamento que a testemunha, com germinacdo total também no 7° dia de
avaliacdo (Figura 22 D).

O tratamento com 6leo essencial de alho ndo apresentou a germinacdo de nenhum
esclerodio durante todo o periodo de avaliacdo (Figura 22 B). Em relacdo ao tratamento com
6leo essencial de cravo-da-india (Figura 22 C), o mesmo apresentou todos os esclerddios
germinados somente ap6s 22 dias de instalacdo do experimento com inicio da germinagdo no
13° dia. J& o tratamento com o Oleo de melaleuca a germinacao iniciou-se no 7° dia e com
germinacao de todos os esclerddios no 11° dia (Figura 22 E).

Conforme a curva de sobrevivéncia para a concentracdo de 5.000 ppm (Figura 23), 0
tratamento testemunha (0 ppm) iniciou a germinacao dos seus esclerédios no terceiro dia apds
a instalacdo do experimento, apresentando todos os esclerddios germinados no 7° dia de
avaliacdo como apresenta a Figura 23 A.

Os tratamentos com OGleos essenciais de lavanda e melaleuca, tiveram todos o0s
esclerddios germinados no 13 e 18 dia respectivamente (Figura 23 D e Figura 23 E), mostrando
o intervalo inibicdo entre ambos de 5 dias. Os 6leos essenciais de alho e cravo-da-india
proporcionaram a inibicdo total da germinacédo dos esclerddios, onde em ambos o0s tratamentos
ndo ocorreu a germinacao de nenhum esclerédio, como representa a Figura 23 B e Figura 23 C.

E possivel observar que o aumento da concentragdo de 2.000 ppm para 5.000 ppm,
promoveu melhor inibicdo da germinacgdo dos esclerédios. No tratamento com o 6leo essencial
de lavanda com o aumento da concentracdo proporcionou a inibicdo de mais 4 dias, como
também para melaleuca que passou de 11 dias para 18 dias, promovendo a inibicdo da
germinacdo por mais 7 dias a0 comparar ao tratamento testemunha. Em relacdo ao tratamento
com Oleo essencial de cravo-da-india, 0 aumento de concentragdo promoveu a inibicdo
completa da germinacéo dos esclerédios, observando que maiores concentra¢fes do uso do 6leo

0 tornam mais eficiente no seu uso.
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Figura 22. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e porcentagem de inibi¢do da germinacéo de esclerddios do
patégeno Sclerotinia sclerotiorum, no tratamento testemunha (0 ppm) (A), alho (B); cravo-da-india (C), lavanda
(D) e melaleuca (E) imersos na concentracdo de 2.000 ppm.
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Fonte: Autora (2022)



46

Figura 23. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e porcentagem de inibi¢do da germinacéo de esclerddios do
patégeno Sclerotinia sclerotiorum, no tramento testemunha (0 ppm) (A), alho (B); cravo-da-india (C), lavanda (D)
e melaleuca (E) imersos na concentracéo de 5.000 ppm.
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Fonte: Autora (2022)
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Apos os 22 dias de avaliagdo do ensaio, 0 tratamento que ndo apresentou germinagao
juntamente com as testemunhas, foram submetidos ao Teste de Trifenil Cloreto de Tetrazdlio

(TCT), onde os resultados qualitativos obtidos se encontram na Tabela 1.

Tabela 1. Viabilidade dos esclerddios (porcentagem) apds Teste de Trifenil Cloreto de Tetrazdlio (TCT) dos
tratamentos de imersdo com dleos essenciais nas concentracdes de 2.000 ppm e 5.000 ppm.

Tratamento Viaveis (%) Inviaveis (%)
Testemunhas (0 ppm) 100% 0%
Alho (2.000 ppm) 60% 40%
Alho (5.000 ppm) 0% 100%
Cravo-da-india (5.000 ppm) 0% 100%

Fonte: Autora (2022)

Ao observar a coloracdo interna dos esclerddios do tratamento com éleo essencial de
alho nas concentracBes de 2.000 e 5.000 ppm, e cravo-da-india em 5.000 ppm, foi possivel
constatar a ndo ocorréncia de respiracdo celular devido a coloracdo amarelada como mostra a
Figura 24. Deste modo, é possivel constatar que os 6leos essenciais além de inibirem a
germinacao do esclerddio, também o torna invidvel para seu desenvolvimento.

O tratamento com 6leo essencial de alho com 2.000 ppm apresentou viabilidade parcial
(60%) com a presenca de esclerddios viaveis, verificando que nesta concentracdo utilizada
ocorreu a inibicdo da germinacdo, mas ndo a atividade celular, o que ainda pode possibilitar o
patégeno a ocasionar a doenca.

O efeito inibitério do dleo essencial do cravo-da-india e alho podem estar relacionados
com a alta concentracdo dos compostos alicina (alho) e eugenol (cravo-da-india), o qual é
responsavel pela agdo antifungica (MAZZAFERA, 2003; SANTOS, 2014; SILVEIRA et al.,
2021). Além disso, os 0leos essenciais sdo hidrofébicos, o que facilita a sua aderéncia na parede
do esclerddio, como tambeém a interagdo com a membrana celular, lipideos e a mitocéndria,
podendo causar disturbios nos mesmos devido a facilidade na permeabilidade, favorecendo a
ligacdo de ions e outras moléculas de outras células (COSTA et al., 2011; VENTUROSO et al.,
2011).
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Figura 24. Esclerodios viaveis e inviaveis vistos em microscopio estereoscopio.

—

Esclerddio vidvel Esclerddio invidvel
(Testemunha 0 ppm) (Alho 5000 ppm)

Fonte: Autora (2022)

S&o escassos 0s trabalhos publicados presentes na literatura que apresentam a avaliagéo
da inibi¢do da germinagdo dos esclerddios de S. sclerotiorum por meio da imersdo dos mesmos
em oOleos essenciais. Entres estes, ha o relato de Graf Junior (2018) que avaliou o efeito dos
Oleos essenciais alecrim (R. officinalis), capim-limdo (C. citratus), cravo-da-india (S.
aromaticum), eucalipto (Eucalyptus globulus), gengibre (Zingiber officinalis Roscoe) e hortela
(Mentha arvensis) na inibicdo do crescimento micelial e germinacdo de esclerodios de S.
sclerotiorum. Este autor observou que, a imersao de esclerédios a uma concentracdo de 5.000
ppm, proporcionou resultados satisfatorios com a inibicdo total da germinacdo para o
tratamento com 6leo essencial de cravo-da-india, e inibicdo de 94% para com a presenca do
0leo essencial de capim-limdo até o 42° dia de avaliagdo, assemelhando-se com os resultados
obtidos neste presente trabalho.

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho descrito por Coser (2018),
porém, em outro fungo, o S. rolfsii que também produz esclerddios. A autora avaliou o potencial
inibitdrio dos dleos essenciais de capim-liméo e cravo-da-india na germinacdo de esclerodios
em concentracdes crescentes (1.000, 2.000, 3.000 e 5.000 ppm) no ensaio de imerséo e obteve
inibicdo de 100% da germinacdo na concentracdo de 5.000 ppm do 6leo essencial de capim-
liméo, e nas concentracdes de 3.000 e 5.000 ppm com 0leo essencial de cravo-da-india até o

40° dia de avaliacdo.
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Os oleos essenciais utilizados também apresentaram efeitos inibitorios para outros
patdgenos. Fialho e Papa (2015) avaliaram a atividade antiflngica in vitro de dez 6leos
essenciais de uva (Vitis vinifera), tangerina (Citrus reticulata), laranja doce (Citrus aurantium),
citronela (Cymbopogon winterianus), canela (Cinnamomum zeylanicum), eucalipto
(Eucalyptus staigeriana), anis estrelado (lllicium verun), alecrim (R. officinalis), cravo-da-india
(S. aromaticum) e tomilho branco (T. vulgaris) contra o fungo Sphaceloma ampelinum através
da analise do crescimento e da germinacdo de esporos. Para determinar a inibicdo de
germinacdo dos esporos, foram utilizadas as concentracbes de 0,3 e 1% em placas Elisa,
utilizando microscopio Otico para observar os esporos germinados e ndo germinados,
constataram que o O6leo essencial de cravo-da-india apresentou potencial inibitorio na
germinacdo dos esporos em ambas as concentragdes.

Marcondes et al., (2014) buscavam avaliar em seu trabalho a influéncia dos extratos
aquosos de alecrim, cravo-da-india, salvia, capim-limdo, orégano e pimenta-do-reino, na
inibicdo do crescimento micelial e germinacéo de esporos dos fungos C. gloeosporioides e de
Fusarium moniliforme, constataram que ao utilizar uma aliquota de 40 pL da suspensio 10°
conidios mL-1, juntamente com 40 pL de cada extrato nas concentracdes de 0; 5; 10 e 20% em
placas Elisa, a germinacdo de conidios de C. gloeosporioides foi inibida em 100% na
concentracdo de 20% dos extratos de alho e cravo-da-india, como também na concentragdo de
10% do extrato de cravo-da-india. Em relagdo ao F. moniliforme, a concentracdo de 20% do
extrato de alho inibiu a germinacéo dos conidios.

Itako et al. (2021) ao analisar o efeitos dos 6leos essenciais de S. aromaticum (cravo-
da-india), C. citratus (capim-limdo), E. citriodora (eucalipto) e R. officinalis (alecrim) no
desenvolvimento do patégeno Colletotrichum sp. em fragmentos dos frutos de Feijoa
sellowiana (goiaba-serrana), constataram que imergir fragmentos dos frutos com a presenca do
patdégeno em cada 6leo essencial em uma concentracdo de 5.000 ppm durante 2; 4; 8; 12 e 24
horas, o0 qual o Oleo essencial de cravo-da-india apresentou maior potencial inibitério, onde

inibiu totalmente a formacéo de hifas dos fragmentos durante 12 e 24 horas de imersao.
4.3.2 Avaliacao da germinacao dos esclerodios pelo método de volatilizagédo
A avaliacdo do efeito da volatilizacdo sobre a germinacdo dos esclerodios ocorreu

durante 22 dias, onde o tratamento testemunha (0 pL) teve inicio de germinag&o apés 3 dias de
instalagdo do experimento, apresentando todos os esclerodios germinados no 5° dia (Figura 25
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A). O dleo essencial de lavanda apresentou potencial inibitorio na germinagdo dos esclerddios
até o ultimo dia de avalia¢do, onde no 22° dia todos os esclerddios se mostraram germinados
(Figura 25D).

Os demais tratamentos (alho, cravo-da-india e melaleuca) ndo apresentaram germinacgéo
de nenhum dos seus esclerddios apresentando potencial inibitorio da germinagdo dos mesmos
por meio da liberacdo de compostos volateis dos 6leos essenciais (Figura 25 B, C e E).

Também foi realizado no 22° de avaliacdo o teste TCT nos tratamentos (6leo essencial
de alho, cravo-da-india e melaleuca) que ndo apresentaram germinacdo até este dia de
avaliagdo. Os dados qualitativos obtidos constam na Tabela 2. Foi verificado a ndo-coloragéo
dos esclerddios apds a abertura dos mesmos em todos os tratamentos, indicando a inviabilidade
dos esclerddios. Com estes resultados sugere-se que 0os compostos volateis dos 6leos essenciais

além de inibir a germinacdo dos esclerddios podem afetar a sua atividade celular.

Tabela 2. Viabilidade dos esclerddios (porcentagem) apos Teste de Trifenil Cloreto de
Tetrazélio (TCT) dos tratamentos com efeito da volatilizagdo na concentracao de 100 pL

Tratamento Viaveis (%) Invidveis (%)
Testemunha (0 L) 100% 0%
Alho (100 pL) 0% 100%
Cravo-da-india (100uL) 0% 100%
Melaleuca (100uL) 0% 100%

Fonte: Autora (2022)
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Figura 25. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e porcentagem de inibicdo da germinacédo de esclerddios do
patdgeno Sclerotinia sclerotiorum, através do efeito de volatilizacao dos 6leos essenciais de alho (A), cravo-da-
india (B); lavanda ( C ), melaleuca (D) na concentracéo de 100 pL e testemunha (E) com O pL.
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f: 4
. | 3
» 1
(‘ Termpa (dan) [) Tompo (dus)
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|
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Fonte: Autora (2022).
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Seiga et al., (2020) avaliaram o efeito dos Oleos essenciais de Casearia sylvestris,
Eugenia uniflora e Melaleuca latifolia na inibigdo do desenvolvimento de S. sclerotiorum. No
trabalho foi utilizado a concentracdo de 15 L aplicados em papel filtro e fixados na tampa das
placas de Petri. Foi observado que a concentragdo utilizada ndo inibiu o crescimento micelial
do patégeno, mas que apenas a testemunha apresentou formacéao de esclerddios, sugerindo que
maiores concentragdes podem atuar de forma mais eficiente no controle do patégeno, como foi
observado neste ensaio ao utilizar a concentracao de 100 pL. Em contrapartida, Baseggio et al.
(2019) avaliaram o efeito volatil dos 6leos essenciais de alho (A. sativum), arruda (Ruta
graveolens), carqueja (Baccharis trimera) e nim (Azadirachta indica) e observaram que a
concentracdo de 20 pL de 6leo essencial de alho inibiu totalmente o crescimento micelial e
producdo de conidios de Monilinia fructicola, demostrando que menores concentracdes
também podem ser inibitérias do desenvolvimento de outros fungos fitopatogénicos.

O trabalho de Lorini, Bolando e Mendes (2016) com intuito de avaliar o efeito volatil
dos Oleos essenciais de alecrim, canela, cravo-da-india e eucalipto no desenvolvimento de
patdgenos em améndoas de castanha-do-Brasil, obtiveram resultados satisfatorios ao utilizarem
também a dosagem de 100 pL. Houve inibicdo do desenvolvimento de Penicillium sp. com o
uso do 6leo essencial de eucalipto, j& o de cravo-da-india teve maior inibicdo do patdgeno
Rhizopus sp., e 0 de canela foram A. niger, A. flavus e Rhizopus sp.

Por meio dos resultados, é possivel observar que o ensaio de volatilizacdo apresentou
mais eficiéncia ao equiparar com 0s ensaios de crescimento micelial e da imersdo dos
esclerddios nos 6leos essenciais. O mesmo foi observado por Soylu, Kurt e Soylu et al. (2010)
ao avaliar o uso dos 06leos essenciais de origanum (Origanum syriacum L. var. bevanii), lavanda
(Lavandula stoechas L. var. stoechas) e alecrim (R. officinalis) no controle alternativo in vitro
de B. cinerea, onde obtiveram o maior controle por meio do efeito volatil em relacdo ao de
contato com 0leos essenciais.

Esses resultados podem estar relacionados ao fato dos compostos volateis na forma de
vapor, apresentam maior facilidade de penetracdo nas estruturas fungicas dos patdgenos,
possibilitando maior facilidade na inibicdo do crescimento, interferéncia da atividade
enzimaética, divisdo celular e permeabilidade da membrana em comparagdo com o estado
liquido (ROSADO et al., 2009).
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5 CONCLUSAO

Os oOleos essenciais de alho e cravo-da-india mostraram-se promissores na inibicdo do
crescimento micelial e germinacéo de esclerédios, como também o 6leo essencial de melaleuca
com efeito volatil inibitorio.

Os resultados do presente trabalho, constataram o potencial antifungico dos 6leos
essenciais como forma de controle alternativo in vitro do patdgeno S. sclerotiorum.

Ensaios a nivel de campo sdo necessarios para avaliar o potencial dos 6leos essenciais
aplicados em plantas. A partir disto, pode-se analisar como 0s 6leos essenciais irdo responder
as condic¢des climéticas do local e qual a melhor forma de aplicacdo. O efeito volatil dos dleos
essenciais foi 0 que se mostrou mais promissor, podendo ser uma 6tima estratégia de controle
utilizada em conjunto com a solarizacdo, por exemplo.

Além disso, os resultados adquiridos no presente trabalho irdo auxiliar nos futuros
estudos do uso de Gleos essenciais no controle de doencas fitopatogénicas.
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