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RESUMO

A antracnoses €& uma doenca causada pelo fungo Colletotrichum
gloeosporioides f. sp. cepae, umas das principais doencas na cultura da cebola. A
principal estratégia de controle deste fungo é o controle quimico com fungicida
sendo esta técnica utilizada na maior parte dos cultivos. Atualmente vem sendo
estudados métodos de controle de doengas que sejam menos agressivos ao
ambiente, mostrando-se como uma boa alternativa o uso de 0leos essenciais. Diante
do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito direto dos 6leos essenciais
de manjericdo, capim-limao, salvia, tomilho e citronela como uma alternativa no
controle do fungo C. gloeosporioides f. sp. Cepae, além de determinar seu efeito
sobre a qualidade fisiolégica de sementes de cebola. Os 6leos essenciais de capim-
limédo e salvia ndo afetaram a qualidade fisiologica das sementes de cebola e todos
0s Oleos essenciais utilizados promoveram a inibicdo da germinacdo de esporos de
C. gloeosporioides f. sp. cepae. Os 6leos essencias de tomilho, capim-limdo e
citronela, na concentracdo de 2.000 ppm, inibiram totalmente o crescimento micelial
do fungo. O 6leo essencial de capim-limdo foi o tratamento que mais protegeu as
sementes do patégeno refletido em sua emergéncia em solo infestado com o
patégeno, apresentando uma eficiéncia igual ao fungicida utilizado. Para a
inoculacdo das sementes com o patdégeno, o potencial osmoético de -1,0 MPa nao
afetou a germinacdo das sementes, sendo a contaminacdo com o patégeno maior
que a testemunha. Finalmente, o tratamento com o 6leo essencial de capim-liméo a

1.000 ppm, proporcionou uma maior prote¢do nas sementes contra o fungo.

Palavras chaves: Allium cepa L, Colletotrichum, éleos essenciais, qualidade

fisiol6égica das sementes, controle fungico.
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ABSTRACT

The antracnoses is a disease caused by the fungus Colletotrichum gloeosporioides f.
sp. cepae, one of the major diseases in the culture of onion (Allium cepa L). The
main control strategy of this fungus is the chemical fungicide control with this
technique used in most crops. It is currently being studied disease control methods
that are less harmful to the environment, showing up as a good alternative, the use of
essential oils. Given the above, the objectives of this study were to evaluate the
direct effect of essential oils of basil, lemongrass, sage, thyme and citronella as an
alternative in the fungus control C. gloeosporioides and determine its effect on the
physiological quality of onion seeds; evaluate the effect of these on conidial
germination and mycelial growth of C. gloeosporioides; determine the effectiveness
of essential oils in soil infested by the pathogen; determine, through the use of water
restriction, the best osmotic potential for inoculation of onion seeds with the
pathogen; and finally the effect of these essential oils in onion seed inoculated with
C. gloeosporioides. The essential oils of lemongrass and sage not afeitaram the
physiological quality of onion seeds, all essential oils promoted inhibition of
germination of C. gloeosporioides spores. The essential oils of thyme, lemongrass
and citronella, at a concentration of 2,000 ppm, completely inhibited the mycelial
growth of the fungus. The essential lemongrass oil and fungicide treatments were
more protected seeds of the pathogen reflected in its emergence in soil infested with
the pathogen. For seed inoculation with the pathogen, the osmotic potential of -1.0
MPa did not affect seed germination, and contamination with the pathogen greater
than the witness. Finally, treatment with the essential oil of lemongrass to 1,000 ppm,

generated greater protection in the seeds against the fungus.

Key words: Allium cepa L, Colletotrichum, essential oils, physiological seed quality,

fungal control
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CAPITULO 1

OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE PATOGENOS

1. INTRODUCAO

A cebola é classificada botanicamente como Allium cepa L., originéria da regido
compreendida pelo Afeganistdo, Ird e partes do sul da antiga Unido Soviética,
pertence a familia Alliaceae, juntamente com outras espécies de utilizacédo
condimentar. Sua semente € lisa e irregular, de coloragcdo clara no inicio da sua
formacdo e a medida que vai amadurecendo adquire uma coloracdo escura
(COSTA; ANDREOTTI, 2002).

A cebola € utilizada principalmente como condimento, sendo também um
eficiente bactericida e anti-inflamatorio, possuindo na sua composi¢ao a vitamina K
(naftoquinona), além de calcio, ferro, iodo e flior (COSTA, 1996).

E cultivada no Brasil desde a regido Sul até o Nordeste, destacando-se como
principais produtores os estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo,
Parand e Pernambuco (ARAUJO; CORREIRA, 2007). De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013), a producdo de cebola no Brasil
na safra de 2013 foi de 1.398.487 toneladas, totalizando uma area de 60 mil
hectares com um consumo médio de sementes de 2,0 Kg ha™*; assim, a necessidade
de sementes de cebola no Brasil pode ser estimada em 120 toneladas por ano.

Para garantir um adequado estabelecimento de plantas no campo, € de
extrema importancia a utilizacdo de sementes de alta qualidade sanitaria e
fisiologica, sendo isto um importante insumo responsavel pelo sucesso do
empreendimento. A qualidade sanitaria da semente interfere em seu poder
germinativo e na formacdo de mudas. Sua deterioragéo, as anormalidades, lesdes, e
a morte de plantulas podem ser causadas por micro-organismos presentes na
semente (FAIAD et al., 2003). Dentre os principais problemas fitossanitarios da
cultura destaca-se a antracnose ou mal de sete voltas, causada pelo fungo

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. e Sacc. in Penz. sp. cepae.



7

A antracnose € uma doenca de distribuicdo mundial, e ocorre em todas as
regides produtoras de cebola do Brasil. O fungo C. gloeosporioides ataca plantas em
mais de 50 familias, durante todas as fases do cultivo (GAVA; TAVARES, 2007).
Estes fungos tém a capacidade de persistir no solo durante longos periodos, até
encontrar as condi¢des favoraveis para desenvolver-se (OLIVEIRA, 2010). A partir
da fonte de indculo, representadas por restos de cultura e matéria organica, pode
ocorrer a disseminacao das estruturas fungicas, realizada pela agua, do movimento
do solo e do transporte de material infectado como mudas e sementes (OLIVEIRA,
2010). A disseminacdo dos esporos de C. gloeosporioides ocorre principalmente
pelo vento e periodos chuvosos com elevada umidade relativa (90%) (TAVARES,
1995).

A principal estratégia de controle deste fungo € por meio de fungicida, sendo
esta técnica utilizada na maior parte dos cultivos (HADDAD, 2003). Isto tende a
aumentar os custos de producdo e, em algumas ocasifes, pode afetar a saude
humana especialmente do agricultor, além de contribuir com a contaminacéo
ambiental (CARVALHO; PIVOTO, 2011).

Atualmente, métodos de controle de doencas que sejam menos agressivos
com o ambiente vém sendo estudados, mostrando-se como uma boa alternativa, o
uso de Oleos essénciais extraidos de plantas medicinais e aromaticas; estas, por sua
vez, apresentam compostos quimicos que causam algum tipo de toxicidade direta,
ou geram um fortalecimento nas estruturais da planta, incrementado assim sua
resisténcia a penetracdo dos micélios dos fungos (OLANDA, 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito direto
de Oleos essenciais como uma alternativa no controle do fungo Colletotrichum
gloeosporioides f. sp. cepae e determinar seu efeito sobre a qualidade fisioldgica de

sementes de cebola.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Considerac0Oes gerais sobre a cebola

De acordo com Kill et al. (2007), a primeira classificacdo da cebola foi feita por
Carl Van Lineus em seu livro “Species Plantarum” como pertencente a familia
Liliaceae e ao género Allium, sendo a espécie A. cepa L. Os mesmos autores
propuseram em seu trabalho a seguinte classificacdo adotada: “Sub-divisdao —
Angiospermae; Classe — Monocotiledoneae; Sub-classe — Liliidae; Ordem — Liliales;
Familia — Alliaceae; Género — Allium e Espécie - Allium cepa L”. Além da cebola, o
género Allium inclui outras espécies de importancia econémica como o alho (A.
sativum L.), o alho porré (A. ampeloprasum L. var. porrum (L.) J. Gay), a cebolinha
(A. fistulosum L.), entre outros (KILL et al., 2007).

De acordo com a FAO (2010), a producdo mundial de cebola no ano de 2010
foi de 78.53 milhdes de toneladas, sendo os maiores produtores a China, india,
Estados Unidos, Egito, Iran e Brasil; esses paises produziram o equivalente a 61%
da producdo mundial. O Brasil produz cerca de 1,75 milhdo de toneladas
representando 2% da producdo mundial, sendo o sétimo maior produtor de cebola
(NUNES et al., 2014).

A cebola é considerada a terceira espécie oledcea de importancia no pais,
sendo superada apenas pela batata (Solanum tuberosum L.) e o tomate (Solanum
lycopersicum L.), em volume produzido e pela renda gerada (BETTONI, 2011,
MENEZES JUNIOR et al., 2013). O agronegbcio da cebolicultura teve um
crescimento geométrico durante os anos de 1990 e 2012, o qual pode atribuir-se
pelo uso de novos sistemas de irrigacdo, da maior utilizacdo de hibridos, da
adaptacdo da cultura a diferentes climas e solos, passando inclusive de uma
atividade desenvolvida por pequenos produtores a aquela realizada por produtores
com técnicas de cultivo mais modernas (MOTA et al., 2014).

No Brasil, 0 consumo de cebola nos ultimos anos permaneceu praticamente
estavel, com um consumo entre 750.000 e 850.000 toneladas por ano; para atender
este consumo, o0 pais importa aproximadamente ente 330.000 a 750.000 toneladas
anuais, sendo que esta variacao ira depender da producao interna e das condi¢des
climaticas (FARIA et al., 2012).



No ano de 2014 a safra da cebola foi de 57.321 hectares, no ano de 2015
foram produzidos 56.756 hectares, com uma producdo de 1.601.767 e 1.462.582
toneladas respetivamente, apresentando uma variacao de -9% na producdo. Neste
ano de 2015, as regides com maior producao foi a regido Sul com uma producéo de
710.056 toneladas, onde o maior produtor foi Santa Catarina com 426.916
toneladas, seguido do Rio Grande do Sul com 147.439 e finalmente o Parana com
128.980 toneladas (SEAB, 2016).

A comercializacdo da cebola produzida no Brasil geralmente durante os meses
de novembro até abril € ofertada pelo estado de Parana, os outros meses do ano a
cebola € oriunda de outros estados como: Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Sdo
Paulo, entre outros (SEAB, 2013).

A época considerada ideal para o cultivo da cebola em nossas condi¢cdes é de
fevereiro a novembro. O cultivo de verdo (semeio no final da primavera a inicio do
verdo) tem como principal inconveniente a bulbificagdo sobre altas temperaturas e
maior incidéncia de doencas, pragas e plantas daninhas. Seu ciclo é completado em
125 a 140 dias, dependendo da cultivar, do sistema de cultivo (semeadura direta ou
transplante de mudas) e das condic¢des climaticas (MICHEREFF FILHO et al., 2012).

Segundo RESENDE et al. (2003), a cebola é uma hortalica cuja adaptacdo em
determinada localidade é condicionada por fatores do meio ambiente, como
fotoperiodo e temperatura, o que limita a recomendacdo de uma mesma cultivar
para uma faixa ampla de latitudes. O fotoperiodo e a temperatura se alteram em
funcdo da época do ano, e a producédo em condi¢cbes quando ndo adequadas podem
ocasionar perdas na producédo, reduzindo a bulbificacdo, emissdo precoce do
pendao floral e a ocorréncia de plantas improdutivas. O estabelecimento adequado
do estande também depende da germinacao rapida e uniformidade das sementes,
ou seja, da qualidade fisiologia das sementes utilizadas (RODO; MARCOS FILHO,
2003).

A cebola pode estar sujeita a uma série de doencas que podem afetar a
producdo significativamente em todas as regifes produtoras. A maior parte das
areas sob cultivo tem adotado sistema de producdo convencional; este sistema
apresenta uso excessivo de fertilizantes e tratamento quimicos, gerando impactos
negativos para o meio ambiente e para o homem (EPAGRI, 2000; EPAMIG, 2002;
GONCALVES et al., 2008).



A producdo de cebola organica no Brasil ainda nao possui cultivares
desenvolvidos especificamente para este fim, pelo qual € utilizado cultivares
desenvolvidos no sistema convencional. A producdo organica de cebola é feita em
pequena escala, sendo a maior parte das propriedades pequenas e de origem
familiar. Nos Ultimos anos, o cultivo da cebola em sistema orgéanico vem ganhando
espaco nas regides produtoras; um exemplo disto é Santa Catarina, onde segundo
Camargo Filho e Alves (2005) a producéo organica de cebola aparece nos estudos
de mercado, com rendimento de 10 t ha, a um custo de R$ 3.256,00.

Em testes realizados por dois anos seguidos, especialistas conseguiram com o
manejo orgéanico obter cerca de 38 ton ha de bulbos comerciais de cebola, uma
guantidade superior a média registrada com os métodos tradicionais de cultivo na
regido (20 ton ha). Este resultado abre aos agricultores da regido de Sao Francisco
as portas para um mercado em franca expansdo no Brasil de produtos organicos.
(COSTA et al., 2008)

A elevacédo do preco dos fertilizantes minerais nos ultimos anos e a procura por
fontes alternativas de controle € uma das limitacbes para tornar o sistema de
producdo organico de cebola viavel, devido a caréncia de tratamentos alternativos

para o controle sanitario.

2.2 Agente etiolégico Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae

A cebola esta sujeita a uma série de doencas que podem afetar diversas partes
da planta. Algumas destas doencas podem causar grandes perdas, limitando o
cultivo se ndo tomadas as medidas de controle adequadas (GAVA; TAVARES,
2007), sendo uma delas conhecida como antrachose ou mal de sete voltas. Esta
doenca é causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae, que ataca
toda a parte aérea da planta e os bulbos, levando a formacéo de bulbos “charutos”,
e na fase de armazenamento, causando a podriddo de bulbos (NUNES; KIMATI,
1997; REIS; OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo Zambolim e Jaccoud Filho (2000), a doenca ocorre em quase todas
as regides produtoras de cebola no Brasil, provocando perdas de até 100% em
campos de producdo. De acordo com Gava e Tavares (2007), a doenca €
caraterizada pelas les6es marrons alongadas, deprimidas e em circulos concéntricos

nas folhas, como consequéncia da formagcdo de grandes areas necrosadas, as
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folhas tornam-se cloréticas, retorcidas e enroladas, e com terminacbes secas e
quebradicas, o qual origina seu nome popular conhecido como o mal de sete voltas.
Nas bainhas das folhas e lamina foliar podem-se observar lesdes deprimidas, ovais
e brancas. Outro sintoma da doenca é a formagcdo de manchas escuras nas
escamas externas dos bulbos com estromas verdes-escuros a negros embaixo da
cuticula das escamas. O fungo pode causar perdas também no estadio de plantulas
ainda nas sementeiras. Neste caso, pode causar morte ou estiolamento, mela ou
tombamento das mudas, seguindo de apodrecimento e formacdo de massa rosada
de esporos do fungo.

No ano de 1961, o agente etioldgico causal desta doenca foi identificado como
Collectotrichum chardonianum Nolla, que segundo Van (1957) é sinbnimo de
Collectotrichum gleoesporiodes. No ano 1979 apds descobrir que o fungo que
infetava cebola tinha especificidade no hospedeiro, foi sugerido o nome de
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae para se referir aos isolados patogénicos
da cebola.

Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae € um fungo mitospérico que produz
conidios hialinos e unicelulares (ZAMBOLIM; JACCOUD FILHO, 2000). Os conidios
séo unicelulares e cilindricos, com as listras obtusas e assseptados (KIMATI et al.,
1997).

O fungo sobrevive no solo em restos de cultura deixados no campo e também
nas sementes. Os conidios sdo disseminados dentro do campo pelo vento,
respingos da agua da chuva ou da irrigacdo por aspersdo, e pelos implementos
agricolas. A longa distancia, sua disseminacgdo ocorre através de bulbos e sementes
infectadas ou contaminadas. Temperaturas entre 23°C e 30°C e umidade relativa
alta por um periodo prolongado sao condi¢cdes que favorecem o desenvolvimento da
doenca (GAVA; TAVARES, 2007).

Os conidios germinam e afetam a cultura, geralmente a uma temperatura de
23°C a 30°C, penetrando nos estdmatos da planta, e durante a infeccdo sédo
produzidas fitotoxinas como metabolitos secundarios e enzimas que degradam a
parede celular.

Seu controle é realizado mediante a aplicacédo de fungicidas sistematicos onde
0s mais usados sao e Tiofanato metilico (benzimidazol), Folpete (dicarboximida) e
Quintozeno (cloroaromatico) (GAVA; TAVARES, 2007). Como medida preventiva,
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devem-se utilizar sementes sadias e evitar 0 movimento de pessoas entre as
lavouras, e o monitoramento das lavouras para determinar possiveis focos de

contaminacdao e evitar o progresso da doenca (EPAGRI, 2006).

2.3 Tratamentos alternativos com 0leos essenciais

O controle das doencas na agricultura € feito geralmente com tratamento
convencional com agrotoxicos, sendo que esses produtos podem gerar perdas na
produtividade e gerar resisténcia nos patdégenos favorecendo o aparecimento de
pragas secundarias, se ndo sao utilizados adequadamente (MARQUES et al., 2004;
DINIZ et al.,, 2008). Muitos dos contaminantes quimicos presentes nas aguas
superficiais e subterraneas estdo relacionados com fontes de agrotdxicos devido a
seu alto potencial dispersivo (ARIAS et al., 2007). Os processos de irrigacdo podem
gerar um problema ambiental devido os componentes minerais dos fertilizantes que
sao facilmente lixiviados; por isso, uma grande quantidade de fertilizantes termina
em rios e lagos onde podem gerar processos de eutrofizacdo e contaminacdo das
aguas que sao utilizadas para consumo potavel (GLIESSMAN, 2002).

O interesse pela produgdo organica tem aumentado nos ultimos anos, onde
atualmente a sociedade tem mais consciéncia ambiental, o que leva a procura de
alimentos mais saudaveis, livres de agrotéxicos levando a procura por tratamentos
alternativos para o controle de pragas e doencas.

Na agricultura convencional, as sementes geralmente sao tratadas com
produtos quimicos os quais geram muitos problemas ambientais. Com a demanda
por um ambiente ecologicamente mais saudavel, os Oleos essenciais vém
mostrando resultados promissores no tratamento alternativo de sementes. Segundo
SANTOS et al. (2012), a acdo fangica dos 6leos essenciais pode estar relacionada
com a diminuicdo do diametro e parede da hifa, desorganizacdo da estrutura
mitocondrial e a desorganizacdo da estrutura da parede celular determinando a
liberacdo do conteudo celular.

Segundo Biasi e Deschamps (2009), o tratamento alternativo com 6éleos
essenciais tem sido pesquisado para o controle de pragas e doencas, repelentes de
insetos e inducéo de resisténcia nas plantas. Os 0leos essenciais sdo 0s principais
produtos do metabolismo secundario das plantas medicinais e aromaticas,

apresentando diversos componentes quimicos responsaveis pelo aroma e atividade
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biolégica. Uma interface quimica entre as plantas e o ambiente gera a sintese de
metabolitos ligados a fungbes necessarias a sobrevivéncia da espécie. Os estimulos
decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota
metabdlica, ocasionando a biossintese dos diferentes compostos (MORAIS, 2009;
OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo Morais (2009), os Oleos essenciais sdo misturas complexas de
substancias volateis, com peso molecular baixo, lipofilica, e em muitas ocasides,
odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria das vezes, por moléculas de natureza
terpénica, o qual caracteriza seu odor agradavel. Podem ser extraidos por diferentes
métodos como arraste com vapor d’agua, hidrodestilacdo, solventes organicos ou
expressao de pericarpo de frutos citricos.

Os o6leos essenciais sao considerados fontes naturais para o desenvolvimento
de novos produtos. Nos ultimos tempos vem sendo descoberto novos compostos
quimicos de diferentes plantas, capazes de controlar o desenvolvimento de
fitopatdgenos (SILVA et al., 2009).

Alguns estudos mostram diversos resultados satisfatorios, como por exemplo,
Pansera et al. (2012) avaliaram o efeito do 6leo essencial de Cymbopogom citratus,
Salvia officinalis e Baccharis trimera no controle do Mofo-branco ou Podriddo de
Esclerotinia. Estes autores verficaram a inibicdo total do crescimento micelial do
fungo nas concetracoes de 0,15% e 0,20%. Santos et al. (2010) observaram que o
Oleo essencial de Schinus terebinthifolius, gerou uma reducéo significativa do
diametro micelial dos fungos Alternaria spp., Botrytis spp., Colletotrichum spp. e
Fusarium sp.

Anaruma et al. (2010) observaram total inibicdo do crescimento micelial do
fungo C. gloeosporioides, quando foram utilizadas 0,3 mg mi™ do 6leo essencial de
erva-cidreira (Melissa officinalis). Pimentel et al. (2010) avaliaram o efeito fungico do
Oleo essencial de Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. e K. Shum sobre
Aspergillus flavus Link, isolado da castanha do brasil (Bertholletia excelsa Humb. e
Bonpl.). Estes autores verificaram a inibi¢cao total do crescimento micelial do fungo a
partir da concentragcdo de 500 ppm. Da mesma maneira, Martins et al. (2011)
avaliaram o potencial do 6leo essencial de Melaleuca alternifélia, sobre os fungos
Macrophomina phaseolina, Sclerotuna slerotiroum e Alernaria alternata, constatando

a inibicdo do crescimento micelial dos patégenos nas concentragdes de 0,2%.
8



Segundo Salgado et al. (2003), o Oleo essencial extraido de diferentes
espécies de eucalipto como Eucaliptus uropylla S.T Blake e E. camaldulensis Dehn
em uma concentracdo de 200 pg mL™ apresentaram uma inibicdo total do
fitopatégeno Bipolaris sorokiniana Shoemaker. Enquanto para Fusarium oxysporum
Schlelecht, Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo, esta inibicdo ocorreu
na concentracdo de 1000 pg mL™.

Abaixo segue uma descricdo sobre alguns 6leos utilizados no tratamento de

sementes e no controle de patogenos:

2.3.1 Oleo essencial de Manjericao (Ocimum basilicum L.)

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) € uma planta aromética e medicinal
pertencente a familia Lamiaceae, originaria da india que se adaptou bem as
condicdes climaticas brasileiras, o qual permite que seja cultivado o ano todo. Tem
grande valor econd6mico, sendo utilizada como planta ornamental, condimentar,
medicinal, aromatica na industria farmacéutica, de cosméticos, perfumaria e na
producdo de o6leo essencial (VELOSO, 2012). Esta planta possui inameros
compostos quimicos como linalol, estragol, farnesene, eugenol e cineol, sendo que
todos estes sdo possuidores de propriedades repelentes (MARTINEZ-VELAZQUEZ
et al., 2011). Apresenta uma importancia econémica no Brasil pelo consumo de seu
6leo in natura, na culinaria e no processamento industrial como na aromatizacao,
alimentos e bebidas (FERNANDES, 2004). O linalol, pelo seu composto maioritario,
é utilizado como sintese de diversos compostos, como a do acetato de linalila,
testado como acaricida, bactericida e fungicida (RADUNZ, 2004).

Pereira et al. (2006), em seu trabalho de inibicAo do desenvolvimento de
Aspergillus niger Van. através da utilizagdo do Oleo essencial de manjericdo
(Ocimum basilicum L.) nas concentracées de 500 mg mL™*; 1000 mg mL™*; 1500 mg
mL™ e 2000 mg mL™, observaram que o 6leo essencial de manjericdo teve um
efeito inibitério no desenvolvimento micelial do fungo a partir da concentracdo de
1500 mg mL™. Segundo Camatti-sartori et al. (2011), o 6leo essencial de manjericéo
a 50% proporcionou uma inibicdo acima de 40% para Fusarium oxysporum Schltdl.

Estudos desenvolvidos por Costa et al. (2009) demostraram que o Oleo
essencial de manjericdo inibiu consideravelmente o crescimento da bactéria

Pectobacterium carotovorum e sua CIM (Concentragéo Inibitéria Minima) foi eficaz
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na concentracdo de 2%. Segundo Brito et al. (2010), em seus estudos realizados
com o 6leo essenciail de manjericdo nas concentracdes de 0,5%; 1,0% e 2,0%,
observaram efeitos desfavoravel sobre a germinacéo e vigor de sementes de Cereus
jamacaru DC., diminuindo o nUmero de sementes germinadas.

Estudos realizados por Rosado et al. (2009) demostraram que a qualidade
fisiolégica de sementes de tomate (Solanum lycopersicum L.) tratadas com o 0leo
essencial de manjericdo apresentou efeito inibitério apenas para o indice de
velocidade de germinacdo. Este mesmo estudo demostrou que o 6leo essencial de
manjericdo apresenta potencialidades alelopaticas inibitérias em sementes de alface
(Lactuca sativa L.) e melissa (Melissa officinalis L.) na germinacdo, no indice de

velocidade de germinacdo e no comprimento das raizes.

2.3.2 Oleo essencial de Capim-limao (Cymbopogon citratus Staph)

O capim-limdo (Cymbopogon citratus), pertencente a familia Poaceae, € uma
planta aromatica cultivada para producdo comercial de 6leo essencial, conhecido
internacionalmente como 6leo de “Lemongrass” (CARVALHO et al., 2005). Trata-se
de uma planta herbacea, cespitosa, estolonifera, perene, que cresce cerca de 1,0 m
de altura, forma touceiras de perfilhos ao nivel do solo, de folhas longas, linear
lanceoladas, asperas nas duas faces, paralelinérveas, bordo liso, cortante, nervura
central grossa e caniculada, recobertas por uma fina camada de cera (CASTRO;
RAMOS, 2003; GUIMARAES, 2007).

O componente majoritario do C. citratus € o citral, o qual pode ser responsavel
de sua atividade como germicida, repelente de inseto, e atividade microbiana; além
disso, é de muito interesse para a industria. A aplicacdo do 6leo essencial de capim-
limdo vem sendo estudada por diferentes autores como Nguefack et al. (2004), os
quais avaliaram o efeito do 6éleo essencial na reducdo do desenvolvimento micelial
de Fusarium moniliforme Sheldon, Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus
Fresenius, sendo esta reducdo observada em concentracdes entre 800 ppm e 2500
ppm.

O 6leo essencial de capim-limdo em cinco concentragées (5 ug L™, 10 pg L™;
25 ug L™ 50 ug L™ e 100 ug L™) causou inibicdes miceliais de Alternaria alternata

(Fr.) Kiessler, Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo, Fusarium
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oxysporum cubense (Foc.) e Bipolaris sorokiniana Shoemaker (GUIMARAES et al.,
2011).

Silva e Pasin (2006) avaliaram o efeito do 6leo essencial de capim-limao em
uma concentracao de 30% sobre os fungos Fusarium sp., Rhizopus sp. e Aspergillus
ochraceusnas na reducdo da incidéncia em sementes de Helianthus annuus L.
(girassol). Segundo Ribeiro et al. (2013), o 6leo essencial do capim-liméo reduziu
63,86% a severidade do fungo Oidiopsis taurica em plantas de pimentédo (Capsicum
annum L.).

Souza et al (2007) detetaram acéo do capim-lim&o no aumento da germinacéo
das sementes de milho de 24% com relagdo a testemunha na concentragdo de
0,5%.

2.3.3 Oleo essencial de Citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle.)

A citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle.) € uma planta perene, pertence a
familia Poaceae, é cultivada em regides tropicais e € reconhecida por suas
propriedades aromaticas. O cultivo no Brasil € muito importante para o mercado de
produtos naturais, sendo este 6leo muito utilizado na exportacdo, e muito utilizado
como repelente, na industria cosmética e farmacéutica (ROCHA et al., 2000). O 6leo
essencial de citronela contém componentes como citronelal, geraniol e limonemo
(PEREIRA, 2008).

Mata et al. (2009) realizaram estudos para o controle alternativo de patdgenos
em sementes de mandacaru (Cereus jamacaru DC.) com o Oleo essencial de
citronela, e constataram que o0 emprego do Oleo essencial nas maiores
concentracbes reduziu a incidéncia de fungos e aumentou a germinacdo das
sementes de mandacaru quando comparadas com a testemunha.

Estudos vém apresentando resultados satisfatérios de efeitos antifiingicos
como, por exemplo, efeito direto na germinagéo de urediniésporos de Phakopsora
pachyrhizi Syd. e P. Syd. em sementes de soja (Glycine max (L.) Merr.) utilizando
concentragdes de 1%, 0,5%, e 0,3% do Oleo essencial de citronela (MEDICE et al.,
2007). Segundo Seixas et al. (2011), o oleo essencial de citronela apresentou 100%
de inibicAo do crescimento micelial do patégeno Fusarium subglutinans, nas

aliquotas de 15 L, 20 uL e 25 pL aos 2 e 4 dias apods a repicagem.
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Perini et al. (2011), em sua pesquisa de avaliacdo do efeito curativo e
preventivo do 6leo essencial de citronela no controle de Pyricularia grisea (Cooke)
Sacc., verificou que com a aplicacdo do fungicida e do 6leo essencial diluido na
concentracdo de 2%, as plantas ndo apresentaram sintomas de brusone em 50%
das seis repeticdes utilizadas no experimento.

Em experimentos realizados por Marco et al. (2004), os quais avaliaram o
efeito dos 6leos essenciais de citronela em quatro concentragées (0 ml L™; 0,25 ml L~
0,5 mlL* e 1,0 ml L™} na germinacéo de sementes de Chloris barbata (L.) Sw.,
observaram que o O6leo essencial inibiu totalmente a germinagdo das sementes.
Alves et al. (2004) observaram o efeito antifingico do 6leo essencial de citronela em
cinco concentracdes (0,0%, 0,001%, 0,01%, 0,1% e 1,0%), este Oleo essencial
evidenciu potencialidades alelopéaticas na germinacdo e comprimento das raizes de

plantulas de alface, efeitos que variaram de acordo com a concentracéo do 6leo.

2.3.4 Oleo essencial de Tomilho (Thymus vulgaris L.)
O tomilho (Thymus vulgaris L.) € considerado uma planta medicinal, pertence a

7

familia Lamiaceae, e no Brasil é cultivado no sul e no sudeste. A atividade
antifingica do oleo essencial de tomilho é resultante da presenca de timol e
carvacrol que possuem atividade antimicrobiana contra amplo espectro de
microrganismos (ROMERO et al., 2011). O carvacrol tem sido estudado por seus
efeitos bactericidas, por outro lado o timol tem efeitos antibacterianos, antifingicos e
antihelminticos (DAFERERA et al., 2000).

Estudos de Pereira et al. (2011) mostram que o 6leo essencial de tomilho sobre
Oidiopsis taurica na cultura do pimentéo, reduziu a severidade do fungo em 60,78%.
Pereira et al. (2008) avaliaram o Oleo essencial de tomilho e observaram que as
concentracbes crescentes de Oleo diminuem a germinacdo de conidios e o
crescimento micelial de Cercospora coffeicola Berk e Cooke. Segundo Tagami et al.
(2009), a utilizacdo do o6leo essecial de tomilho apresenta resultado promissorio
demostrando sua acgdo fungitoxica sobre o crescimento micelial dos fungos
Alternaria alternata (Fr.) Kiessler, Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils.,
Rhizoctonia solane Kuhn e Sclerotium rolfsii Sacc. Os estudos realizados por
Romero et al. (2011) apresentam resultados que sugerem a potencialidade de

aplicacdo do o6leo essencial de tomilho para o controle de doencas fungicas
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ocasionados por Corynespora cassiicola Berk e Curt., Erwinia psidii, Sclerotinia
minor Jagger, Colletotrichum musae Berk e Curt., Fusarium moniliforme Sheldon e
Myrothecium verrucaria (Albertini e Schwein) Ditmar.

Souza et al. (2004) avaliaram os 6leos essenciais de condimentos sobre o
desenvolvimento micelial de fungos associados a produtos de panificagao; neste
estudo, o 6leo de tomilho foi testado nas concentracdes de 500 mg mL™; 1000 mg
mL™; 1500 mg mL™ e 2000 mg mL™, sendo que os autores observaram que o 6leo
inibiu o crescimento micelial dos fungos testados em todas as concentracoes.

Forte et al. (2008) utilizaram o 6leo essecial de tomilho em sete concentracdes
(0%, 0,01%, 0,025%, 0,05%, 0,075%, 0,1%, 0,5% e 1.0%) sobre a germinagédo da
alface (Lactuca sativa), demostrando que o Gleo essencial afeta a germinacéo e o
indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes nas concentracfes de
0,5% e 1,0 %.

Segundo Teixeira (2010), o 6leo essencial de tomilho foi eficiente no controle
de Stenocarpella maydis (Berk.) Sutton na concentracdo de 0,1% em sementes de

milho (Zea Mays (L.)) inoculadas artificialmente.

2.3.5 Oleo essencial de Salvia (Salvia officinalis L.)

A salvia (Salvia officinalis L.) pertencente a familia Lamiaceae, é uma planta
originaria do Mediterraneo e aclimatado na regido Sul do Brasil. Vem sendo utilizada
para fins medicinais e alimenticios. O 6leo essencial de salvia é obtido das folhas e
das unidades florais, tradicionalmente extraidos por arraste de vapor com
rendimento variando de 0,5% a 1,1%. Estudos demostram que o 6leo essencial de
sélvia contém tujona e a canfora como maiores componentes (POVH; ONO, 2006).
Esses compostos sdo biologicamente ativos e possuem ac¢éao toxica e farmacologica
(DUKE, 2002).

Segundo Ribeiro et al. (2013), o 6leo essencial de séalvia tem eficiéncia sobre a
severidade do fungo Oidiopsis taurica em pimentdo reduzindo sua severidade em
um 53,47%. Outros estudos também demostram a eficiéncia do 6leo essencial de
sélvia em estudos in vitro contra varios patdgenos, tais como Penicillium sp.,
Aspergillus sp., Cladosporium sp. e Fusarium sp. (PINTO et al., 2007).

Estudos realizados por Dagostin et al. (2010) mostram a capacidade do 6leo

essencial de salvia no controle do mildio da videira (Plasmopara viticola (Berk. e
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Curt.) Berl.) em condicbes de casa de vegetacao e campo, onde houve uma reducao
de 94% na incidéncia da doenca.

Simoneto e Silva (2010) testaram o efeito alelopatico do Oleo essencial de
salvia nas concentracdes de 0%; 7.5%; 15%; 22.5% e 30%. Estes autores
verificaram que o 6leo essencial estimulou a germinacdo das sementes de girassol
comparado ao controle. Entretanto, inibiu o desenvolvimento da raiz das plantulas de
milho e girassol na concentracdo mais alta (30%) e de tomate, na concentracao de
7,5%.

Diante o exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito direto de
Oleos essenciais de capim-limao, citronela, manjericao, sélvia e tomilho na qualidade
fisiologica de sementes de cebola (Allium cepa L) e sua utilizacdo no controle de
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae em sementes de cebola.
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CAPITULO 2

Oleos essenciais e a qualidade fisiolégica de sementes de cebola

(Allium cepalL.)

RESUMO

Para garantir um adequado estabelecimento do campo, € de extrema
importancia a utlizagdo de sementes de alta qualidade fisiologica e sanitéria.
Atualmente, com a crescente demanda por produtos livres de contaminacdo por
residuos quimicos, tem-se incentivado a busca por métodos alternativos de controle,
como por exemplo, o emprego de sustancias vegetais pelo seu baixo impacto
ambiental e seu efeito alelopéatico. Essas substancias, podem interferir negativa ou
positivamente na planta ou nos micro-organismos por meio da liberagcdo de
compostos quimicos, além de também afetar a qualidade fisiologia das sementes.
Diante o exposto, o0 objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito dos o6leos
essenciais de manjericao, capim-liméo, citronela, sélvia e tomilho na qualidade
fisiolégica nas sementes de cebola. As sementes tratadas com o 6leo essencial de
tomilho a 1.000 ppm e 2.000 ppm, citronela e manjericdo a 2.000 ppm,
apresentaram menores valores de germinacdo da semente. J4 os tratamentos com
os 6leos essencias de salvia e capim-limao ndo afetaram a qualidade fisiolégica das

sementes de cebola.

Palavras chaves: Allium cepa L, germinacgao, vigor, emergéncia,
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Essential oils and physiological quality of onion seeds (Allium cepalL.)

ABSTRACT

To ensure proper establishment of the field is of utmost importance to the use of high
physiological and sanitary quality seeds. Today, with the growing demand for free
from contamination by chemical waste products, it has encouraged the search for
alternative methods of control, such as the use of plant substances for its low
environmental impact and its allelopathic effect. These substances than can interfere
negatively or positively in the plant or in microorganisms by releasing chemical
compounds, can also affect the quality of the seed physiology. Faced with the above,
the objective of this study was to evaluate the effect of the essential oils of basil,
lemongrass, citronella, sage and thyme on the physiological quality in onion seeds.
The seeds treated with the thyme essential oil to 1,000 ppm and 2,000 ppm,
citronella and basil to 2,000 ppm had lower germination values. Treatments with
essential oils of sage and lemongrass did not affect the physiological quality of onion

seeds.

Key words: Allium cepa L, germination, vigor, emergence.
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1. INTRODUCAO

A cultura da cebola esta sujeita a uma série de doengcas que podem
comprometer tanto a producdo de bulbos com a de sementes. Geralmente, o
controle destas doencas € feito por meio do manejo quimico, gerando aumento nos
custos de producao e contribuindo com a contaminacdo ambiental. Atualmente, a
crescente demanda por produtos livres de residuos quimicos tem incentivado a
busca por métodos alternativos de controle de doencas, como o emprego de
sustancias vegetais pelo seu baixo impacto ambiental e seu efeito alelopatico
(SHAAYA et al., 1997; XAVIER et al., 2012).

Os Odleos essenciais de diferentes plantas apresentam carateristicas
alelopaticas, ou seja, tem a capacidade de interferir direita ou indiretamente,
prejudicialmente ou beneficiando a planta ou 0s micro-organismos por meio da
liberagdo de compostos quimicos (HERNANDES-TERRONES et al., 2007;
SIMONETO; SILVA, 2010). Estes compostos sdo produzidos através do
metabolismo secundario e atuam como aleloquimicos, 0s quais podem variar na
composicdo e na concentracdo dependendo do extrato vegetal, podem ainda
interferir na qualidade fisiologia das sementes e no desenvolvimento normal da
planta (MEDEIROS, 1990; BELINELO et al., 2008).

Os produtos secundarios pertencem a diversos grupos quimicos, podendo ser
terpenoides, esteroides, alcaloides, taninos, fendis, cumarinas, flavonoides, entre
outros. Estes compostos podem ocasionar efeito alelopatico e tém sido uma
alternativa (ROCHA et al., 2000), de substituicdo aos agroquimicos sintéticos,
promovendo um manejo mais sustentavel e ecolégico (CHUNG et al., 2001; SOUZA
FILHO et al., 2009; TAIZ; ZEIGER, 2009; GUSMAN et al., 2011).

Por exemplo, o 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle.)
apresenta como compostos citronelal, geraniol e limonemo (Rocha et al., 2000),
enguanto o componente majoritario do 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon
citratus Staph.) € o citral, o qual pode ser considerado como o responsavel por sua
atividade aleloptica nas plantas (GUIMARAES et al., 2008). O dleo essencial de
manjericdo (Ocimum basilicum L.) é composto por linalol, estragol, farnesene,
eugenol e cineol, os quais apresentam propriedades repelentes (MARTINEZ-

VELAZQUEZ et al., 2011).
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Varias pesquisas comprovam que diferentes Oleos essenciais apresentam
efeito alelopatico na qualidade fisiologica de sementes. Estudos realizados por
Steffen et al. (2010) demostraram que o 6leo essencial de Eucalyptus gandris, na
concentracdo de 25 e 50 uL L™, proporcionou maior germinacdo das sementes e,
nas concentracdes de 30 uL L™ e 40 uL L™ favoreceu maior desenvolvimento das
raizes e da parte aérea das mundas de eucalipto.

Marco et al. (2004), mostraram que o Oleo essencial de citronela nas
concentracdes de 0,25% ,0,5% e 1% inibiu totalmente a germinacdo das sementes
de Chloris barbata (L.) Sw. Estudos realizados por Simoneto e Silva (2010)
demostraram o efeito alelopético do 6leo essencial de salvia (Salvia officinalis L.)
nas concentracoes de 0%, 7,5%, 15%, 22,5% e 30%, observando que o 6éleo
essencial estimulou a germinacdo das sementes de girassol (Helianthus annuus L.)
comparado com o controle.

Souza et al (2007) detectaram acdo do capim-lim&o no aumento da germinacao
das sementes de milho de 24% com relacdo a testemunha na concentracdo de
0,5%. Segundo Alvez et al. (2004), o Oleo essencial de jaborandi (Pilocarpus
microphyllus Stapf. ex Holm.) possui afeito alelopéatico benéfico, pois estimula o
crescimento da radicula e ndo provoca inibicdo da germinacdo de sementes de
alface.

Segundo Teixeira (2010), sementes inoculadas artificialmente com
Stenocarpella maydis e tratadas com tomilho (Thymus vulgaris L.) apresentaram
efeito alelopatico, pois reduziu a germinacdo em comparacdo com as sementes nao
tratadas. Trabalhos realizados por Viecelli e Silva (2009) demonstraram o efeito do
Oleo essencial de salvia sobre o desenvolvimento de sementes e plantulas de alface,
mostrando que a germinacgéo destas variam em funcdo das concentracdes testadas
(0%, 7,5%, 15%, 22,5% e 30%), das formas de obtencdo do 6leo essencial e da
época de colheita das folhas.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito dos oOleos
essenciais de manjericdo, capim-liméo, citronela, salvia e tomilho na qualidade

fisiol6gica das sementes de cebola.

31



2. METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Sementes da Embrapa Hortalicas,
Brasilia, DF, no periodo de agosto de 2014 a marco de 2016. Foram utilizadas
sementes de cebola da cultivar Conquista, produzidas no ano de 2014 na area

experimental da Embrapa Hortalicas.

2.1 Obtencéo dos 6leos essenciais

As plantas utilizadas na obtencdo dos 0Oleos essenciais foram cultivadas na
area de pesquisa em producdo organica de hortalicas (APPOH) da Embrapa
Hortalicas. A escolha das plantas utilizadas neste trabalho foi baseada no potencial
de controle que os 6leos essenciais apresentaram em outros patossistemas (Tabela
1).

Tabela 1. Nome comum e cientifico das plantas utilizadas para a extragdo dos Oleos

essenciais.
Nome comum Nome cientifico
Manjericdo Ocimum basilicum L.
Capim-limao Cymbopogon citratus Staph
Salvia Salvia officinalis L.
Tomilho Thymus vulgaris L.
Citronela Cymbopogon nardus (L.) Rendle

Para a extragcdo dos 0leos essenciais, foi utilizado material foliar fresco de cada
espécie. As plantas foram coletadas por volta das 10:00 h da manha e submetidas a
secagem em estufa a uma temperatura de 50 °C por 84 horas. Para cada extracao,
foram utilizados 200 g de material foliar seco e 2,0 L de &agua, posteriormente
submetidos ao processo de hidrodestilacdo, em aparelho graduado de Clevenger
durante 2 horas. Os 0Oleos essenciais obtidos foram identificados, protegidos da luz e

armazenados em freezer a -20 °C até sua utilizacéo.
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2.2 Tratamentos das sementes com 6leos essenciais

Foi realizado um ensaio preliminar com o objetivo de selecionar as melhores
concentragbes para o tratamento de sementes. Neste teste as sementes foram
tratadas separadamente com cada 6leo nas diluicdes de 1.000 ppm, 2.000 ppm,
4.000 ppm e 8.000 ppm. Cada porcdo de 50 sementes foi disposta em um saco
plastico, e posteriormente foi depositado 0,5 mL de dleo; ap6s 15 minutos, as
sementes foram secas em temperatura ambiente por 24 horas. Uma porcéo foi
tratada apenas com agua destilada (testemunha).

As sementes foram submetidas ao teste de germinagdo, no qual foram
utilizadas quatro repeticoes de 50 sementes por tratamento. As sementes foram
semeadas em papel de germinacdo, umedecidos com agua destilada na proporcao
de 2,5 o peso do papel seco e colocadas em caixas de plastico tipo “gerbox” (11 x
11 x 3,5 cm). Em seguida, as sementes foram incubadas em germinador tipo BOD a
20°C, sob luz constante. As avaliagcdes da porcentagem de germinacao e protrusao
da raiz primaria foram feitas aos 6 e aos 12 dias apoés a instalacéo do teste (BRASIL,
2009).

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 5 x 4 (cinco 6leos x quatro concentragdes) mais uma

testemunha.

2.3. Determinacéo da influéncia dos 6leos essenciais na qualidade fisiolégica
da semente de cebola

ApOs a avaliacédo preliminar da germinacéo e determinacdo das doses menos
prejudiciais no ensaio anterior, no caso 1.000 ppm e 2.000 ppm para a maioria dos
Oleos, procedeu-se com a avaliacdo dos 6leos na qualidade fisiolégica de sementes
de cebola. Para realizacdo dos testes seguintes, as sementes foram tradadas
separadamente com 0s 0Oleos essenciais nas concentracdes de 1.000 ppm e 2.000
ppm, conforme metodologia anterior. A testemunha foi tratada somente com agua

destilada.

2.3.1 Grau de umidade
A determinacdo do grau de umidade foi realizada pelo método de estufa a 105

°C (BRASIL, 2009), onde 1,0 g de sementes foi pesado em uma balangca com
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sensibilidade de 0,001g. As sementes foram dispostas em um recipiente de aluminio
e colocadas na estufa durante 24 horas; apds esse periodo, as sementes foram
pesadas novamente, e foi calculada a porcentagem de umidade com base no peso

umido, aplicando-se a seguinte formula:

% de Umidade (U) = 100 (P—p)
P—t

Em que:

P = peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mais 0 peso da semente Umida;
p = peso final, peso do recipiente e sua tampa mais o0 peso da semente seca;

t = tara, peso do recipiente com sua tampa.

2.3.2 Germinacéao

Foram utilizadas quatro repeticbes de 50 sementes por tratamento. As
sementes foram semeadas em papel de germinacdo, umedecidos com agua
destilada na proporcéao de 2,5 vezes o peso do papel seco, e colocadas em caixas
de plastico tipo “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm). Em seguida, as sementes foram
incubadas em germinador tipo BOD a 20°C, sob luz constante. As avaliacfes da
porcentagem de germinacdo e protrusao da raiz primaria foram realizadas aos 6 e
aos 12 dias ap6s a instalacdo do teste (BRASIL, 2009).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial 5 x 2 (cinco Oleos x duas concentracfes) mais uma

testemunha.
2.3.3 indice de velocidade de germinacéo (IVG)

Foi avaliado conforme Maguire (1962). Durante os 12 dias da realizagdo do
teste de germinacéo foram realizados a contagem diaria das sementes germinadas,
dividido pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir da montagem do teste,

utilizando a seguinte formula.
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IVG: G1+G2+... Gn

N1 N2 Nn
Em que
G1, G2 ... Gn= numero de sementes germinadas;
N1, N2 ....... Nn = nimero de dias de semeadura.

2.3.4 Envelhecimento acelerado

As sementes de cada tratamento foram uniformemente distribuidas sobre uma
tela de aluminio, fixada em caixas de plastico tipo “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm),
contendo ao fundo, 40 ml de solugcédo saturada de NaCl (40 g de NaCl / 100 mL de
agua). As caixas contendo as sementes foram fechadas e mantidas a 41 °C, por 48
horas em camara de envelhecimento. Apos esse periodo, as sementes foram
submetidas ao teste de germinacdo. A avaliacdo do numero de sementes
germinadas foi realizada aos 6 dias ap6s a instalacéo do teste.

O delineamento estatistico empregado foi inteiramente casualizado (DIC) com 4

repeticdes por tratamento, sendo cada parcela constituida por 50 sementes.
2.3.5 Emergéncia em casa de vegetacao

Cinquenta sementes por tratamento foram distribuidas em bandejas de
poliestireno expandido (isopor) de 200 células, contendo substrato comercial
Rohrbache® a base de cascas de pinus compostadas. As bandejas foram irrigadas
duas vezes ao dia. O numero de plantulas emergidas foi avaliado apds 20 dias da
semeadura. Os resultados foram expressos em porcentagem de emergéncia das
plantulas. O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados

(DBC), com 4 repeti¢cdes, sendo cada parcela composta por 50 sementes.

2.4 Analises estatisticas
Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa estatistico Sisvar
v.5.6 (FERREIRA, 2008). As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). Para as médias quantitativas, foram gerados graficos de regressao
utilizando o programa Excel.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

O grau de umidade expressa a quantidade de agua contida nas sementes, e é
considerado de extrema importancia por exercer influéncia na qualidade da semente
em fatores como: conservacdo, sensibilidade a danos mecanicos, na qualidade
sanitaria das sementes, dentre outros (CAMPOS; TILLMAN, 1996; CASEIRO et al.,
2005). As sementes de cebola apresentaram um teor de 4gua de 5%, sendo este
considerado como um grau de umidade 6timo para sua embalagem impermeavel,
conservacao e baixa atividade dos micro-organismos, permitindo assim manter sua

qualidade fisioldgica.

3.1 Avaliacéo preliminar de tratamento de sementes de cebola com os 0Oleos
essenciais

A germinacdo das sementes na concentracdo 0 ppm (testemunha) foi de 96%,
permitindo observar que todos os tratamentos com os 6leos essenciais reduziram a
germinagcdo das sementes de cebola de forma quadratica com o aumento das
concentracbes (Figura 1). Pode-se observar que os tratamentos com os oOleos
essenciais de capim-limdo e manjericdo na concentracdo de 8.000 ppm afetaram
drasticamente a germinacdo em comparagao com 0S outros tratamentos.

O Oleo essencial de capim-limdo apresentou valores de germinacao
satisfatorios quando as sementes foram submetidas a concentracdes até 2.000 ppm;
a partir desta concentracdo ocorreu reducdo significativa na germinacgao. Isto pode
se dever a presenca do composto citral no Oleo essencial, o qual pode ser
considerado como o responsavel por sua atividade aleloptica nas plantas e por ser
capaz de reduzir a geminacdo das sementes (PICCOLO et al., 2007; GUIMARAES
et al., 2008).

Sementes tratadas com o 6leo essencial de manjericdo nas concentragcdes de
1.000 ppm e 2.000 ppm apresentaram germinacdes de 68% e 59%, respetivamente.
Foi observa que quando as sementes foram submetidas a concentracdes superiores
de 2.000 ppm, a germinacao foi reduzida significativamente, chegando a 14%.
Estudos realizados por Rosado et al. (2009) apresentam resultados semelhantes, os
quais podem ser explicados pela presenca de produtos secundarios como linalol

presente no Oleo essencial de manjericdo; por ser o componente majoritario, pode
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ser o responsavel pelos efeitos fitotoxicos nas sementes e no crescimento inicial

conforme obervado em plantulas de alface (Lactuca sativa L.), tomate (Solanum

lycopersicum L.) e melissa (Melissa officinalis L.). Estes mesmos autores verificaram

gue a medida que se aumentou a concentracdo ocorreu diminuicdo na porcentagem

de germinagao.
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Figura 1. Germinacdo de sementes de cebola ‘Conquista’ submetidas a diferentes
concentracdes (0 ppm, 1.000 ppm, 2.000 pmm, 4.000 ppm e 8.000 ppm) de 6leos
essenciais de salvia, tomilho, capim-liméo, manjericao e citronela.
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O tratamento com o Oleo essencial de salvia pode ser considerado o
tratamento menos prejudicial a germinacdo das sementes com o0 aumento das
concentracdes. Na concentracdo mais alta de 8.000 ppm a germinacao foi de 62% e
em 1.000 ppm foi de 91%.

O 6leo essencial de tomilho apresentou valores de 80% de germinacao para a
concentracdo de 1.000 ppm, na concentracdo de 4.000 ppm a germinacao foi
praticamente reduzida a valores de 40%.

O tratamento com o 6leo essencial de citronela também permite notar a
diminucdo da germinagdo com o aumento das concentragdes, isto se pode observar
gquando sdo comparadas as sementes tratadas na concentracdo de 1.000 ppm e
8.000 ppm, as quais apresentaram germinacdes de 77% e 31%, respetivamente.
Este resultado pode ter ocorrido devido a presenca dos compostos majoritarios timol
e citronelal, possivelmente responsaveis pela inibicdo da germinacdo, ja que se
apresentaram em maior quantidade pelo aumento das concentracfes do Oleo
essencial (CRAVEIRO, 1981; MATOS, 2000).

Os resultados obtidos nos testes com todos 0s 0leos essenciais corroboram
com os obtidos por Lorenzi e Matos (2002), no qual a germinagdo das sementes
pode ser influenciada pelas concentragcbes dos compostos quimicos presente nos
Oleos essenciais, compostos como timol, eugenol, citronelal e cineol, os quais
podem afetar diretamente o potencial germinativo das sementes. Segundo Brito et
al. (2010) o aumento das concentracdes do Oleo essencial de manjericdo (0,5%,
1,0% e 2,0%) diminuiram a germinacdo das sementes de Cereus jamacaru DC.
Coelho et al. (2007) avaliaram o efeito do 6Oleo essencial de manjericdo nas
concentragbes de 0,5%; 1,0% e 2,0% sobre sementes de Cereus jamacaru,
constatando reducdo da germinacdo a medida que se aumentou a concentracgao.
Segundo Reigosa et al. (1999), os efeitos dos aleloquimicos nos diferentes
processos fisiologicos de uma planta dependem das concentracdes utilizadas.

Pode-se constatar que as concentragbes que afetaram pouco a germinagao
das sementes foram as menores, ou seja, de 1.000 ppm e 2000 ppm, que

permitiram obter geminacdes maiores em comparacao as demais concentracoes.
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3.2 Avaliacéo de tratamento de sementes de cebola com os 6leos essenciais
nas concentragdes de 1.000 ppm e 2.000 ppm

Na Tabela 2, observou-se diferenca significativa em alguns dos tratamentos na
primeira contagem de germinacdo. Este teste mostrou-se mais sensivel que o teste
de germinacéo. As sementes nao tratadas apresentaram uma primeira contagem de
87%. As sementes tratadas com o0s Oleos essenciais de tomilho nas duas
concentracfes (1.000 ppm e 2.000 ppm), citronela e manjericdo na concentracao de
2.000 ppm apresentaram 82%, 81%, 78% e 78% sementes germinadas na primeira
leitura, respetivamente, sem diferir entre si, mas apresentaram diferencia estatistica
em relacdo a testemunha. Apresentando menor nimero de sementes germinadas na

primeira contagem.

Tabela 2. Valores médios da primeira contagem (PC), germinacdo (G), indice de
velocidade de germinacédo (IVG), emergéncia em casa de vegetacdao (EM) e
envelhecimento acelerado (EA).

Oleos Concentragbes PC G IVG EM EA
essenciais (ppm) (%) (%) (dias) (%) (%)
Salvia 1.000 92 a 96 a 10,1 a 89 a 92 a
Sélvia 2.000 87 a 94 a 96 a 88 a 91la
Tomilho 1.000 82b 93 b 9,2 a 88 a 95 a
Tomilho 2.000 71Db Nb 93 a 8la 94 a
Capim-limao 1.000 92 a 95 a 99 a 87 a 99 a
Capim-limao 2.000 90 a 97 a 91 a 94 a 95 a
Manjericao 1.000 84 a 94 a 98 a 84 a 96 a
Manjericao 2.000 78 b 95 a 94 a 65b 92 a
Citronela 1.000 92 a 96 a 10,6 a 85a 96 a
Citronela 2.000 78 b 90 b 91 a 79 a 90 a
Testemunha - 87 a 96 a 9,7 a 93 a 98 a
CV (%) 6,86 2,90 6,99 8,71 4,34

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Segundo Reigosa et al. (1999), os processos fisiolégicos de uma planta podem
ser afetados pela concentracdo dos diferentes compostos dos 6leos essenciais. Os
resultados obtidos nesse estudo com o 6leo essencial de citronela a 2.000 ppm
divergiu dos resultados obtidos por Araujo et al. (2012), que observaram que 0
tratamento com 06leo essencial de citronela na concentracdo de 2,5% aumentou o
percentual de sementes de erva-doce (Foeniculum vulgare Mill.) germinadas na
primeira contagem.

Em relacdo ao teste de germinacdo a testemunha apresentou uma germinacao
de 96%. O Oleo essencial de tomilho nas concentragdes de 1.000 ppm e 2.000 ppm
e 0 Oleo essencial de citronela na concentracdo de 2.000 ppm, apresentaram
germinacdes de 93%, 90% e 90%, respetivamente. Estes tratamentos diferiram
significativamente da testemunha, apresentando germinac6es menores. Nota-se que
0 Oleo essencial de citronela apresentou diminuicdo da germinacdo a medida que
sua concentracao aumentou. Isto pode ter ocorrido devido a presenca de compostos
como citronelal e geraniol no 6éleo essencial de citronela, possivelmente compostos
inibitérios da germinacao das sementes (DUDAI et al., 1999; XAVIER et al., 2012 ).

Resultados semelhantes foram observados por Jardinetti et al. (2011), no qual
0s 6leos essenciais de horteld e tomilho reduziram a germinacdo de sementes de
milho.

Considerando os valores da germinacdo, observou-se que as sementes
apresentaram germinacdo superior a minima de 70% estabelecida para a
distribuigcéo, transporte e comércio de sementes fiscalizadas (BRASIL, 1986).

Em relacdo ao teste de IVG néo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos e a testemunha. Estudos realizados por Araujo et al. (2012)
mostraram também que o tratamento com 6leo essencial de citronela néo influenciou
na velocidade de germinagéo de sementes de erva-doce. Por outro lado, resultados
observados por Coelho et al. (2007) discordam com os obtidos neste trabalho, no
qual os éleos essenciais de manjericdo e canela nas concentracdes de 0,5%, 1,0%;
15% e 2 %, afetaram a velocidade de germinacdo das sementes de Cereus
jamacaru.

Pode se observar para o teste de envelhecimento acelerado que todos os
tratamentos nao diferem entre si e em relagdo a testemunha pelo teste de Scott-

Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Este teste nos permite avaliar o potencial de
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vigor das sementes e o potencial de armazenamento de sementes. Isto mostra que
a germinacdo das sementes tratadas com os 6leos essensiais ndo foi afetada por
condicbes extremas, podendo ser consideradas como sementes vigorosas
(COPELAND; MCDONALD, 2001).

Com relacdo ao teste de emergéncia em casa de vegetacao, as sementes néo
tratadas apresentaram uma emergéncia de 93%. Neste teste 0 Oleo essencial de
manjericdo na concentracdo de 2.000 ppm apresentou diferenca estatistica com a
testemunha, evidenciando menor nimero de sementes emergidas (65%). Os demais
tratamentos ndo diferem estatisticamente entre si e em relacdo com a testemunha.
Estudos realizados por Blank et al. (2004) demonstrou que o 6leo essencial de
manjericdo possui grande potencial agronémico para extracdo do linalol, pelo teor de
Oleo apresentado e também por ser uma planta de ciclo curto. Este composto
quimico pode afetar o potencial de germinacdo das sementes tratadas com este
6leo, concordando com os resultados obtidos neste trabalho. Outros estudos foram
realizados por Magalhédes et al. (2014) os quais verificaram que o 6leo essencial de
manjericdo afeta o padréo de emergéncia das sementes de milho (Zea mays L.) na
medida que a concentracdo aumentava (0 pL L™ 5 pL L™, 10 pL L™, 15 pL Le 20
uL L.

Os tratamentos com salvia e capim-limao ndo diferiram estatisticamente da
testemunha nos diferentes testes realizados, ndo apresentando nenhum efeito sobre
a qualidade fisiolégica de sementes de cebola. Estes resultados concordam com
estudos realizados pelo Simonetto e Silva (2010) os quais verificaram que diferentes
concentragbes (0%, 7,5%, 15%, 22,5% e 30%) do Oleo essencial de sélvia nédo
apresentaram interacdo estatistica na germinacdo de sementes de milho e tomate

comparadas com o controle.
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4.CONCLUSOES

Os Oleos essenciais de salvia e capim-limdo nao afetam a qualidade fisiologica
(primeira contagem, germinagéo, emergéncia, envelhecimento acelerado e Indice de
velocidade de germinacéo) de sementes de cebola nas concentracdes de 1.000 ppm
e 2.000 ppm.

O ¢6leo essencial de citronela ndo afeta a qualidade fisiologica de sementes de
cebola nas concentracdes de 1.000 ppm e 2.000 ppm, exceto na primeria contagem

e no teste de germinacao na concentracado de 2.000 ppm.

O oleo essencial de manjericao ndo afeta a qualidade fisiol6gica de sementes
de cebola nas concentragbes de 1.000 ppm e 2.000 ppm, exceto a primeira

contagem e no teste de emergéncia na concentracado de 2.000 ppm.
O dleo essencial de tomilho ndo afeta a qualidade fisiolégica de sementes de

cebola nas concentracdes de 1.000 ppm e 2.000 ppm, exceto na primeria contagem

no teste de germinacao.
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CAPITULO 3
Utilizacdo de 6leos essenciais no controle de Colletotrichum gloeosporioides

f. sp. cepae em sementes de cebola

RESUMO

A antracnose é considerada uma doenca de grande importancia na cultura da
cebola, é causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz. e Sacc. In Penz.
O manejo mais utilizado para o controle deste fungo é o método quimico, mas o uso
indiscriminado destes produtos vem causado, nos ultimos anos, danos ao meio
ambiente e a saude humana. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito in
vitro dos Oleos essenciais de manjericao, capim-liméo, sélvia, tomilho e citronela na
germinacdo de conidios e no crescimento micelial de C. gloeosporioides f. sp.
cepae; determinar, mediante o uso da restricdo hidrica, o melhor potencial osmotico
para a inoculacdo das sementes de cebola com o patdgeno; e, avaliar o efeito
destes dleos essenciais nas sementes de cebola inoculadas pelo C. gloeosporioide.
Todos os tratamentos com O6leos reduziram o crescimento micelial do patégeno,
sendo que os 6leos essenciais de tomilho, capim-liméo e citronela na concentracdo
de 2.000 ppm inibiram totalmente o crescimento micelial do fungo. Os Oleos
essenciais de tomilho e manjericdo reduziram em 100% a germinacdo de esporos a
partir da concentracédo de 2.000 ppm. Em solo infestado com C. gloeosporioides, os
tratamentos com fungicida de Iprodiona (Padrao) e com o 6leo essencial de capim-
lim&o 2.000 ppm foram os mais promissores no controle do patégeno. A metodologia
de restricdo com o soluto Manitol utilizado para a inocula¢éo do fungo nas sementes
foi eficaz, onde o potencial osmético de -1,0 MP foi a mais efetiva. No tratamento
dos 6leos essenciais em sementes inoculadas, todos os 0Oleos exercem efeito no
controle do patdgeno. O Oleo essencial de capim-limdo promoveu maior eficiéncia no
controle do patégeno apresentando maior nimero de sementes germinadas e menor

porcentagem de contaminagéo.

Palavras chaves: Allium Cepa L , incide de velocidade de crescimento micelial,

germinacado de esporos, restricdo hidrica, sanidade das sementes.
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The use of essential oils in the control of Colletotrichum gloeosporioides f. sp.

cepae in onion sedes

ABSTRACT

Anthracnose is considered as a disease of great importance in the onion culture is
caused by Colletotrichum gloeosporioides Penz. and Sacc. In Penz. The most
commonly used management to control this fungus is the chemical method, although
indiscriminate use of these products has led in recent years, damages to the
environment and human health. The objective of this study was to evaluate the in
vitro effect of the essential oils of basil, lemongrass, sage, thyme and citronella in
spore germination and mycelial growth of C. gloeosporioides f. sp. cepae; determine,
through the use of water restriction, the best osmotic potential for inoculation of onion
seeds with the pathogen; and to evaluate the effect of these essential oils in onion
seeds inoculated by C. gloeosporioide. All treatments with essential oils reduced the
mycelial crecimento the pathogen, and the essential oils of thyme, lemongrass and
citronella in the concentration of 2,000 ppm completely inhibited the mycelial growth
of the fungus. The essential oils of thyme and basil reduced in 100% germination of
spores from the concentration of 2,000 ppm. In soil infested with C. gloeosporioides,
treatments with fungicide of de Iprodione and the essential oil of lemongrass 2,000
ppm were more promise in pathogen control. The restriction methodology with
Mannitol solution used for inoculation of the fungus in the seeds was effective where
the water potential of -1.0 MP was the most effective. In the treatment of essential
oils in inoculated seeds, all essential oils have an effect on pathogen control. The
essential oil of lemongrass promoted greater efficiency in pathogen control showing

larger number of germinated seeds and smaller percentage of contamination.

Key words: Allium Cepa L, focuses mycelial growth, spore germination, water

restriction, seed sanity.
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1.INTRODUCAO

A antracnose € considerada uma doenca de grande importancia na cultura da
cebola (Allium Cepa L.), cujo agente causal € o fungo Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. e Sacc. in Penz. F. sp. cepae. Esse fungo sobrevive no solo, em
restos de cultura deixados no campo e também nas sementes; pode atacar as
plantas em todas as fases de desenvolvimento.

A ocorréncia da doenca € mais severa em regides tropicais e subtropicais,
causando perdas de até 100% no campo de producdo (ZAMBOLIM; JACCOUD
FILHO, 2000). O controle da antracnose tem sido realizado de forma convencional
com a utilizacdo de diferentes fungicidas a base de benomyl e tiofanato metilico
(GALVAN et al., 1997; PEDROSA et al., 2004). No entanto, o uso indiscriminado
destes produtos podem gerar altos niveis de resisténcia na doenca e danos ao
ambiente.

O aumento da producdo organica no cultivo da cebola tem aumentado nos
altimos anos devido a maior demanda de alimentos mais saudaveis e livres de
residuos de produtos quimicos, como os fungicidas. Este sistema de producéo
apresenta algumas limitagcbes pela caréncia de tratamentos alternativos para o
controle de doencas (GONCALVES et al., 2008; RICCI et al., 2014). Com o objetivo
de fornecer ao sistema de producdo organica com diferentes tratamentos, pesquisas
estdo sendo realizadas para avaliar o potencial dos 6leos essenciais no controle de
algumas doencas.

Segundo Silva et al. (2010), a eficiéncia dos 6leos essenciais é atribuida a
substancias conhecidas como metabolitos secundarios, compostos como o
citronelal, mentol, eugenol, terpenos, cineol, tanino, ésteres metilicos, entre outros,
que apresentam grande potencial para o controle de plantas invasoras, insetos,
fungos e bactérias (CHUNG et al., 2001; SOUZA FILHO et al., 2009; TAIZ; ZEIGER,
2009; GUSMAN et al., 2011).

Abreu (2006) demonstrou que os Oleos essenciais de Cymbapogon citratus
Staph., Syzygium aromaticum (L.) e Cinnamomum zeylanicum Blume., inibiram in
vitro o desenvolvimento micelial e conidial de Alternaria solani (ELL. e Martin.) Jones
e Grout em tomateiro (Solanum lycopersicum L.) a partir da concentracdo menor de

750 uL L™ O 6leo essencial de Corymbia citriodora e Malaleuca alternifolia Cheel
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inibiram, na sua concentracao intermediaria (2.000 pL L), e a Mentha piperita L. na
maior concentracéo testada (5.000 L L™), também inibiram o crescimento do fungo,
tornando-se promissores para uso no controle da pinta preta do tomateiro.

Estudos realizados por Rozwalka et al. (2008) demostraram que o Oleo
essencial de capim-limédo (Cymbapogon citratus Staph.) na concentracdo de 10%
apresentou efeito fungitoxico, inibindo 100% do crescimento micelial de Glomerella
cingulata (Ston.) e Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo. Verificou-se
também que os 6leos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle.) e
erva-doce (Pimpinella anisum L.), nas concentracdes de 1%, 1,5%, 2% e 2,5%,
interferiram na ocorréncia da microbiota fingica sobre as sementes de mandacaru.
Os resultados mostram que o crescimento de Cladosporium sp., Curvularia sp. e
Nigrospora sp. foram controlados com o 6leo essencial de erva-doce em todas as
concentracbes utilizadas, porém o 6leo essencial de citronela controlou apenas
Cladosporium sp. e Nigrospora sp. (MATA et al., 2009).

Segundo Araujo et al. (2009), o 6leo essencial de manjericdo proporcionou o
menor crescimento micelial, indicando a acado fungicida e inibitoria desse 6leo sobre
Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum. Estudos realizados por Tagami et al.
(2009) mostraram que o 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) reduziu em
até 97% o crescimento de Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils; e assim, muitos
outros exemplos sdo citados demostrando que o0s Oleos essenciais podem ser
utilizados para inibicdo de diferentes tipos de microorganismos.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi: avaliar o efeito in vitro dos
Oleos essenciais de Ocimum basilicum L. (manjericdo), Cymbopogon citratus Staph.
(capim-lim&o), Salvia officinalis L. (sélvia), Thymus vulgaris L. (tomilho) e
Cymbopogon nardus (L.) Rendle. (citronela) na germinacdo de conidios e no
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae; determinar,
mediante 0 uso da restricdo hidrica o melhor potencial osmaético para a inoculagao
das sementes de cebola com o patogeno e avaliar a eficiéncia destes 6leos

essenciais para o controle do fungo em sementes de cebola.
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2.METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Sementes e no Laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF, no periodo de agosto de 2014 a
marco de 2016. Foi utilizada sementes de cebola da cultivar Conquista, produzidas

no ano de 2014 no campo experimental da Embrapa Hortalicas.

2.1 Obtencdo de 6leos essenciais

As plantas medicinais utilizadas na obtencdo dos oOleos essenciais foram
cultivadas na area de pesquisa em producdo organica de hortalicas (APPOH) da
Embrapa Hortalicas. A escolha das plantas utilizadas neste trabalho foi baseada no
potencial de controle que o0s O6leos essenciais apresentaram em outros

patossistemas (Tabela 1).

Tabela 1. Nome comum e cientifico das plantas utilizadas para a extracéo dos 6leos

essenciais.
Nome comum Nome cientifico
Manjericao Ocimum basilicum L.
Capim-limao Cymbopogon citratus Staph
Salvia Salvia officinalis L.
Tomilho Thymus vulgaris L.
Citronela Cymbopogon nardus (L.) Rendle

Para a extracdo dos O6leos essenciais foi utilizado material foliar fresco de
cada espécie. As plantas foram coletadas por volta das 10:00 h da manha e
submetidas a secagem em estufa a uma temperatura de 50 °C por 84 horas. Para
cada extracdo, foram utilizados 200 g de material foliar seco e 2,0 L de agua,
posteriormente submetidos ao processo de hidrodestilagdo, em aparelho graduado
de Clevenger durante 2 horas. Os 6leos essenciais obtidos foram identificados,

protegidos da luz e armazenados em freezer a -20 °C até sua utilizagao.
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2.2.Tratamentos das sementes com 6leos essenciais

As sementes foram tratadas nas diluicbes de 1.000 ppm e 2.000 ppm, de cada
Oleo, e cada porcdo de 50 sementes foi disposta em uma saco plastico,
posteriormente, foram depositados 0,5 mL de 6leo durante 15 minutos, e apos esse
periodo foram secas em temperatura ambiente por 24 horas. A testemunha foi
tratada apenas com agua destilada.

2.3 Obtencéo do in6culo de Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae

O isolado do fungo Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae foi obtido por
meio do isolamento a partir de plantas de cebola com sintomas da doenca,
coletadas na regido de Cristalina, GO. A recuperacao do isolado foi feita repicando o
mesmo em placas de Petri com meio de cultura de farinha de aveia (20 g de farinha
de aveia, 6 g de agar e 500 mL de agua destilada), As placas foram acondicionadas
em incubadora do tipo BOD a uma temperatura de 25°C, permanecendo em
fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias.

2.4 Efeito direto in vitro dos 6leos essenciais sobre a germinacao de conidios e
crescimento micelial de C. gloeosporioides f. sp. cepae

Para avaliar o efeito direto in vitro dos 6leos essenciais sobre a germinacdo dos
conidios, foram testados cinco 6leos essenciais: tomilho, citronela, manjericéo,
sélvia e capim-liméo nas concentracdes de 500 ppm, 1.000 ppm e 2.000 ppm. Como
emulsificante, foi utilizado tween 20 em uma concentragédo de 1.000 ppm. Foram
utilizadas duas testemunhas: um tratamento composto por agua destilada e um
tratamento composto somente com tween 20 a 1.000 ppm.

Foi utilizado o meio de cultura agar-agua (1,0 L de agua, 20 g de &agar).
Primeiramente o meio de cultura foi preparado, autoclavado e, apés o resfriamento
deste, foram adicionados os 0leos essenciais de forma que as concentragdes finais
atingiram as pré-estabelecidas, exceto na testemunha. Ap6s a homogeneizacao,
cerca de 25 mL do meio de cultura foi vertido em placas de Petri de 90 mm de
diametro. As placas foram riscadas, dividindo-as em quatro quadrantes.
Continuamente, foram depositados em cada placa 500 pyL da suspenséo de 3,7 x
10° conidios mL™ a qual foi espalhada com alca de Drigalski sobre a superficie das

placas. As placas foram acondicionadas em BOD a 25 °C, permanecendo em um
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fotoperiodo de 12 horas (TAVARES; SOUZA, 2005; PEREIRA, 2008). Apos as 24
horas de incubacéo, a germinacao foi paralisada com solucdo de lactoglicerol, e
foram avaliados 25 conidios por quadrante em microscopio estereoscopio trilocular
(Meiji). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com duas placas
para cada tratamento, cada uma dividida em quatro quadrantes, em um total de 8
repeticdes.

Para avaliar o crescimento micelial do patégeno, foram testados cinco Oleos
essenciais: tomilho, citronela, manjericdo, salvia e capim-limédo nas concentracdes
de 1.000 ppm e 2.000 ppm. Como emulsificante, foi utilizado tween 20 em uma
concentracdo de 1.000 ppm. Foram utilizadas duas testemunhas: um tratamento
composto por agua destilada e um tratamento composto somente com tween 20 a
1.000 ppm.

Foi utilizado o meio de cultura de aveia a 2,0%, o qual foi preparado,
autoclavado e, apés o resfriamento deste para 45°C a 50°C, foram adicionados os
Oleos essenciais, exceto nas testemunhas. Em seguida, o meio de cultura foi
distribuido em placas de Petri e depositado um disco de micélio (aproximadamente 1
cm de didmetro) do patdégeno repicado para o centro de cada placa de Petri; apés
isso, as placas foram vedadas com filme pléastico e mantidas a 25°C + 2°C e
fotoperiodo de 12 horas.

Foram realizadas avaliagdes diarias, sendo que as medi¢cdes correspondem a
média de duas medidas diametralmente com a utilizacdo de uma régua graduada;
isto foi realizado até que o micélio da testemunha ocupasse toda a superficie da
placa. Foi calculado o indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM),

determinado pela adaptacao da férmula proposta por Maguire (1962):

IVCM=C; +C, + ...+ C,,
N1 N2 Nn
Em que:
IVCM = indice de crescimento micelial;
C 1, C,, C, = crescimento micelial do fungo na primeira, segunda e ultima avaliacéo;
N 1, N 2, N , = numero de dias ap0s a inoculagao.
Em seguida, foi calculado a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial em

relagcéo a testemunha.
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O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado

(DIC), com quatro repeticdes sendo cada parcela constituida por uma placa de Petri.

2.5 Efeito dos oleos essenciais em solo infestado com Colletotrichum
gloeosporioides f. sp. cepae

Para o preparo do indculo, foi utilizado o isolado de C. gloeosporioides f. sp.
cepae, o qual foi transferido para seis placas de Petri de 15 cm de diametro
contendo meio de cultura de farinha de aveia. As placas foram mantidas a
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas por 7 dias para a esporulacdo do
patébgeno. Em seguida, 200 g de sementes de sorgo autoclavadas e depositadas
nas placas de Petri com o fungo, fechadas e acondicionadas em BOD a temperatura
de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas por 20 dias, tempo suficiente para que as
sementes de sorgo fossem colonizadas pelo fungo. O solo previamente autoclavado
foi inoculado com 10 g de sementes de sorgo infectadas para cada 5 kg de solo; 8
dias apos a infestacdo do solo, sementes de cebola previamente tratadas com o0s
Oleos essenciais de tomilho, citronela, manjericdo, capim-limdo e salvia nas
concentracfes de 1.000 ppm e 2.000 ppm, foram semeadas em caixas plasticas (56
x 35 x 10 cm) infestadas, e mantidas em casa de vegetacdo onde foram irrigadas
duas vezes no dia. Foi realizada uma leitura deplantulas emergidas aos 25 dias ap6s
a semadura.

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados (DBC),
com quatro repeticbes sendo cada parcela composta por 50 sementes; como
testemunha foi utilizada sementes tratadas com agua destilada, como tratamento
padréao foram utilizadas sementes tratadas com fungicida de Iprodiona a 3.000 ppm.
Foi utilizada uma testemunha absoluta empregando sementes tratadas com agua

destilada em solo nao infestado.

2.6 Avaliacdo da eficiéncia da restricdo hidrica na contaminacdo de sementes
de cebola com Colletotrichum f. sp. cepae

Para este teste, foram utilizados meio de cultura BDA (extrato de 250 g de
batata, 20 g de dextrose e 16 g agar por litro), ao qual foi adicionado o soluto manitol
nos potenciais osmaticos de -0,6 MPa, -0,8 MPa, -1,0 MPa e -1,2 MPa (Tabela 2).

Como testemunha, foi utilizado o meio de cultura BDA sem manitol. As
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concentracbes para o preparo dos meios de cultura, em cada potencial osmdtico,
foram obtidas por meio da formula proposta por Van’t Hoff. (SALISBURY; ROSS,
1991)

Yos =-RTC

Em que:

Yos = potencial osmotico (atm);

R = constante geral dos gases perfeitos (0,082 atm mol L™* K™);
T = temperatura (K);

C = concentrac&o (mol L™).

Tabela 2. Quantidade de manitol nos diferentes potenciais osmoticos adicionado por
250 mL de meio de cultura BDA.

Tratamento Potencial osmotico (MPa) g 250mL™*
BDA (testemunha) - -

-0,6 11,02

-0,8 14,7
BDA + Manitol

-1,0 18,37

-1,2 22,04

Apds a autoclavagem, o meio de cultura contendo manitol foi vertido em placas
de Petri de 90 mm de diametro. Um disco de &gar de 1 cm de didmetro da colbénia
pura do fungo foi depositado no centro de cada placa de Petri e acondicionado em
incubadora tipo BOD com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25°C por 7 dias.
Continuamente, sementes de cebola foram previamente desinfetadas com solucao
de hipoclorito de sédio a 1% por 1 minuto, lavadas com agua destilada e secas a
temperatura ambiente. Seguidamente, foram distribuidas 50 sementes por placa de
Petri sobre a colénia de cada fungo em camada Unica e levemente prensadas sobre
0s meios de cultura; posteriormente, cada placa de Petri foi vedada e acondicionada
em BOD a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, onde permaneceram
diferentes periodos de tempo dependendo do potencial osmaético do substrato.

Foram utilizadas quatro placas por tratamento.
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As sementes foram removidas do meio de cultura no momento em que elas
apresentavam inicio de protrusdo radicular, posteriormente as sementes foram
submetidas aos testes de germinacdo e sanidade. Os periodos de retirada das
sementes foram 48 horas para a testemunha, 72 horas para o potencial osmotico de
—-0,6 MPa e de 96, 120 e 144 horas para 0s respectivos potenciais osmaoticos de -0,8
MPa, -1,0 MPa e -1,2 MPa.

Para determinar a eficiéncia da restricdo hidrica para a contaminacdo das
sementes de cebola com Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae foram
realizados os seguintes testes:

2.6.1. Germinacao.

Foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes por tratamento. As
sementes foram semeadas em papel de germinacdo, umedecidos com agua
destilada na proporcéo de 2,5 vezes o peso do papel seco e distribuidas em caixas
de plastico tipo “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm). Em seguida, as sementes foram
incubadas em germinador tipo BOD a 20°C, sob luz constante. As avaliacdes da
germinacdo e protrusdo da raiz primaria foram feitas aos 6 e 12 dias ap0s a
instalacao do teste (Brasil, 2009).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),

com 4 repeticdes, sendo cada parcela constituida por 25 sementes.

2.6.2 . Sanidade

O teste de sanidade foi realizado através do método do papel filtro (blotter test).
As sementes foram dispostas individualmente sobre papel filtro umedecido com
agua destilada e esterilizada, em caixas “gerbox” previamente desinfetadas com
alcool. As sementes foram incubadas a 25°C, com 12 horas de regime de luz
durante 24 horas. Em seguida, para inibicdo da germinacao, foram submetidas ao
método de congelamento por 24 horas em freezer. Apés isso, as placas foram
incubadas a 25°C por 7 dias. ApOs esse periodo, as sementes foram examinadas
individualmente com auxilio de um estereomicroscopio onde se avaliou a presenca
de estruturas tipicas do patogeno (Brasil, 2009). O resultado foi expreso em

pocertagem de contaminacgao.
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O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),

com 4 repeticbes e cada parcela constituida por 25 sementes.

2.7 Efeito dos Oleos essenciais em sementes de cebola inoculadas com
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae

Para avaliar o efeito dos 0leos essenciais em sementes de cebola inoculadas
com C. gloeosporioides f. sp. cepae, foram realizados trés experimentos
simultaneamente.

Sementes de cebola foram inoculadas através do método de restricdo hidrica
baseado na metodologia anteriormente descrita, sendo utlizado o potencial
osmoético de -1,0 MPa, o qual apresentou melhores resultados na inoculacdo das
sementes e ndo afetou a germinacdo destas. Primeiramente, foram preparadas
placas de Petri com o meio de cultura de BDA, ao qual foi adicionado o soluto
manitol -1,0 MPa apds da autoclavagem. O meio de cultura com o restritor foi vertido
em placas de Petri de 90 mm de diametro e um disco de agar de 1 cm de diametro
da colénia do fungo foi depositado no centro de cada placa de Petri; seguidamente,
as placas de Petri foram incubadas em BOD a uma temperatura de 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas por 7 dias. Posteriormente, 50 sementes de cebola foram
previamente desinfetadas com hipoclorito de sodio a 1% por 1 minuto, enxaguadas
com agua destilada e secas a temperatura ambiente. As sementes foram
distribuidas sobre a colénia de cada fungo em camada Unica, seguidamente cada
placa de Petri foi vedada e acondicionada em BOD a temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas por um periodo de 5 dias; neste periodo, as sementes foram
removidas das placas e secas a temperatura ambiente. Seguidamente, estas foram
tratadas com os 6leos de manjericado, citronela, capim-liméo, tomilho e salvia nas
concentracdes de 1.000 ppm e 2.000 ppm. Cada porcéo de 50 sementes foi tratada
com 0,5 mL de o6leo durante um periodo de 15 minutos, secas a temperatura
ambiente por 24 horas, e apos, submetida aos testes de sanidade, de germinagéo e

emergéncia em casa de vegetacao.

2.7.1. Germinagao
As sementes foram semeadas em papel de germinacdo, umedecidos com agua

destilada na proporgéo de 2,5 vezes o peso do papel seco e distribuidas em caixas
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de plastico tipo “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm). Em seguida, as sementes foram
incubadas no germinador tipo BOD a 20°C, sob luz constante. As avalia¢cées da
porcentagem de germinacdo e protrusdo da raiz primaria realizaram-se aos 6 e 12
dias apos a instalacéo do teste (Brasil, 2009).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial 5 x 2 (cinco 6leos x dois concentra¢des) mais uma testemunha,

com 4 repeticdes, sendo cada parcela constituida por 25 sementes.

2.7.2. Sanidade

O teste de sanidade foi realizado através do método do papel filtro (blotter test).
As sementes foram dispostas individualmente sobre papel filtro umedecido com
agua destilada e esterilizada, em caixas “gerbox” previamente desinfetadas com
alcool. As sementes foram incubadas a 25°C, com 12 horas de regime de luz
durante 24 horas. Em seguida, para inibicdo da germinacdo, foram submetidas ao
método de congelamento por 24 horas em freezer. Apos esse procedimento, foram
incubadas a 25°C por 7 dias. ApOs esse periodo, as sementes foram examinadas
individualmente com auxilio de um estereomicroscépio onde se avaliou a presenca
de estruturas tipicas do patégeno (Brasil, 2009). O resultado foi expreso em
pocertagem de contaminagao.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC),

com 4 repeticdes, sendo cada parcela composta por 25 sementes.

2.7.3. Emergéncia em casa de vegetacéao

Cinquenta sementes por tratamento foram distribuidas em bandejas plasticas
de 400 células contendo substrato comercial Rohrbache®, a base de cascas de
pinus compostadas. A irrigacdo do substrato foi realizada diariamente conforme a
necessidade, e o numero de plantulas emergidas foi avaliado 20 apés da
semeadura. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas
emergidas.

O delineamento adotado foi em blocos casualizado (DBC) em esquema fatorial
5 x 2 (cinco 6leos x duas concentracfes) mais uma testemunha. Foram utilizadas 4

repeticdes, sendo cada parcela composta por 50 sementes.
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2.8 Analise estatistica

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa estatistico Sisvar
v.5.6 (FERREIRA, 2008). As médias qualitativas foram agrupadas pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05), e para as médias quantitativas foram gerados graficos de

regressao utilizando o programa Excel.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito direto in vitro dos 6leos essenciais sobre a germinacao de conidios e
crescimento micelial de C. gloesporioides f. sp. cepae

Todos os Oleos essenciais reduziram a germinacdo de esporos de C.
gloeosporioides f. sp. cepae de forma quadratica com o aumento das concentracfes
(Figura 1). Os oOleos essenciais de capim e citronela reduziram totalmente a
germinacao dos conidios a partir da concentracdo de 1.000 ppm.

Os dleos essenciais de tomilho e manjericdo promoveram 100% a inibicdo da
germinacédo de conidios a partir da concentragdo de 2.000 ppm. O 6leo essencial de
sélvia reduziu até um 56% a germinacdo dos conidios na sua maior concentracao
(2.000 ppm). O tratamento constituido por tween 1.000 ppm ndo apresentou
diferencas estatisticas entre as doses utilizadas e a testemunha.

Os resultados obtidos neste experimento corroboram com os obtidos por outros
autores, em que o uso dos O6leos essenciais reduz a germinacdo de conidios de
diferentes patdégenos. Alves et al. (2002) relataram a eficiéncia dos 6leos essenciais
das plantas Cymbopogon citratus, C. nardus (L.) Rendle. e Eucalyptus citriodora
Hook. na germinacdo de conidios de Colletotrichum musae Berk e Curt. Segundo
Medice et al. (2007), o 6leo essencial de citronela tem efeito direto na germinacéo de
urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi Syd. e P. Syd. em sementes de soja
(Glycine max L. Merrill) quando foram utilizadas as concentra¢des de 1%, 0,5%, 1%
e 0,3%.

O 6leo essencial de capim-limao ja tem sido estudado por outros autores como
Bolkan e Ribeiro (1991); Cruz et al. (1997), que demostram sua eficiéncia no
controle de Fusarium spp. inibindo o crescimento micelial e a germinagdo de
esporos. Segundo Silva et al. (2009), pesquisando o 6leo essencial de capim-liméo
no controle de Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo, observaram que,
nas concentracdes de 1 yL mL™, 3uL mL™, 5uL mL™ e 10 uL mL™ houve inibicdo em
100% a germinacdo de conidios do patégeno. Segundo Guimarées et al. (2007),
esta inibicdo do Oleo de capim-limédo pode ser atribuida a seu principal componente,
citral, que exerce um efeito antifingico e antibacteriano sobre os conidios.

O oleo de capim-limdo a 300 ppm mostrou ser eficiente na inibicdo total de

esporos de Puccinia nakanishikii (Lorenzetti et al., 2012). Estudos realizados por
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Borges et al. (2013) demostram o efeito do 6leo essencial de sélvia e tomilho no

controle de Phakopsora pachyrhizi, inibindo os esporos em 91,25% e 71,71%

respectivamente.
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Figura 1 Germinacédo de esporos de Colletotrichum. gloeosporioides f. sp. cepae
submetidos a diferentes concentracdes (0 ppm, 500 ppm, 1.000 ppm e 2.000 ppm)
dos Oleos essenciais de salvia (A), tomilho (B), capim-limao (C), manjericdo (D) e

citronela (E). Dados transformados para vx + 1.

Pereira (2008) demostrou a reducéo de conidios de Cercospora coffeicola Berk

e Cooke. com o aumento das concentracdes do 0leo essencial de tomilho. Sousa
63



Junior et al. (2009) verificou inibicdo de 100% de germinacéo de esporos do fungo
Colletotrichum gloeosporioides na presenca dos 0leos essenciais de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides Cham.), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum L.), capim-liméo

(Cymbopogon citratus) e goiaba (Psidium guajava L.)

Com relacao ao teste de crecimento micelial, todos os tratamentos com 6leos
essenciais inibiram o crescimento micelial de C. gloeosporioides f. sp. cepae em
relacdo a testemunha que ndo apresentou inibicdo no patégeno (Tabela 3). Os 6leos
essenciais de tomilho, capim-limdo e citronela na concentragdo de 2.000 ppm
inibiram totalmente o crescimento micelial de C. gloeosporioides f. sp. cepae (Anexo
Al).

Tabela 3. Inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides f. sp.
cepae submetido aos Oleos essenciais de séalvia, tomilho, capim-limdo, manjericao,

citronela, nas concentracdes de 1.000 ppm e 2.000 ppm, tween 20 e testemunha.

Tratamento Concentracao (ppm) Inibicao (%)
Sélvia 1.000 18,99b
Salvia 2.000 64,39

Tomilho 1.000 49,01d
Tomilho 2.000 100f

Capim-limao 1.000 18,62b

Capim-limao 2.000 100f

Manjericdo 1.000 32,41c

Manjericao 2.000 17,21b

Citronela 1.000 18,01b
Citronela 2.000 100f
Tween 20 1.000 2,02a
Testemunha -- 0,00a
CV (%) 7,64

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (p<0,05).
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O Oleo essencial de sélvia a 2.000 ppm inibiu 64,39% o crescimento do fungo
com relacdo a testemunha, seguido do 6leo essencial de tomilho a 1.000 ppm, com
inibicdo de 49,01%. O Oleo essencial de manjericdo na concentracdo de 1.000 ppm
inibiu 32,41% o crescimento do fungo.

Os 06leos essenciais de salvia, capim-lim&o, citronela na concentracdo de 1.000
ppm e o 6leo de manjericdo a 2.000 ppm inibiram o crescimento do patégeno em
18,99%, 18,62%, 17,21% e 18,01%, respetivamente, sem diferirem entre si, mas
diferindo da testemunha.

O tratamento padrdo com o tween a 1.000 ppm ndao inibiu significativamente o
crecimento micelial do patégeno.

Concordando com os resultados deste trabalho, Silva et al. (2009) avaliaram o
efeito do Oleo essencial de capim-limdo sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides nas concentra¢des de 1 yL mL™, 3uL mL™ , 5uL mL™*
e 10 yL mL™, indicando que o 6leo essencial inibiu 100% o crescimento do patdégeno
a partir das concentracdo de 1 uL mL™

Segundo Itako (2009), o 6leo essencial de capim-limdo apresentou efeito
fungitoxico sobre a germinacdo e o crescimento micelial de Cladosporium fulvum.
Sendo que o 6leo essencial de capim-lim&o na concentracdo de 26,46% reduz em
96,30% a germinacao de esporos em relacdo a testemunha. Por outro lado, o 6leo
na concentracdo de 40,67% apresentou uma inibicdo de 20,03% do crescimento
micelial do patégeno.

Estudos realizados por Lima et al. (2010) comprovam a eficiéncia do 6leo
essencial de citronela como o patégeno Collectotrichum gossypii var.
cephalosporioides, estes autores observaram que o 6leo citronela na concentracao
de 2.000 ppm inibe 100% o crescimento micelial, e a partir de 1.500 ppm, este 6leo
essencial reduz totalmente a germinacdo dos esporos do patégeno. Rosal (2009)
avaliou o 6leo essencial de salvia sobre o crescimento micelial de Penicillium sp.,
verificando que, a medida que foi aumentada a concentragédo (0%; 20%; 40% e 80%)
do Oleo essencial aplicado, foi reduzido progressivamente o crescimento micelial,
sendo observado a inibicao total do crescimento do fungo na concentragcéo de 80%.

Guimaraes et al. (2011) testaram as atividades antioxidante e fungitéxica do
Oleo essencial de capim-limdo que pode ser atribuida a presenca na sua

composicdo do citral que se apresentam como componente majoritario (69,31%) e
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de meceno em uma porcentagem menor de 23,77%. Este fato foi observado por
Vivas et al. (2006), os quais constataram que o0 Oleo essencial de capim-lim&o
promoveu inibicdo em 100% do crescimento micelial do fungo Colletotrichum
acuntatum Simmonds nas concentracdes superiores a 100 uL mL-.

Em estudos realizados por Seixas et al. (2011), o 6leo essencial da citronela
demonstrou maior efeito inibitério do crescimento micelial do fungo Fusarium
subglutinans f. sp. ananas do que o composto citronelal nas concentragdes de 5 pL,
10 yL, 15 uL, 20 yL e 25 pL. Em todas as aliquotas utilizadas, o Oleo essencial
proporcionou menor taxa de crescimento micelial do que o citronelal. O maior efeito
de inibicdo do 6leo essencial de citronela pode ter sido ao sinergismo existente entre
0s compostos do 6leo essencial que atuam de forma conjunta, o que propiciou um
maior efeito fungistatico do que o composto citronelal.

Segundo Pereira et al. (2008), 6leo essencial de tomilho inibiu o crescimento
micelial e a germinacdo de conidios de Hemileia vastatrix proporcionalmente ao
aumento das concentraces (0 ppm, 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1.000 ppm e
2.000 ppm).

Os resultados obtidos por Giacomini et al. (2013) diferem dos resultados
achados neste trabalho referente ao tratamento com o oleo essencial de manjericao;
segundo estes autores, a atividade fungitoxica de C. gloeosporioides foi verificada
com Oleo essencial de manjericdo nas concentracbes de 10 pL e 20 uL. Neste
trabalho, pode-se observar efeito fungitoxico do manjericdo sobre o fungo, néo
concordando com os estudos por Nascimento et al. (2008) no qual, o 6leo de
manjericdo ndo apresentou diferengas estatisticas no crescimento micelial realizado
durante 8 dias, em comparacao com a testemunha para o controle de Colletotrichum
gloeosporioides.

Estudos realizados por Souza et al. (2004) avaliaram o 6leo essencial de
tomilho nas concentracées de 500 mg mL™; 1000 mg mL™; 1500 mg mL™ e 2000 mg
mL™, e observaram que o 6leo em todas suas concentragdes inibiu o crescimento
micelial de Rhizopus sp.; Penicillium spp.; Eurotium repens de Bary e Aspergillus
niger.

Pereira et al. (2011) testaram os 6leos de tomilho, capim-liméo e citronela em
diferentes concentracdes (0 pL L™, 500 uL L™, 1.500 pL L™, 2.000 pL L) no controle

Cercospora coffeicola e constataram que os Oleos de citronela e capim-liméo
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inibiram totalmente a germinagéo de conidios a partir das concentragfes de 1.000
uL L™, enquanto, o 6leo de citronela inibiu 100% o crescimento micelial de

Cercospora coffeicola.

3.2 Efeito dos o0leos essenciais em solo infestado com Colletotrichum
gloeosporioides f. sp. cepae.

O efeito drastico de Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae pode ser
claramente observado quando sdo comparados o0s resultados obtidos na
testemunha (infestado) e na testemunha absoluta, as quais apresentaram
emergéncias de 11% e 96%, respetivamente (Tabela 4). Apresentou-se diferenca
estatistica entre os tratamentos com o0s 0leos essenciais e a testemunha em solo
infestado, isto reflete e demostra a eficiéncia dos 0leos essencias no controle do
patdgeno, devido a que as sementes tratadas com os 6leos apresentaram maiores
valores de emergéncia em comparacao com a testemunha (infestado).

Os melhores resultados foram obtidos quando as sementes foram tratadas com
o O6leo essencial de capim-limdo a 2.000 ppm e com o fungicida, os quais
apresentaram emergéncias de 62% e 68%, respetivamente, sem diferir entre si, mas
diferiram da testemunha. Com isto, podem ser considerados como 0s tratamentos
mais promissores, gerando maior protecdo das sementes do patégeno em
comparagao com 0s outros tratamentos.

As sementes tratadas com os 6leos essenciais de salvia na concentracao de
2.000 ppm, capim-liméo a 1.000 ppm e citronela nas concentracdes de 1.000 ppm e
2.000 ppm, apresentaram emergéncias de 45%, 50%, 47% e 44%, respetivamente,
sem diferirem entre si. O tratamento com o 6leo essencial de salvia ha concentracéo
de 1.000 ppm apresentou uma emergéncia de 36 %, seguido do tratamento com o
Oleo essencial de tomilho a 2.000 pmm com uma emergéncia de 32%.

Os oOleos essenciais de tomilho a 1.000 ppm e manjericdo nas duas
concentracdes (1.000 ppm e 2.000 ppm), apresentaram germinacdes de 19%, 21%
e 24%, respetivamente, sem diferirem entre si. Estes tratamentos foram os menos
eficientes gerando as menores porcentagens de emergéncia, tendo menor protecao
das sementes com o patogeno.

O fungo C. gloeosporioides pode causar damping—off, e isto foi evidenciado na

baixa porcentagem de plantulas emergidas sadias em solo infestado com o
67



patégeno, concordando com Lee et al. (2007), os quais mencionaram que C.

gloeosporioides pode gerar podriddo, manchas nas folhas, raizes e damping—off.

Tabela 4. Emergéncia de plantulas sadias de cebola ‘Conquista’ em solo infestado
com Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae oriundas de sementes submetidas

aos tratamentos com 6leos essenciais

Tratamentos Concentracgdes (ppm) Emergencia (%)
Salvia 1.000 36 d
Salvia 2.000 45 c
Tomilho 1.000 19 f
Tomilho 2.000 32e
Capim-limao 1.000 50c
Capim-limao 2.000 62 Db
Manjericao 1.000 21f
Manjericao 2.000 24 f
Citronela 1.000 47 c
Citronela 2.000 44 c
Fungicida de Iprodiona (padréo) 3.000 68 b
Testemunha (infestado) - 119
Testemunha absoluta - 96 a
CV (%) 5,86

*Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel
de 5% de probabilidade.

Estudos realizados por Lucas et al. (2014) avaliaram a atividade antifungica de
Oleos essenciais no controle da infestagcdo do fungo Aspergillus flavus Link em
amendoim (Arachis hypogaea L.), e observaram que o 6leo essencial de capim-
lim&o apresentou um controle parcialmente do patégeno na concentracéo de 250 mg
mL™. Carboni e Mazzonetto (2013) avaliaram o efeito do 6leo essencial de capim-
limdo a 20% no manejo de Meloidogyne incognita em tomateiro em ambiente
protegido, e demostraram que este 6leo essencial foi eficaz no controle do patégeno
em tomateiro. Segundo Hasse et al. (2007), o 6leo essencial de salvia gerou controle
de Palasmodiophora brassicae Woronin em solo infestado pelo patogeno a partir da
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diluicdo de 1:8. Estes autores indicaram que as plantas medicinais e aromaticas
apresentam resultados positivos na reducao de doencas.

S&a0 escassas as pesquisas em relacéao a tratamentos alternativos com oleos e
trabalhos relacionados com infestacdo de solo com Colletotrichum gloeosporioides.
Os tratamentos alternativos sdo mais enfocados para avaliar o efeito fitotoxico dos

0leos em sementes contaminadas por patdégenos.

3.3 Avaliacédo da eficiéncia da restricdo hidrica na contaminacdo de sementes
de cebola com Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae.

Observa-se pela Tabela 5, que a porcentagem de sementes inoculadas com o
fungo C. gloeosporioides f. sp. cepae aumentou drasticamente em funcdo do
aumento da restricdo hidrica. Este resultado pode ter ocorrido devido ao maior
periodo de exposicdo das sementes ao patégeno que permitiu a contaminacédo de
um maior nimero de sementes. Os potencias osmaticos de -1,0 MPa e -1,2 MPa,
apresentaram contaminagbes de 80% e 82%, respetivamente. Estes tratamentos
diferiram estatisticamente da testemunha que apresentou uma contaminacdo de
51%, sendo assim considerado como o0s tratamentos que apresentaram maiores
porcentagens de contaminagdo nas sementes. Os demais tratamentos ndo diferiram
da testemunha no teste de sanidade. Verifica-se, portanto que a metodologia da
restricdo com manitol a partir do potencial osmoético de -1,0 Mpa é eficiente para
inoculacdo de sementes de cebola com C. gloeosporioides f. sp. cepae.

As sementes expostas aos potenciais osmoticos de -0,6 MPa e-1,2 MPa
germinaram respectivamente, 91% e 87%, sem diferir estatisticamente entre si e em
relacdo a testemunha, a qual apresentou 92% de sementes germinadas. As
sementes expostas ao potencias osmoticos de -0,8 MPa e -1,0 MPa diferiram da
testemunha apresentando valores mais altos de germinacéo sendo de 98% e 100%
respetivamente. A reducao da germinacdo no potencial osmaotico de -1,2 MPa, pode
ter ocorrido devido ao maior tempo de exposicdo das sementes com o indculo,
causando a mortes das sementes.

Os resultados apresentados neste trabalho assemelham-se aos obtidos por
Coutinho et al. (2001), que avaliaram a restricdo hidrica com manitol em potenciais
osmoticos de 0 MPa, -0,4 MPa, -0,6 MPa, -0,8 MPa e -1,0 Mpa, e concluiram que,

até o potencial de -1,0 MPa propinou-se maior contaminacdo das plantulas pelos
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fungos Colletotrichum truncatum (Schwein), Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary e
Phomopsis sojae Lehman. Estes autores observaram que quanto maior a exposi¢ao
das sementes aos patdgenos, maior foi 0 nUmero de sementes mortas. As sementes
apresentaram baixa germinacdo nos potenciais -0,6 MPa ,-0,8 MPa e -1,0MPa, e

praticamente ndo houve germinagéo chegando a 90% de sementes mortas.

Tabela 5. Valores médios de porcentagem de germinacdo e contaminacdo de
sementes de cebola ‘Conquista’ inoculadas com Colletotrichum gloeosporioides f.
sp. cepae. em diferentes potenciais osmoticos.

Potencial osmatico Germinagéo Contaminacgéo
Tratamento

(MPa) (%) (%)

BDA - 92 b 51b

-0,6 91 b 63 b

-0,8 98 a 68 b

BDA + Manitol

-1,0 100 a 80 a

-1,2 87 b 82a

CV (%) 3,85 13,84

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel

de 5% de probabilidade.

Verificou-se que o potencial osmotico de -1,0 MPa diferiu estatisticamente da
testemunha, apresentando valores maiores de germinacdo e maior contaminacgao
das sementes pelo patégeno. Este tratamento pode ser considerado como o mais
promissor para a inoculacdo das sementes de cebola, devido ao fato que nos dois
testes realizados apresentaram melhores resultados em comparagcdo com a
testemunha.

Segundo Machado et al. (2004), o aumento do potencial osmotico até o nivel
de -1,0 MPa proporciona maiores indices de infeccdo das sementes de algodao
(Gossypium  hirsutum L.) pelos fungos de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides A.S. Costa, Botryodiplodia theobromae Pat e Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum sem inviabilizar as sementes para usos posteriores.
Texeira et al. (2005) demostraram que sementes de milho submetidas a um

potencial maior que -1,0 MPa n&o germinaram mesmo apos 8 dias da incubagéo,
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indicando que a qualidade fisiologica das sementes foi afetada pelo
condicionamento osmotico imposto ao meio de incubacao.

Nunes et al. (2000), menciona que o potencial osmotico de -0,75 MPa favorece
o desenvolvimento de Fusarium sp., Aspergillus sp. e Alternaria sp. em sementes de
cebola, sendo que este potencial osmaético gerou 0 maior nimero de sementes

infectadas e nao afetou o porcentagem de germinacao das sementes.

3.4 Efeito dos Oleos essenciais em sementes de cebola inoculadas com
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae.

Na tabela 6, pode-se observar que todos os tratamentos diferiram da
testemunha, que apresentou uma germinacao de 65%, com excec¢do do tratamento
com o 6leo essencial de manjericdo a 2.000 ppm que proporcionou 72% de
sementes germinadas. As sementes tratadas com o0s 0Oleos essenciais de capim-
limdo e manjericdo a 1.000 ppm, e o O6leo essencial de citronela nas duas
concentracdes (1.000 ppm e 2.000 ppm), apresentaram germinacdes de 88%, 84%,
85% e 88%, respetivamente. O tratamento com esses 0Oleos diferiram da testemunha
e dos demais tratamentos apresentando os valores mais altos de germinacéao.

Os Oleos essenciais de séalvia e tomilho nas duas concentracdes e capim-limao
a 2.000 ppm, apresentaram germinacdoes de 80%, 79%, 79%, 78% e 81%,
respetivamente, sem diferir entre si, apresentando um maior numero de sementes
germinadas em comparacao com a testemunha.

Em relagdo ao teste de sanidade todos os tratamentos diferiram da
testemunha, a qual apresentou mais sementes contaminadas com uma
contaminacdo de 73%, 0 que permitiu comprovar que 0s 0leos essencias exercem
efeito no controle do patdgeno por apresentar porcentagens menores de
contaminacgdo. O tratamento com o Gleo essencial de salvia nas duas concentracfes
apresentaram contaminacfes de 54% e 45% respetivamente, em relacdo a
testemunha. Estes dois tratamentos apresentaram 0 maior numero de sementes
contaminadas em comparagdo com 0s demais tratamentos com 6leos essencias,
podendo ser considerados como 0s tratamentos que exerceram menor controle
sobre o patdégeno. Seguido dos Oleos essenciais de citronela e manjericdo na

concentracdo de 1.000 ppm e tomilho nas duas concentra¢cdes (1.000 ppm e 2.000
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ppm), que apresentaram uma porcentagem de contaminacédo de 22%, 19%, 31%,
20%, respetivamente.

O tratamento com os 0Oleos essencias de capim—liméo nas duas concentracdes
(1.000 ppm e 2.000 ppm), manjericao e citronela a 2.000 ppm, nao diferiram
estatisticamente entre sim, mas diferem da testemunha apresentando o menor
numero de sementes com sintomas do patdgeno, sendo respetivamente de 5%, 2%,
11%, e 10% (Anexo A2).

Tabela 6. Valores médios de porcentagem de germinagdo, contaminacdo de
sementes e emergéncia de sementes de cebola inoculadas com Colletotrichum

gloeosporioides f. sp. cepae e tratadas com 6leos essenciais.

Concentracdes Germinacdo Contamina Emergéncia

Tratamento
(ppm) (%) c¢éo (%) (%)
Salvia 1.000 80 b 54 b 26 c
Salvia 2.000 79b 45 b 45 b
Tomilho 1.000 79b 3lc 53 b
Tomilho 2.000 78 b 20 c 46 b
Capim-limao 1.000 88 a 5d 71 a
Capim-limao 2.000 81lb 2d 58 b
Manjericao 1.000 84 a 19c 44 b
Manjericao 2.000 72c 11d 47 b
Citronela 1.000 85a 22 c¢c 49 b
Citronela 2.000 88 a 10d 51b
Testemunha - 65 c 73 a 12 d
CV (%) 7,03 19,42 13,15

Médias seguidas pela mesma letra, para cada parametro, nao diferem entre pelo Teste de Scott-knott
(p<0,05).

No teste de emergéncia, todos os tratamentos com o0s 0Oleos essencias
apresentaram diferenca estatistica em relacdo a testemunha, a qual evidenciou uma
porcentagem de emergéncia de 12%. O tratamento com 6leo essencial de salvia a
1.000 ppm apresentou menor eficiéncia dos tratamentos com 0leos, refletido em sua
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porcentagem de emergéncia de 26%. Os demais tratamentos ndo apresentaram
diferencas entre si, com exce¢ao do 6leo essencias de capim-limédo a 1.000 ppm que
apresentou a maior porcentagem de emergéncia de 71% em comparacdo com a
testemunha.

Estes resultados seguem a tendéncia dos resultados encontrados nos testes
preliminares, nos quais o tratamento com capim-liméo foi o melhor tratamento in vitro
para o controle do fungo e ndo gerou efeito negativo na qualidade fisiolégica das
sementes. Estes estudos concordam com Souza et al. (2007) que avaliaram a
atividade antifingica do 6leo essencial de capim-lim&o sobre o desenvolvimento de
Fusarium proliferatum (Matsuhima) Nirenberg, e verificaram que este tratamento
diferiu da testemunha, apresentando uma incidéncia de 1,0% do patdégeno.

Diferentes estudos tém indicado a eficiéncia dos 0leos essenciais no controle
de patégenos. Rodrigues et al. (2006) estudaram o 6leo essencial de Ocimum
gratissimum no tratamento de sementes sobre o patégeno Bipolaris sorokiniana
(Sacc.) Shoemaker, e concluiram que o Oleo essencial ndo teve influéncia na
emergéncia, altura e na massa fresca de plantulas. Segundo Mata (2009), o dGleo
essencial de citronela promoveu maior percentual de germinagédo das sementes de
mandacaru (Cereus jamacaru DC) com o aumento das concentracdes (0%, 1%,
1,5%, 2% e 2,5%); estes mesmos autores observaram que o Oleo de citronela
nestas concentracdes apresentou efeito inibitério sobre a incidéncia de
Cladosporium sp. e Nigrospora sp. sobre as sementes tratadas.

O dleo de citronela nas concentracdes de 1%, 1,5%, 2% e 2,5% interferiram na
ocorréncia da microbiota fangica (Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp.,
Curvularia sp., Nigrospora sp. e Rhizophus sp.) sobre as sementes de mandacaru
(MATA et al.,, 2009). Silva e Pasin. (2006) avaliaram a incidéncia dos Oleos
essenciais de capim-limao e manjericdo em sementes de girassol contaminadas com
Rhizopus sp. e Fusarium sp., e observaram que o 6leo essencial de capim-liméo
reduziu totalmente a incidéncia de Rhizopus sp., mas apresentou 7% de sementes
contaminadas por Fusarium sp., enquanto o 6leo de manjericdo apresentou 18% de
incidéncia de Rhizopus sp. e 35% de sementes contaminadas com Fusarium sp.
Assim, verifica-se que o 0leo de capim-limao gerou maior eficiéncia no controle dos

patdgenos.
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A atividade antifungica € atribuida a diferentes compostos como terpenos,
compostos fendlicos como o timol, carvona, carvacrol, mentol e muroleno (CONNER,
1993; SMID et al., 1996). Atividade antifungica segundo Piper et al. (2001) esta
determinada por terpenos presentes nos 6leos essenciais capazes de tornarem a
membrana celular do fungo permeavel, causando o vazamento de seu conteldo.

Lima et al. (2008) observaram que o 6leo essencial de capim-limao apresenta
como constituintes majoritarios o mirceno, (14,6%), neral (34,5%) e geraniol (43,8%),
e em baixa concentracao o (Z)-ocimeno e (E)-ocimeno. Segundo Guimaraes (2007),
0 Oleo essencial de capim-limao possui o citral como composto maioritario, em torno
de 70% a 80%, encontrando-se também o citronelal, isovaleraldeido, cetonas,
alcoois como, nerol e geraniol e terpenos como mirceno.

O efeito dos Oleos essenciais nas sementes provavelmente se deve aos
compostos alelopaticos que sao inibidores de germinacdo e crescimento, pois
interferem na divisdo celular, permeabilidade de membranas e na ativacdo de
enzimas das sementes (RODRIGUES et al. (1992). CARVALHO et al. (1999)
também afirmaram que sementes predispostas a acdo de micro-organismos, quando
tratadas, reduzem a capacidade de sobrevivéncia dos fitopatbgenos e potencializam
e longevidade das sementes, seu poder germinativo e a vigor das futuras plantas.
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4.CONCLUSOES

Os Oleos essenciais de tomilho, capim-liméo, citronela, manjericdo e salvia nas
concentraces de 1.000 ppm e 2.000 ppm, reduzem o crescimento e a germinacao
de conidios de C. gloeosporioides f. sp. cepae.

Os dleos essenciais de tomilho, capim-limdo e citronela na concentracdo de
2.000 ppm inibem totalmente o crescimento micelial de C. gloeosporioides f. sp.
cepae. Os 6leos essenciais de capim e citronela reduzem totalmente a germinacao
dos conidios a partir da concentracéo de 1.000 ppm.

Em solo inoculado com C. gloeosporioides, os tratamentos com fungicida
Rovral e com o 6leo essencial de capim-limdo 2.000 ppm sao 0S mais promissores
no controle do patégeno.

O potencial osmaético de 1,0 MP pode ser considerado como uma alternativa
eficiente na inoculacdo das sementes de cebola com o C. gloeosporioides f. sp.
cepae sem afetar a germinacdo das sementes.

Os Oleos essenciais de tomilho, capim-liméo, citronela, manjericdo e salvia nas
concentracbes de 1.000 ppm e 2.000 ppm, reduzem a contaminacéo causada pelo
causada pelo o C. gloeosporioides f. sp. cepae.

O Oleo essencial de capim-limdo a 1.000 ppm é uma alternativa para o
tratamento de sementes de cebola visando o controle de Colletotrichum

gloeosporioides f. sp. cepae.
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CONSIDERACOES FINAIS

A sociedade atualmente estad em procura de tratamentos menos agressivos
com o ambiente e a saude humana, diversas pesquisas estdo sendo desenvolvias
pela necessidade de alternativas do controle quimico convencional. Os 6leos
essenciais estdo sendo estudados como um método alternativo no controle de
doencas, pela presencia de compostos quimicos responsaveis de efeitos
alelopaticos sobre uma planta ou microorganismos.

A partir dos experimentos realizados neste trabalho, observou-se que os 6leos
essenciais podem ser utilizados na protecdo de sementes de cebola contra
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae. Todos o0s 0leos essenciais nas
concentracfes testadas reduziram o crescimento micelial e germinacdo de esporos
do patégeno.

O dleo essencial de capim-limdo na concentracdo de 1.000 ppm € o mais
indicado para o controle de Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae em
sementes, pois ndo afetou a qualidade fisioldgica e permitiu o controle do patdégeno.

A pesquisa com 0leos essenciais € promissora, com possibilidade de novas e
relevantes descobertas. Todavia, outros estudos devem ser realizados para verificar
a viabilidade do uso do 6leo essencial do capim-limdo no controle fitossanitario de
fungos fitopatogénicos in vivo. O controle fitossanitario a partir dos 6leos essenciais
pode ser um método eficaz e de baixo impacto ambiental, no tratamento de
sementes para 0 combate a organismos patogénico causadores de diferentes

doencas.

84



ANEXOS
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Anexo Al. Crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae
submetido aos 6leos essenciais de capim-limdo na concentracdo de 1.000 ppm
(CA1) e 2.000 ppm (CA2), citronela 2.000 ppm (CI2) e tomilho a 2.000 ppm (TO2).

Anexo A2. Sementes inoculadas com o fungo Colletotrichum gloeosporioides f. sp.
cepae tratadas com agua destilada (testemunha) e com o 6leo de capim-limdo na

concentracao de 1.000 ppm, respectivamente.
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