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RESUMO

O mofo-branco é um patégeno que afeta culturas agricolas, em especial a soja. O manejo da
doenca é baseado em medidas de controle cultural, quimico e biolégico. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar o efeito dos Oleos essenciais sobre o crescimento de Sclerotinia
sclerotiorum. O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com 6
tratamentos e 5 repeticdes. Os tratamentos foram constituidos dos éleos essenciais de alho,
alecrim, prépolis, cravo-botao e melaleuca, além da testemunha. Para a determinacdo da
atividade antifingica procedeu-se o isolamento monospdrico de Sclerotinia sclerotiorum para
obtencao das coldnias puras. Foram avaliados o crescimento micelial, percentagem de inibicdao
do crescimento e taxa de crescimento micelial. As avaliacbes foram realizadas aos 3 dias e
apés em intervalos de sete dias, até as coldnias atingirem toda a superficie do meio de cultura.
O alho apresentou inibicdo parcial do crescimento micelial do fungo. O alecrim, prépolis, cravo-
botdo e melaleuca sao eficientes para o controle in vitro de Sclerotinia sclerotiorum.

Palavras-chave: Fitopatologia; mofo-branco; alternativa de controle; doencas de plantas.
ABSTRACT

White mold is a pathogen that affects agricultural crops, especially soybeans. The
management of the disease is based on cultural, chemical and biological control measures. The
objective of this research was to evaluate the effect of essential oils on the growth of
Sclerotinia sclerotiorum. The experiment was conducted in a completely randomized design,
with 6 treatments and 5 repetitions. The treatments consisted of essential oils of garlic,
rosemary, propolis, cloves and tea tree, in addition to the witness. For the determination of
antifungal activity, monclerotic isolation of Sclerotinia sclerotiorum was performed to obtain
pure colonies. Mycelial growth, percentage of growth inhibition and mycelial growth rate were
evaluated. The evaluations were carried out at 3 days and after at intervals of seven days, until
the colonies reached the entire surface of the culture medium. Garlic showed partial inhibition
of the mycelial growth of the fungus. Rosemary, propolis, clove and tea tree are effective for
the in vitro control of Sclerotinia sclerotiorum.

Keywords: Phytopathology; white mold; control alternative; plant diseases.
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1. INTRODUCAO

O mofo-branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um
patdégeno necrotréfico que causa uma das mais importantes doencas da cultura da
soja no Brasil, resultando em reducdes produtivas médias de 25%, podendo chegar a
70% em casos severos. Estima-se que aproximadamente 28% da area de producao de
soja brasileira esteja infestada pelo patdgeno, totalizando mais de 10 milhdes de
hectares que necessitam da adocao de medidas integradas de manejo da doenca. O
Rio Grande do Sul esta entre os estados mais afetados pelo mofo-branco, assim como
outros importantes estados produtores nas regides Sul, Sudeste, Centro-oeste e
Nordeste. (MEYER, 2018).

A producao de esclerédios € uma caracteristica marcante de Sclerotinia sclerotiorum e
estas estruturas de sobrevivéncia do fungo persistem no solo e sdo consideradas
fontes primarias de inéculo podendo afetar os cultivos subsequentes. Quando as
condicdes ambientais sao adequadas, principalmente em alta umidade, temperatura
média de 20°C e dias nublados, ocorrem a germinacao dos esclerddios e a formacao
dos apotécios que sao as estruturas que produzem os ascOsporos responsaveis pela
infeccao em culturas agricolas suscetiveis, que principalmente ocorrem inicialmente
nas hastes e peciolos. (GRAU; HARTMAN, 2015). Devido a dependéncia maioritaria do
atendimento das condicdes climaticas para a ocorréncia da doenca, o mofo-branco
apresenta alta variabilidade na ocorréncia entre safras na cultura da soja. (JACCOUD
FILHO et al., 2017; REIS et al., 2019).

O controle quimico, associado a praticas de manejo integradas com o controle cultural
e biolégico sao as medidas de controle mais adequadas. (SEIXAS et al., 2020). Neste
contexto, a busca por alternativas de controle é importante e pesquisas com espécies
vegetais que sintetizam compostos com propriedades antifiUngicas sdao importantes
para compor o manejo desta doenca em plantas cultivadas, bem como, para reduzir o
uso de fungicidas convencionais e o efeito téxico de aplicacdes em condicdes nao
ideais sobre o ambiente e a salde humana. Além disso, figura como alternativa para
cultivos organicos, agroecoldgicos e tem demonstrado potencial de uso em pomares
de goiabeira através de aplicacOes foliares. (SILVA et al., 2018). Apesar disso, a forma
de aplicacao destes produtos naturais bioativos deve ser aprimorada para melhorar o
aproveitamento da agao biolégica.

As plantas medicinais possuem a capacidade de sintetizar substancias protetoras
principalmente através do metabolismo secundario e dentre estes compostos os dleos
essenciais podem apresentar caracteristicas de interesse para o controle de fungos
em plantas ou para promover a melhoria nos mecanismos de defesa das plantas.
Porém, ocorrem variacdes qualitativas e quantitativas nos constituintes de 6leos
essenciais de acordo com a idade da planta matriz, condi¢cdes climaticas, do local de
coleta na planta doadora e também da forma de extracao do 6leo em laboratério.
(VAZQUEZ et al., 2019).

A atividade antifungica dos 6leos essenciais ocorre pela capacidade em se difundir
através da parede celular e da membrana plasméatica de patégenos que pela sua
constituicao hidrofébica, que interage com os lipideos da parede, membrana celular e
mitocOndrias, alterando a permeabilidade e causando distUrbios nessas estruturas.



Revista Thema &

v19 | n.3 | 2021

(COSTA et al., 2011). Devido as propriedades antioxidantes, sua utilizacdao para o
controle de patégenos é possivel. (SHAO et al., 2013; MENDES et al., 2017). Deste
modo, o estudo de plantas que apresentam potencial para o controle de patégenos
merece destague e pesquisas que buscam informacdes de capacidade de controle in
vitro sao importantes para selecionar éleos essenciais e espécies promissoras para
pesquisas em condicdes de cultivo.

A importancia da busca por formas alternativas de controle se acentua principalmente
para a consolidacao do sistema agricola sustentavel, além de contribuir com
segmentos organicos e agroecolégicos de producao de alimento. (SILVA et al., 2012).
O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de 6leos essenciais sobre o crescimento
de Sclerotinia sclerotiorum.

2. DESENVOLVIMENTO

O experimento foi conduzido no laboratério de Fitopatologia da Universidade de Cruz
Alta (Unicruz) de setembro a outubro do ano de 2020, no municipio de Cruz Alta-RS,
com localizacdo geografica na latitude 28°38'19"' e longitude 53°36'23"’, com altitude
média de 452 metros. O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente
casualizado, com 6 tratamentos e 5 repeticdes. Os tratamentos foram constituidos
pelos 6leos essenciais de (Allium sativum L,- Amaryllidaceae), alecrim (Rosmarinus
officinalis L. - Lamiaceae), prépolis (Apis mellifera L.), cravo-botdo (Eugenia
caryophyllus) e melaleuca (Melaleuca linariifolia var. alternifolia Maiden & Betche),
além da testemunha.

Para a determinacdo da atividade antifingica dos 6leos essenciais de plantas, foi
utilizada a espécie patogénica Sclerotinia sclerotiorum, obtida a partir de amostras da
cultura do nabo forrageiro onde foram coletados os esclerédios da doenca
provenientes de uma lavoura e, posteriormente, procedeu-se ao isolamento
monospérico, para obtencdo das coldnias puras. O isolamento monospdrico foi feito a
partir de placas com esporulacao do fungo sendo adicionados 10 mL de &gua
destilada e esterilizada com a finalidade de obter-se uma suspensao de esclerddios,
em seguida, com auxilio de um pincel, foi feita a remocao dos esclerdédios. Dessa
suspensao, foi pipetado 1 ml e, em seguida, colocado em placas de petri contendo
agar-agua a 1%. Apds isso foram isolados e cultivadas em meio BDA e conservadas
em BOD, em temperatura de 25+1°C e fotoperiodo de 12 horas durante 30 dias.
Seguidamente a esse periodo, com a obtencao das coldnias esporuladas, iniciou-se o
experimento com os éleos essenciais.

Foram adquiridos em estabelecimentos comerciais os 6leos essenciais de prépolis,
cravo-botao, melaleuca, alho e alecrim e utilizou-se 5 mL de cada 6leo em 95 mL do
meio de cultura BDA. Apds a autoclavagem do meio de cultura, os 6leos essenciais
foram incorporados ao meio. Na testemunha, foi adicionado apenas o meio BDA. Para
o preparo do meio de cultura BDA, utilizou-se 40 gramas do meio de cultura j& pronto
(Batata dextrose agar).

Apéds a solidificacdo dos meios de cultura, transferiu-se para o centro das placas,
discos de micélio de Sclerotinia sclerotiorum medindo 0,2 cm de diametro, retirados
de colbnias puras com 7 dias de crescimento. As placas de Petri foram vedadas com
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filme plastico e incubadas em camara BOD a uma temperatura de 25°C, com
fotoperiodo de 12 horas. Foram avaliados o crescimento micelial, percentagem de
inibicao do crescimento e taxa de crescimento micelial. Para avaliacao do crescimento
micelial das col6nias fungicas, foram realizadas medicdes do crescimento radial da
colénia em dois eixos ortogonais, sendo posteriormente calculadas as médias. As
avaliacoes foram realizadas aos trés dias e apds em intervalos de sete dias,
perdurando até o momento em que as coldnias atingiram toda a superficie do meio de
cultura. A percentagem de inibicao do crescimento (PIC) do fitopatégeno foi obtida por
meio da férmula: PIC = [(diametro da testemunha - diametro do tratamento)/diametro
da testemunha] x 100, para cada 6leo essencial em relacao a testemunha.

A taxa de crescimento dos fitopatégenos foi mensurada conforme Benicio et al.
(2003), e os dados foram plotados para obtencao de equacao de regressao linear
simples (y = a + bx), sendo (x) o dia final da incubacao, (y) o diametro final da
colénia, (a) o diametro inicial da coldénia e (b) a taxa de crescimento micelial,
determinada pelo coeficiente de regressao. Os dados foram submetidos a analise de
variancia com auxilio do programa SISVAR e as médias foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott em 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa dos tratamentos sobre a taxa de crescimento e inibicao
do crescimento micelial (Tabela 1). De maneira geral, observou-se que os dleos
essenciais de alecrim, melaleuca, prépolis e cravo-botao nao apresentaram taxa de
crescimento micelial e, consequentemente, apresentaram 100% de inibicao do
crescimento de micélios de Sclerotinia sclerotiorum. Por outro lado, o éleo de alho e a
testemunha diferiram e foram agrupados no grupo com médias de controle inferiores.
Para o 6leo de alho, foi verificada taxa de crescimento micelial de 0,34 cm dia™ e
71,76% de inibicao de crescimento micelial. Apesar disso, Souza et al. (2007)
concluiram que o alho foi eficiente na inibicdo do desenvolvimento do fungo Fusarium
proliferatum, o que contribuiu para a melhoria do percentual de germinacao e reduziu
a incidéncia de tombamento e podridao do colmo em plantulas de milho. A partir da
concentracdo de 3000 ug mL* do extrato aquoso de alho, ocorreu 100% de inibicao do
crescimento micelial e da esporulacao de Aspergillus niger. (SOUZA; SOARES, 2013).
Isso demonstra que a capacidade de controle dos compostos sintetizados pelo alho é
variavel entre os agentes causais de doencas fungicas em plantas e também varia em
relacao as concentracdes necessarias para a obtencao de resultados satisfatérios.

Através dos resultados da presente pesquisa, ficou evidenciado que a utilizacao dos
Oleos essenciais de melaleuca, prépolis, cravo-botdao e do alecrim foram eficientes no
controle do mofo-branco in vitro. O éleo de melaleuca foi eficaz no controle de
cercosporiose (Cercospora beticola) em beterraba com inibicao do crescimento
micelial de 56 a 99% nas doses de 6leo de 0,13%, 0,67%, 0,80% e 1,00%. Além disso,
o0 uso do 6leo levou a melhoria dos indices de avaliacao da producdo de raizes.
(SOUZA et al., 2015). Barbosa et al. (2015) observaram que o éleo de melaleuca
apresentou eficiéncia no controle de Colletotrichum musae, inclusive, ndo diferindo do
fungicida a partir da dose de 50 uL/L. Resultando similar foi observado por Martins et
al. (2010), onde os autores verificaram que a concentracdo de 0,2% do d6leo de
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Melaleuca alternifolia incorporado ao meio de cultura reduziu o crescimento micelial
dos fungos Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria alternata.

O efeito do 6leo de prépolis no controle de fungos vem sendo pesquisado, porém, ha
variabilidade nas respostas de controle. (BARBOSA et al., 2015). Apesar disso, ficou
evidenciado que para o controle de Sclerotinia sclerotiorum o 6leo essencial de
propolis apresentou controle total na expansao da colénia micelial. Avaliando 6éleos
essenciais no controle de Aspergillus flavus, Shin (2003) verificou que o 6leo de
alecrim apresentou efeito parcial para o controle do fungo. Por outro lado, o extrato de
alecrim na concentracao de 20% apresentou efeito pronunciado na reducao do
nidmero de conideos de Fusarium moniliforme (MARCONDES et al., 2014),
corroborando com o efeito observado na presente pesquisa sobre a expansao micelial
de Sclerotinia sclerotiorum ratificando a eficiéncia no controle das espécies de fungo.

Tabela 1 - Taxa de crescimento micelial (cm dia?) e inibicdo do
crescimento (%) micelial de Sclerotinia sclerotiorum em 6leos essenciais.

Oleos essenciais Taxa de crescimento Inibicao do crescimento
micelial (cm dia-1) micelial (%)

Testemunha 0,41 bl 8,24 a

Alho 0,34 b 71,76 b

Melaleuca 0a 100 c

Prépolis Oa 100 c

Cravo-Botao Oa 100 c

Alecrim 0Oa 100 c

CV % 10,5 13,2

*Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro.

Fonte: Elaborado pelos autores.

O ¢leo essencial de cravo-botao iniciou a inibicdo do crescimento micelial de
Cladosporium herbarum na concentracao de 1,6 uL e controle total na de 12,8 uL, o
que credenciou o 6leo essencial com importante alternativa para o controle da doenca
causado por este fungo. (FIGUEIREDO et al., 2021). O 6leo essencial de cravo-botao
inibiu o crescimento micelial e a germinacao de esporos de Sphaceloma ampelinum
nas concentracdes de 0,3 e 1%, o que credencia seu uso em pesquisas de eficiéncia
em campo. (FIALHO; PAPA, 2015).

Na Figura 1, evidencia-se que o diametro das col6nias de Sclerotinia sclerotiorum nao
apresentou crescimento nos 6leos essenciais de melaleuca, cravo-botdo, prépolis e
alecrim nos tempos de avaliacao aos 3 e 10 dias. O éleo de alho ndo demonstrou a
mesma eficiéncia, havendo crescimento das colbnias do fungo aos 10 dias apéds a
aplicacdao dos tratamentos e alcancando diametro da col6nia de aproximadamente 2
cm. A testemunha apresentou o crescimento das col6nias tanto aos 3 quanto aos 10
dias e confirma que houve efeito inibidor dos éleos essenciais no crescimento das
colbénias de fungos, com menor eficiéncia no 6leo de alho. Deste modo, infere-se que a
utilizam dos Oleos essenciais foram eficientes no controle do crescimento de
Sclerotinia sclerotiorum in vitro.
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Figura 1 - Diametro da colonia de Sclerotinia sclerotiorum em
diferentes dleos essenciais aos 3 e 10 dias.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

O uso em larga escala de fungicidas industrializados para o controle de doencas em
culturas agricolas e em espécies frutiferas ocasiona a selecao de espécies de fungos
resistentes. Devido a complexidade e o tempo necessario para a descoberta e
lancamento de novas moléculas de fungicidas, a busca por métodos alternativos de
controle, no qual se inclui a inducao de resisténcia em plantas pelo o uso de 6leos
essenciais sao importantes. Além disso, para a reducao do uso de produtos quimicos
para a protecao de cultivos agricolas o uso de 6leos essenciais tem demonstrado
eficacia, como apresentado nesta pesquisa para o controle de Sclerotinia sclerotiorum
in vitro devido a sua atividade antifiUngica que age direta ou indiretamente sobre a
doenca fortalecendo o sistema de defesa das plantas. (STANGARLIN et al., 2010).
Dentre os constituintes dos 6leos essenciais, a classe dos terpenos e tepenoides sao
0s principais responsaveis pela alta atividade antifingica e antibacteriana. (MENDES
etal., 2018; KUMAR et al., 2019).

Com isso, 0 uso de 6leos essenciais de plantas pode ser uma alternativa eficiente pela
presenca de substancias que promovem a inibicdo do crescimento do patdégeno. Além
disso, seu uso vai em direcao aos preceitos de sustentabilidade do sistema produtivo e
pode figurar como uma opcao de menor dispéndio financeiro. Porém, estudos para a
avaliacao da eficacia devem ser realizados em casa de vegetacao e em condicbes de
campo, para a definicdo de estratégias importantes tanto de aplicacao como de
verificacao da eficacia em condicdes ambientais de campo de producgao.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Oleos essenciais de alecrim, prépolis, cravo-botdo e melaleuca sdo eficientes para o
controle in vitro de Sclerotinia sclerotiorum.
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