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Resumo

A Sclerotinia sclerotiorum é fitopatégeno que causa a doenca conhecida como podridao de
Sclerotinia, presente em inimeras culturas. Para maior aprofundamento do conhecimento da
biologia deste fitopatdgeno, ferramenta importante € a avaliacdo da viabilidade dos
escleradios. Como existem 6leos essenciais sendo utilizados para o controle de fitopatdgenos
poder-se-ia testd-los sobre a germinacdo miceliogénica e carpogénica deste patdgeno. O
trabalho foi realizado utilizando-se a aplicacdo de 17 Oleos essenciais, juntamente com as
testemunhas, com e sem Tween. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
com 19 tratamentos, quatro repeticbes. A germinacdo miceliogénica foi realizada em meio
BDA e a incubagdo, em cdmara de crescimento do tipo BOD a 18 °C e fotoperiodo de 12
horas. As avaliacdes das germinacOes foram realizadas nas 24, 48, 72 e 96 horas apds o inicio
da incubacdo. A germinacdo carpogénica foi induzida em solo esterilizado e a incubacdo em
camara de crescimento com temperatura de 18 + 2 C°, fotoperiodo de 12 horas e umidade do
solo a 100 % da capacidade de campo. Os 6leos de Eucalyptus citriodora, Cymbopogon
citratus, Cinnamomum zeylanicum e Thymus vulgaris apresentaram maior eficiéncia na
germinacdo miceliogénica e carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum.

Palavras-chave: Controle alternativo de patégeno; MEV; Fungo.

Abstract

Sclerotinia sclerotiorum is a phytopathogen that causes the disease known as Sclerotinia rot,
present in many crops. It is necessary to deep the knowledge of the biology of the
phytopathogen, it being an important tool is the evaluation of the viability of sclerodia. Since
essential oils are being used for the control of phytopathogens, it could be tested in the
myceliogenic and carpogenic germination of S. sclerotiorum together with controls with and
without Tween. For myceliogenic germination, experiment was carried out in BDA medium
and incubation in a BOD-type growth chamber at 18 ° C with 12-hour
photoperiod. Germination evaluations were performed at 24, 48, 72 and 96 hours after the
start of incubation. Carpogenic germination was induced in sterile soil and incubation in a
growth chamber with a temperature of 18 ° C £ 2 C°, photoperiod of 12 hours and soil
humidity at 100% of field capacity. The experimental design was completely randomized
with 19 treatments, four repetitions. The oils of Eucalyptus citriodora, Cymbopogon citratus,
Cinnamomum zeylanicum and Thymus vulgaris showed greater efficiency in the myceliogenic
and carpogenic germination of Sclerotinia sclerotiorum.

Keywords: Alternative pathogen control; SEM; Fungus.
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Resumen

Sclerotinia sclerotiorumes un fitopatdgeno que causa la enfermedad conocida como
pudricién por Sclerotinia, presente en numerosos cultivos. Para profundizar ain maés el
conocimiento de la biologia del fitopatdgeno, una herramienta importante es la evaluacién de
la viabilidad de los esclerddios. Dado que se estan utilizando aceites esenciales para el control
de fitopatdgenos, se podria probar en la germinacion miceliogénica y carpogenica de S.
sclerotiorum junto con los controles, con y sin Tween. Para la germinacién miceliogénica, se
realizé ensayo en medio BDA e incubacion en camara de crecimiento tipo DBO a 18 °C, con
fotoperiodo de 12 horas. Las evaluaciones de germinacion se realizaron a las 24, 48, 72 'y 96
horas después del inicio de la incubacion. Se indujo la germinacion carpogénica en suelo
estéril e incubacion en cadmara de crecimiento con temperatura de 18°C + 2°C, fotoperiodo de
12 horas y humedad del suelo al 100% de la capacidad de campo. El disefio experimental fue
completamente al azar con 19 tratamientos, cuatro repeticiones. Los aceites de Eucalyptus
citriodora, Cymbopogon citratus, Cinnamomum zeylanicumy Thymus vulgaris mostraron
mayor eficiencia en la germinacion miceliogénica y carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum.

Palabras clave: Controle alternativo; MEV; Hongo.

1. Introducéo

A Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é agente etioldgico da doenca conhecida
como mofo branco. Os danos causados sdo severos e podem acometer vasta lista de espécies
hospedeiras, tornando-o fungo de importancia econémica devido as perdas que pode
ocasionar nas culturas atacadas, tendo como principais a disseminacdo da doenca para areas
sadias e a morte de plantas atacadas (Juliatti et al., 2015).

Os sintomas e sinais caracteristicos dessa doenca sdo a podriddo Umida coberta por
micélio branco, que pode ser encontrado na superficie do solo e/ou tecido da cultura atacada.
Com o avanc¢o da doenca, esclerédios podem se formar, sendo estes responsaveis pela sua
sobrevivéncia (Garcia et al., 2012, Cardoso, 1990).

Atraves dos esclerddios, tem-se a germinacdo miceliogénica, no qual hifas irdo
infectar a planta e/ou germinagdo carpogénica, precursora de apotécios, responsaveis pela
emissdo de ascosporos em areas infectadas (Gorgen, 2009).

Para Barbosa et al. (2012), os métodos de controle, por serem limitados, devem ser
tomados em conjunto, adotando-se por exemplo, préaticas de prevengdo que envolvem uso de
sementes certificadas, rotacdo de cultura, entre outras técnicas, cuja finalidade é dificultar a
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entrada do patdégeno ou ao menos reduzir o potencial de indculo.

Os produtos quimicos, apesar de muito utilizados vém trazendo preocupagdo quanto as
questdes de salde humana e problemas ambientais. A demanda por plantas livres de
agrotoxicos é crescente, fazendo com que seja motivada a demanda por novas medidas de
protecdo das plantas contra as doengas (Souza Zanella et, al. 2015) de maneira a ndo trazer
maleficios ao ambiente e aos seres humanos.

Portanto, pesquisas relacionadas ao potencial fungicida de substancias naturais séo
relevantes, pois podem contribuir para atender tal demanda e servir como controle alternativo
de doencas nas culturas de importancia agricola.

As substancias produzidas por algumas plantas atuam como agentes fungistaticos ou
fungicidas (Antunes & Cavacob, 2010), como ja constatado por Bernardi et al. (2019)
utilizando 06leos essenciais para controle de Sclerotinia sclerotiorum.

O uso de Oleos essenciais de plantas medicinais, aromaticas e condimentares tém-se
mostrado alternativa segura, viavel e eficiente no controle de fungos fitopatogénicos (Silva et
al., 2009. Neste sentido, empresas vém comercializando Oleos essenciais cujas uma das
finalidades pode ser usada no controle de patégenos. Todavia, importante primeiro identificar
qual 6leo de determinada espécie apresenta potencialidade para uso visando atender tal
demanda para especifico patogeno.

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de controle sobre a germinacéo
miceliogénica e carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum (lib.) de Bary com uso de 6leos

essenciais provenientes de 17 espécies.

2. Metodologia

Foram realizados dois experimentos, conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR) — Campus Dois Vizinhos. O primeiro
experimento avaliou-se a germinacdo miceliogénica de S. sclerotiorum e 0 segundo a
germinacao carpogénica do mesmo patogeno.

Os isolados de S. sclerotiorum foram obtidos de col6nia pura, retirados da micoteca do
referido Laboratorio. Os esclerddios foram produzidos a partir da repicagem de discos de
micélio de 5 mm do fungo, em fluxo laminar, para placas de Petri® com tampa esterilizadas
com meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar) devidamente autoclavado. As placas foram
incubadas a 18°C, em fotoperiodo de 12 horas por 7 dias. Decorrido este periodo, 0s
esclerddios formados, foram retirados das placas e armazenados por 15 dias a - 5°C em papel
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aluminio (geladeira) até a sua utilizagcdo nos experimentos (15 dias).

Para avaliacdo, foram utilizados 0leos essenciais das espécies Zingiber officinale
Roscoe, Laurus nobilis L., Citrus reticulata Blanco, Artemisia vulgaris L., Eucalyptus
citriodora Hook, Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry, Melaleuca alternifolia Cheel,
Thymus vulgaris (L), Citrus sinensis L, Citrus latifolia Tanaka, Psidium guajava Linn,
Cyperus articulatus L., Cymbopogon citratus (DC) Stapf, Eugenia uniflora L, Casearia
sylvestris Sw, Schinus terbinthifolius Raddi e Cinnamomum zeylanicum Blume, todos obtidos
a partir do processo de hidrodestilacdo oriundos da empresa “Cacalia — Produtos Naturais”.
Adotaram-se o uso de agua destilada com e sem Tween como testemunhas.

A germinagdo miceliogénica foi realizada em meio de cultura BDA. Os esclerddios
foram previamente desinfestados em alcool 70% por 2 minutos, seguido por hipoclorito de
sodio a 1% por 3 minutos, sendo posteriormente lavados em agua autoclavada por 1 minuto e
mantidos em ambiente asséptico no interior de cdmara de fluxo laminar para secagem. Foram
aplicados 15 pl dos 6leos essenciais em papel filtro autoclavado (1 cm?), fixado na tampa
superior da placa de Petri (Bernardi et al, 2019). Apos, foram depositados sobre 0 meio de
cultura cinco esclerddios com tamanho entre 1 e 2 mm, estando dispostos para germinacéao de
hifas. A incubacdo foi realizada em cémara de crescimento do tipo BOD a 18 ° C e
fotoperiodo de 12 horas, com avaliagGes sendo realizadas as 24, 48, 72 e 96 horas apds 0
inicio da incubacdo. Foi utilizado microscopio estereoscopico, observando-se 0 surgimento
das hifas caracteristicas do fungo. Em cada avaliacdo foi determinado o nimero de
esclerddios que apresentava germinacdo de hifas.

A germinagdo carpogénica foi realizada em solo Nitossolo vermelho distroférrico
tipico com textura argilosa (Marasca, et al., 2013), coletado na propria universidade. Apds a
coleta, o solo foi autoclavado em temperatura de 121° C e pressdo de trabalho de 1,2 Kgf/cmz2.
A autoclavagem foi realizada em 3 dias consecutivos, todas utilizando periodo de uma hora
cada. Amostras de 200 g de solo foram alocadas em caixas gerbox com tampa (11 cm x 11 cm
x 3,5 cm).

O experimento foi montado utilizando-se fitas de papel filtro de 2 cm, embebidas em
30 pl de 6leo essencial puro. As fitas foram fixadas na tampa da caixa Gerbox, de modo a
tratar volatilmente os esclerodios, segundo metodologia proposta por Bernardi et al, (2019).
Foram utilizados 15 esclerodios por caixa Gerbox. Para testemunha, as fitas de papel filtro
foram embebidas em &gua destilada e esterilizada. Logo em seguida, as caixas foram
incubadas a temperatura del8°C, em fotoperiodo de 12 horas por 30 dias.

Determinou-se o percentual médio de esclerddios que emitiram estipes e 0 nimero
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total de estipes, o percentual médio de esclerddios que germinaram apotécios e o numero total
de apotécios. A primeira avaliagdo foi realizada apds a emissdo do primeiro estipe, até
completarem-se 40 dias de incubacdo. Efetuou-se o enterrio de 10 esclerddios a profundidade
de aproximadamente 0, 2 cm, deixando-se sempre, metade do esclerédio para fora do
substrato. Ap6s o enterrio, lamina de &gua de 6,0 mm foi aplicada por caixa, deixando a
umidade do solo préximo a capacidade de campo, atraveés do uso de irrigacdo, segundo
metodologia proposta por Crato et al. (2013). As caixas com tampa, foram incubadas em
temperatura de 18° C, em fotoperiodo de 12 horas, por 40 dias. As avaliacdes de viabilidade
foram efetuadas através do nimero de apotécios, além da contagem do numero de estipes e de
apotécios formados por caixa Gerbox. A primeira avaliacdo foi efetuada apds a emissdo do
primeiro estipe, até 0 momento de completarem 40 dias de incubacdo. Foram considerados
viaveis os esclerddios que germinaram pela producéo de micélio e subsequente, producédo de
esclerddios, segundo metodologia proposta por Pereira et al. (2018).

Utilizou-se microscopia eletrnica de varredura (MEV) para avaliar a superficie das
hifas do fungo submetidos ao tratamento pelos 6leos de C. sylvestris, E. uniflora e M.
alternifolia, procedendo-se estudo mais detalhado das possiveis alteracdes morfologicas nas
estruturas do fungo. Estes 6leos foram escolhidos ao acaso para realizacdo deste teste. A
analise no MEV foi realizada apenas dos 6leos citados, devido as falhas decorrentes da
producdo das imagens nos outros tratamentos. Para isso, o0 isolado puro da micoética foi
repicado em placa de Petri®, retirando discos do micélio, nos quais foram transferidos para o
meio da placa, devidamente esterilizadas com meio de cultura BDA. ApGs a repicagem, na
tampa da placa foram colocados os 15ul dos principais 6leos descritos. As placas foram
vedadas e levadas para a BOD por 48 horas. Para as analises, as amostras utilizadas foram
cuidadosamente fixadas através de fita adesiva de cobre sobre suporte de aluminio e alocadas
no equipamento.

Foram realizadas as imagens no microscopio eletronico de varredura Hitachi TM
3000, operando em 15 kV, com ampliagdes de 200, 800 e 1000x. As alteragdes observadas
nas imagens foram devidamente descritas nos resultados. Foram avaliados os danos segundo a
presenca de vacuolos, desorganizacdo dos contetdos celulares, diminuicdo da nitidez da
parede celular, fragmentacao das hifas, turgéncia das hifas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, sendo o0s

tratamentos compostos pelos 6leos essenciais utilizados, usando-se quatro repeticdes, sendo
considerado cada caixa gerbox como unidade experimental. Foi feito realizado o teste de

normalidade de Shapiro Wilk. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variéncia e de
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agrupamento teste de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do programa
Assistat 7.6 beta.

2. Resultados e Discussao

Os Oleos essenciais utilizados mostraram efeito significativo para germinacdo
miceliogénica, nas 48, 72 e 96 horas. Observou-se, nas primeiras vinte e quatro horas a
auséncia de germinacdo, ocorrendo apenas nas 48 horas com formacdo de dois grupos,
estando os Oleos de maior contaminacdo no grupo formado pelas testemunhas com e sem
Tween e, oriundos de Melaleuca alternifolia, Citrus sinensis, Psidium guajava e Eugenia
uniflora. Nas 72 horas, repetiu-se a formacdo de dois grupos, estando presentes como de
maior contaminacdo os Oleos de Zingiber officinale, Laurus nobilis, Citrus reticulata,
Artemisia vulgaris, Syzygium aromaticum, Melaleuca alternifolia, Citrus sinensis, Psidium
guajava, Eugenia uniflora, Casearia sylvestris, juntamente com as testemunhas (Tabela 1).

Observou-se nos resultados, que o efeito inibitorio para germinacdo miceliogénica, em
alguns 6leos, manteve-se somente das primeiras 48 horas, como forma de atrasa-la, mas nédo
evita-la, assim como ocorreu nas 96 horas, quando houve a formacdo de trés grupos, com o
primeiro, de maiores médias formado pelos éleos Zingiber officinale, Artemisia vulgaris e
pelas testemunhas; o segundo de médias intermediarias pelos 6leos Laurus nobilis, Citrus
reticulata, Syzygium aromaticum, Melaleuca alternifolia, Citrus sinensis, Psidium guajava e
Eugenia uniflora e, o terceiro formado pelos demais (Tabela 1). A formacdo destes trés
grupos parece supor certa estabilidade no comportamento da porcentagem de germinacao
decorrido determinado tempo em alguns 0leos.

Todavia, destaca-se 0 uso dos 6leos de Eucalyptus citriodora, Cymbopogon citratus e
Cinnamomum zeylanicum, Thymus vulgaris e Schinus terebinthifolius, nos quais ndo
permitiram germinagdo miceliogénica de Sclerotinia sclerotiorum nos tempos de avaliagéo ou
quando ocorreram foram baixas de maneira a ndo permitirem diferencas entre a formacao dos

grupos.
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Tabela 1 — Germinagdo miceliogénica (%) de S. sclerotiorum de acordo com o 6leo essencial
aplicado e avaliados em quatro tempos distintos.

Tratamentos 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Testemunha 0a* 40 a 40 a 95 a
Testemunha com Tween Oa 25a 50a 9% a
Zingiber officinale Oa Ob 60 a 90 a
Laurus nobilis O0a 0b 30a 55b
Citrus reticulata O0a 0b 45a 70b
Artemisia vulgaris O0a 0b 55a 85a
Eucalyptus citriodora O0a 0b 0b Oc
Syzygium aromaticum O0a 0b 55a 65b
Melaleuca alternifolia O0a 30a 40 a 70b
Thymus vulgaris Oa 0b 0b 5¢
Citrus sinensis O0a 35a 50a 55b
Citrus latifélia Oa 0b 0b 15¢
Psidium guajava O0a 35a 65 a 75b
Cyperus articulatus O0a Ob Ob 20c
Cymbopogon citratus O0a 0b Ob Oc
Eugenia uniflora Oa 30a 40a 50b
Casearia sylvestris O0a 10b 25a 25¢
Schinus terbinthifolius Oa 0b 0b 5¢
Cinnamomum zeylanicum O0a 0b 0b Oc
CV% 0.00 25.15 30.80 25.43

*Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Autores.

A tabela mostra que os Oleos essenciais de Eucalyptus citriodora, Cymbopogon
citratus, Schinus terbinthifolius e Cinnamomum zeylanicum afetam o desenvolvimento
vegetativo do fungo S. sclerotiorum. Scrivanti et al. (2003) também observaram potencial do
0leo essencial de Schinus terbinthifolius, demonstrando 95% de inibicdo da germinacao
miceliogénica, o0 que corrobora com os resultados do presente estudo e confirma atividade
antifungica desse 6leo para Sclerotinia sclerotiorum, como ja ocorreu para Aspergillus niger,
A. flavus, A. parasiticus, A. fumigatus e Trichoderma spp.

No presente trabalho, o 6leo essencial de Syzygium aromaticum demonstrou inibicéo
da germinacdo miceliogénica de 35%. Guynot et al., (2003) mostraram o efeito inibitério
desse mesmo 06leo in vitro, inibindo o crescimento de Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Penicillium corylophilum, Eurotium amstelodami.

Em trabalho de Medice et al. (2007), foi constatado reducdo na severidade da

ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhyzi), cuja variacdo foi de 35% a 62%, apds as plantas
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serem tratadas com Oleo de E. citriodora, Cymbopogon citratus, nim e Thymus vulgaris a
3000 mg L, nos quais inibiram eficientemente a germinacdo miceliogénica dos esclerddios
de S. sclerotiorum até 96 horas de avaliagdo. Os efeitos antibidtico, antifingico e anti-
helmintico do timol e do carvacrol, presentes no 6leo essencial de Thymus vulgaris ja haviam
sido comprovados por Diniz et al. (2003) e Neeman et al. (1995). Outros constituintes
majoritarios como citronelau (Eucaliptus citriodora), eugenol (Syzygium aromaticum), citral
(Cymbopogon citratus) e 0 monoterpeno limonemo (Schinus terebinthifolius) também foram
descritos como substancias antimicrobianas (Olivo et al., 2013; Sarto & Junior, 2014; Oliveira
Junior et al., 2013).

Com relacdo ao efeito dos dleos na germinagdo carpogénica, obteve-se efeito
significativo na emissdo dos estipes e formacéo de apotécios nos esclerodios (Tabela 2). Para
o percentual médio de esclerdédios que emitiram estipe houve a formacdo de seis grupos,
sendo o de maior média agrupando somente a testemunha sem Tween e de menores médias o
grupo composto pelos éleos de Cymbopogon citratus, Cinnamomum zeylanicum, Eugenia
uniflora e Casearia sylvestris, com valores nulos para emissdo de estipe (Tabela 2).

Para a variavel emissdo total de estipe houve a formacdo de cinco grupos, estando
também a testemunha com &gua e sem Tween no grupo de maior média e os Oleos de
Cymbopogon citratus, Cinnamomum zeylanicum, Eugenia uniflora e Casearia sylvestris no
grupo de menor valor (Tabela 2).

Segundo Bernardi et al. (2019), os 6leos essenciais de Cinamomum zeylanicum e
Cymbopogonn citratus, reduziram o tamanho de esclerddios formados a partir do micélio do
fungo S. sclerotiorum evidenciando o poder fungistatico dos éleos citados, tracando paralelo
com o presente estudo.

Quanto ao percentual médio de esclerédios que germinaram apotécios obteve-se a
formacédo de sete grupos, agrupando a testemunha com Tween (40,83%) como de maior valor
e os Oleos de Citrus sinensis, Syzygium aromaticum, Corymbia citriodora, Thymus vulgaris,
Psidium guajava, Schinus terbinthifolius, Cymbopogon citratus, Cyperus articulatus,
Cinnamomum zeylanicum, Eugenia uniflora e Casearia sylvestris no grupo de menor média,
com valores nulos para a variavel descrita.

Na germinacdo total de apotécios formou-se seis grupos, mas repetiu-se o
agrupamento de maior e menores médias com 0S mesmos tratamentos descritos para o
percentual médio de esclerédios que germinaram apotécios (Tabela 2).

Todos os 0Oleos essenciais, que para a variavel anterior apresentaram valores nulos,

mantiveram 0 seu comportamento para germinacao total de estipe, com excecdo, do 6leo
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essencial de Citrus reticulata (0,25%). Estes 6leos demonstraram para efeito volatil, melhores

resultados, comprovando o poder fungicida dos 6leos testados.

Tabela 2 — Percentual médio de esclerodios que emitiram estipes, emissdo total de estipes,

percentual médio de esclerddios que emitiram apotécios e emissdo total de apotécios de

acordo com o 6leo essencial aplicado em Sclerotinia sclerotiorum.

Esclerédios que Emisséo Esclerc_'JQios que Emisséo
Tratamentos emitiram Estipe (%) Tota_l de emllt!ram Tota] c_ie
Estipe Apotécios (%) Apotécios

Testemunha 78.33 a 27.25a 60.00 a 17.75a
Testemunha com Tween 70.00 b 16.75b 40.83 b 14.00 b
Citrus sinensis 17.77 ¢ 3.50d 0.00¢g 0.00f
Syzygium aromaticum 24.42d 11.00c 0.00¢g 0.00f
Corymbia citriodora 13.33¢ 4.00d 0.00g 0.00 f
Thymus vulgaris 11.67e 3.75d 0.00g 0.00 f
Laurus nobilis 28.33d 12.25¢ 13.58d 3.25e
Psidium guajava 11.11e 3.75d 0.00¢g 0.00f
Citrus latifolia 50.00 ¢ 18.25b 27.83 ¢ 8.50 ¢
Artemisia vulgaris 55.00 ¢ 16.75b 5.86¢ 2.75¢
Schinus terbinthifolius 53.33 ¢ 17.75b 0.00g 0.00 f
Melaleuca alternifolia 50.00 c 16.50 b 11.67d 5.75d
Citrus reticulata 13.33¢ 3.00d 4.86 f 0.25f
Zingiber officinale 30.00d 10.00 ¢ 10.00d 3.00e
Cymbopogon citratus 0.00 f 1.00e 0.00¢g 0.75f
Cyperus articulatus 16.52 ¢ 3.25d 0.00¢g 0.00 f
Cinnamomum zeylanicum 0.00f 0.00e 0.00g 0.00 f
Eugenia uniflora 0.00f 0.00e 0.00g 0.00 f
Casearia sylvestris 0.00f 0.00e 0.00g 0.00 f
CV% 14.08 25.60 21.43 37.46

*Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade. Fonte: Autores.

A tabela demonstra, que os 6leos essenciais, tém efeito controlador no fungo estudado.

Sendo que, os melhores resultados foram obtidos pelos 6leos de que mostraram maior efeito

no desenvolvimento do fungo foram o de Cinnamomum zeylanicum e Eugenia uniflora,

Casearia sylvestris. Isso demonstra que, 0s 6leos essenciais permitem que ocorra alteragdes

nos lipideos da parede celular, membrana plasmatica e mitocéndria, devido a sua capacidade

de repelir 4gua, causando alteracdes nestas estruturas (Zambonelli et al., 1996), ou até levando

a morte do fungo.
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Os ascosporos podem germinar no exterior de tecidos saudaveis, mas ndo tem a
capacidade de contaminar a planta sem fonte de nutriente exdgena (Inglis & Boland, 1990).
Geralmente, 0 ascosporo primeiramente coloniza o material vegetal morto, usando-o0 como
fonte nutritiva. As mais importantes fontes de nutrientes sdo as flores, que muitas vezes, se
encontram caidas sobre folhas, peciolos ou caules (Crato et al., 2013). Diante disso, mesmo
que o bleo essencial de Citrus latifolia tenha demonstrado germinacdo de apotécios, no teste
de germinacdo miceliogénica, ele suprimiu 85% da germinacdo, retardando temporariamente
a germinacéo carpogénica. Dessa forma, 0 mesmo pode ter potencial para controlar a doenca,
pois, quando os ascésporos fossem liberados pelos apotécios, o periodo mais critico de ataque
que ¢ no florescimento (Venturoso et al., 2015), o que ja teria terminado, demostrando atraso
na doenca.

Almada-Ruiz et al. (2003) relataram em seu estudo, o controle do agente causal da
doenca de antracnose em frutos tropicais, através da atividade fungicida do 6leo essencial de
Citrus sinensis. E Sharma e Tripathi (2008), realizando estudos GC-MS desse mesmo 6leo
essencial (Citrus sinensis), encontraram a presenca de 10 constituintes quimicos, sendo o
composto Limonene, considerado o principal (84,2%). Neste estudo o tratamento com Citrus
sinensis demonstrou resultado positivo quanto a germinacdo de apotécios, pois a mesma foi
nula.

As analises morfoldgicas das hifas de S. sclerotiorum por meio do MEV, apés
aplicacdo do oleo essencial de Casearia sylvestris (Figura 1A) demonstraram apds 48 h de
incubacdo, desorganizacao das hifas, que também pode ser observada na Figura 1B com uso
da testemunha, apresentando grande turgescéncia. Foi possivel identificar engrossamento e
modificacdo da integridade das hifas apds aplicacdo do Oleo de C. sylvestris (Figura 1A).
Através da testemunha controle, observou-se que o fungo apresentou septos, espessura e
comprimento normais (Figura 1B). Estes dados demonstram o modo de acéo do 6leo essencial
sobre a morfologia do fungo em estudo.

Em estudo de Soylu et al. (2007), com aplicacdo dos 6leos essenciais de orégano e
erva-doce, observaram suprimido crescimento do fungo, com estrutura das hifas
apresentando alteragbes morfologicas quando vistas em MEV. O padrdo incomum do
crescimento das hifas, bem como as alteracbes na forma e tamanho das células tambem
foram demonstrados pelo MEV no presente estudo. Sharma e Tripathi (2008), ao utilizarem
6leo essencial de Citrus sinensis, sobre crescimento e morfogénese de Aspergillus niger,
observaram por meio do MEV, mudancas na integridade do fungo, perda de citoplasma nas

hifas, brotagdes da ponta das hifas, didmetro da parede das hifas marcadamente mais finos,
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distorcidos e parede celular com ruptura. Estes mesmos autores descreveram que as pontas
das hifas se tornaram bifurcadas, achatadas e vazias (em estruturas semelhantes a brotos).

Nas imagens de MEV de amostras de S. sclerotiorum tratadas com 6leo essencial de
Eugenia uniflora (Figura 1C) e testemunha controle sem 06leo essencial (Figura 1D), apés 48
horas de incubagdo, demonstraram que o uso do referido 6leo causou intensa desorganizacéo,
engrossamento e turgescéncia das hifas, conseguindo-se identificar alargamento do micélio, o
qgue modificou sua integridade. Através da testemunha (Figura 1D) notou-se que o fungo
possuia hifa paralela, septo integro e espessura normal.

Soylu et al. (2006) e Santoro et al. (2007b, 2007a), observaram em seus estudos
microscopicos através do MEV, que os oOleos essenciais proporcionaram alteracdes
ultraestruturais das células em varios compartimentos, como por exemplo sobre a membrana

plasmatica, citoplasma (inchaco, desmoronamento, vacuolagdes e vazamento) e nucleo.
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Figura 1 - Hifas de S. sclerotiorum, tratadas com 5 pl dos 6leos essenciais de Casearia
sylvestris (A), Eugenia uniflora (C) e Melaleuca alternifélia (E) em fita de papel filtro, por 48
h de incubacdo, demonstrando turgéscencia, engrossamento, modificacdo da integridade das
hifas e aumento da distancia entre septos. Tratamento controle (agua destilada) (B, D e F),

com septos, espessura e comprimento de hifas, normais.

GUA48 2017/11/16 1420 H D45 100 um Test72 20171116 1125 H D45 100 um

20171116 1351H D46 100um Test72

2017/11/16 1147 H D45 20 um

100 um Test72 2017/11/16 1122 H D45 100 um

2017111116 1046 H D46

Fonte: Autores.
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No presente estudo, as imagens de MEV de amostras de S. sclerotiorum tratadas com
6leo essencial de Melaleuca artifolia ndo havia apresentado crescimento de hifas até as 48
horas, 0 que € ponto positivo quanto ao retardamento do crescimento do fungo. Desta forma,
apos 72 h de incubacdo, o isolado do fungo submetido ao tratamento com este Gleo
essencial, apresentou algumas hifas anémalas e afinadas, com maior ocorréncia de septos e
hifas com turgescéncia. Para a testemunha (Figura 1F) observou-se hifa paralela, septo
integro e espessura normal. Os dados deste estudo corroboram os de Dorman e Deans
(2000), na qual observa-se o efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais, sobre as estruturas
da parede celular do microrganismo, causando modificagcdes nas mesmas. Para 0s autores,
0s Oleos alteram a permeabilidade da membrana citoplasmatica, causando altera¢fes no
gradiente de ions.

O uso do MEV serviu para comprovar os efeitos benéficos dos Oleos essenciais
aplicados para o controle de Sclerotinia sclerotiorum.

Os dados obtidos através deste trabalho demonstraram a importancia de identificar o
potencial de tratamentos alternativos com 0leos essenciais, auxiliando no entendimento das
caracteristicas do fungo S. sclerotiorum, e dando suporte para producdo de novos produtos

naturais para controle do Mofo Branco.

4. Concluséao

Os o6leos de Eucalyptus citriodora, Cymbopogon citratus, Cinnamomum zeylanicum e
Thymus vulgaris apresentaram maior eficiéncia na germinagdo miceliogénica e carpogénica
de Sclerotinia sclerotiorum. Trabalho futuros deverdo ser realizados, estudando a composicéo

quimica de cada Gleo essencial, e as moléculas atuantes no controle do fungo.
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