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RESUMO

O milho (Zea mays L.) € um cereal de significativa importancia devido ao seu extenso uso na
alimentacdo humana e animal. O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de milho
do mundo. No entanto, sementes de milho sdo susceptiveis a vdrios fitopatégenos que
provocam prejuizos durante as fases de producao. O uso de defensivos quimicos € o principal
método empregado no manejo aos patégenos, porém, o uso indiscriminado provoca sérios
impactos ambientais, sociais € econOmicos, 0 que torna necessario o desenvolvimento de
métodos alternativos para conciliar a produgdo de alimentos seguros, a preservacdo ambiental
e a viabilidade econdmica. O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial inibitério do
6leo essencial de cravo da india (Syzygium aromaticum) sobre fungos fitopatogénicos in vitro
e em sementes de milho. Para tanto, foram realizados experimentos laboratoriais em
delineamentos inteiramente casualizados (DIC). No teste in vitro, o 6leo essencial foi
incorporado ao meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) e vertido em placas de Petri. Os
tratamentos foram compostos pela adicio do Oleo ao meio de cultura em diferentes
concentracdes (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2%), além de uma testemunha negativa (0,0%) e
uma positiva que constou da aplicagdo suplementar do fungicida Tiram. As placas foram
inoculadas com os fungos Fusarium verticillioides, Macrophomina phaseolina e
Macrophomina pseudophaseolina e incubadas durante sete dias a 27+2°C. As varidveis
estimadas foram: porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) e indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM). No teste in vivo, sementes do milho hibrido AG
1051 foram tratadas por imersdao em solucdes de dgua destilada autoclavada contendo o dleo
essencial em concentragdes iguais ou superiores a concentracdo inibitéria minima
determinada no teste in vitro, além da testemunha negativa e a testemunha positiva. Em
seguida realizou-se a inoculacdo por meio da deposicdo das sementes sobre coldnias dos
fungos, as quais foram cultivadas em placas de Petri em meio de cultura BDA. As sementes
permaneceram em contato com as colonias fingicas durante 32 horas. Por fim as sementes
foram submetidas a um teste sanidade pelo método de papel filtro com congelamento. As
avaliacdes foram realizadas examinando-se as sementes em microscopio estereoscopico e os
fungos identificados por meio das caracteristicas morfoldgicas de suas estruturas. Em
condic¢des in vitro, o 6leo essencial de cravo da india inibiu o crescimento micelial de F.
verticillioides, M. phaseolina e M. pseudophaseolina. A inibi¢ao total do crescimento micelial
(PIC = 100%) ocorreu na concentragdo de 0,05% para o fungo F. verticillioides e de 0,1%
para M. phaseolina e M. pseudophaseolina, em condi¢Oes in vitro. O 6leo essencial de cravo
da india na concentracdo de 0,2% reduziu significativamente a incidéncia das colonias dos
fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina em sementes de milho hibrido AG 1051.

Palavras-chave: Syzygium aromaticum, Zea mays, controle alternativo, efeito fungitéxico.



ABSTRACT

The maize (Zea mays L.) is an important cereal due to its extensive use as human and animal
staple food. Brazil is one of the largest producers and exporters of maize in the world.
However, these seeds are susceptible to several phytopathogens, which cause damage during
the production stages. The use of chemical pesticides is the main method used in the
management of pathogens. However, indiscriminate use causes serious environmental, social
and economic impacts, making necessary the development of alternative methods to reconcile
safe food production, environmental preservation, and economic viability. This study
evaluates the inhibitory potential of the clove essential oil (Syzygium aromaticum) on
phytopathogenic fungi in vitro and on maize seeds. For this, laboratory experiments were
carried out under completely randomized designs. In the in vitro test, the essential oil was
incorporated into the PDA (Potato-Dextrose-Agar) culture medium and poured into Petri
dishes. The treatments comprised different concentrations of the oil (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1,
and 0.2%), a negative control (0.0%), and a positive control consisting of the addition the
Tiram fungicide. Plates were inoculated with the fungi Fusarium verticillioides,
Macrophomina phaseolina, and Macrophomina pseudophaseolina and incubated for seven
days at 274£2°C. The estimated variables were: percentage of mycelial growth inhibition (PGI)
and mycelial growth rate index (MGRI). In the in vivo test, maize seeds (AG 1051 hybrid)
were treated by immersion in solutions of autoclaved distilled water with the essential oil on
concentrations equal or superior to the minimum inhibitory concentration found in the in vitro
test, besides the negative and positive controls. After that, the seeds were inoculated by
deposition on fungi colonies, which were cultivated in Petri dishes in BDA culture medium.
The seeds remained in contact with the fungal colonies for 32 hours. Finally, the seeds were
submitted to sanity test by the filter paper method with freezing. The evaluations were
performed by examining the seeds under a stereoscopic microscope and the fungi identified
through the morphological characteristics of their structures. Under in vitro conditions, clove
essential oil inhibited the mycelial growth of F. verticillioides, M. phaseolina and M.
pseudophaseolina. Total inhibition of mycelial growth (PGI = 100%) occurred at the
concentration of 0.05% for the fungus F. verticillioides and 0.1% for M. phaseolina and M.
pseudophaseolina, under in vitro conditions. The clove essential oil at 0.2% concentration
significantly reduced the incidence of colonies of fungi M. phaseolina and M.
pseudophaseolina in hybrid corn seeds AG 1051.

Keywords: Syzygium aromaticum, Zea mays, alternative control, fungitoxic effect.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um cereal extensamente utilizado na alimenta¢ao humana e
animal, sendo amplamente cultivado e consumido em praticamente todo o planeta (SANTOS
et al., 2016). Além disso, o milho apresenta versatilidade de uso nos sistemas de producao,
possuindo uma vasta gama de utilizagdes, desde o consumo humano e animal in natura, até a
producdo de subprodutos por grandes industrias de diversas dreas, como: farmacéutica,
quimica, bebidas, combustivel e alimenticia que transforma o grao em margarina, amido,
farinha, fub4, farelo, 6leo, xarope de glicose e flocos para cereais matinais (MELO et al.,
2010; REGITANO-D’ARCE et al., 2015; SILVEIRA et al., 2015).

O Brasil € o terceiro maior produtor e exportador de milho de acordo com o 11°
levantamento do USDA referente a safra mundial de milho 2018/2019, sendo responsavel por
94,5 milhdes de toneladas da produ¢do mundial na safra de 2018/19, perdendo apenas para os
Estados Unidos e a China, com valores de produgdo de 366,3 e 257,3 milhdes de toneladas,
respectivamente. O volume de exportacdo de milho do Brasil subir 14,2% entre a safras
2017/18 e a 2018/19, com expectativas de exportacdo de 29,0 milhdes de toneladas, atrés
apenas dos Estados unidos e Argentina, com valores de exportacdo de 60,3 e 30,0 milhdes de
toneladas, respectivamente (USDA, 2019).

Sementes de milho sdo susceptiveis a varios fitopatdgenos que provocam prejuizos
durante as fases de producdo, especialmente no periodo de estabelecimento da cultura. A
presenca de patégenos ocasiona o enfraquecimento de plantulas e reduz a populagcdo de
plantas durante as etapas iniciais do desenvolvimento (RAMOS et al., 2014). As doencas
reduzem a qualidade das sementes e causam grandes perdas de rendimento, somente nos
EUA, estimativas de perdas anuais de doengas para a produ¢do de milho variam de 2% a 15%
(MUNKYOLD; WHITE, 2016). Muitas doencas provocadas nas sementes sdo causadas por
fungos, por exemplo: a podriddao do colmo e podridao rosada da espiga sdo causadas pelo
fungo Fusarium verticillioides (AMORIM et al., 2011) e a podriddo seca por Macrophomina
phaseolina e Macrophomina pseudophaseolina (EMBRAPA 2006; SARR et al., 2014).

Além disso, as sementes podem atuar como vetores, transmitindo doencas de
plantacdes contaminadas para dreas anteriormente livres do patégeno (CASA et al., 2005).
Esses fungos sobrevivem em restos de culturas e em sementes na forma de micélios, conidios
e esclerdcios, que posteriormente causam doengas na cultura (EMBRAPA, 2009). No Brasil,
100% das sementes de milho sdo tratadas com fungicidas e 85% com inseticidas, sendo

recomendado também o uso de sementes de alta qualidade sanitéria, reduzindo a incidéncia e
11



disseminagdo de agentes patogénicos tanto no campo como no armazenamento (JULIATTI,
2010; NUNES, 2010).

No campo, os problemas fitossanitarios sdo minimizados através do sistema
convencional de produgdo agricola (MARIANI et al., 2015). Esse modelo de agricultura é
baseado no emprego de fertilizantes e defensivos quimicos com alta toxicidade que causam
uma série de danos ambientais como o acimulo de substancias nocivas no solo e na 4gua,
ocasionando desequilibrios bioldgicos e ecolégicos (TAKESHITA et al., 2014), além de
varios problemas a saide humana (PERINA, 2014). O uso indiscriminado destes insumos
pode favorecer também o surgimento de patdgenos resistentes, sendo necessério a aplicagdo
progressiva de agroquimicos mais fortes que causardo danos ainda mais significativos
(SILVA et al., 2012).

Neste contexto, muitos pesquisadores tém se empenhado na busca de produtos naturais
que apresentem na composi¢do substancias com propriedades fungitdxicas e que possam ser
aplicados no controle de agentes patogénicos prejudiciais as culturas, porém sejam menos
agressivos a saude humana e ao meio ambiente. Dentre os produtos naturais com estas
caracteristicas encontram-se os 6leos essenciais, 0s quais sa3o compostos complexos gerados a
partir de metabdlitos secundarios de plantas (BIZZO et al., 2009). Vérios destes Oleos
possuem baixa toxidade a humanos, podendo ser utilizados com relativa seguranga (VIGAN,
2010; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

A utilizacdo de compostos quimicos menos toxicos pode reduzir a necessidade da
aplicacdo de agrotdxicos, o que gera beneficios para o meio ambiente e para a saude dos
produtores e consumidores de alimentos. Diante do exposto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial do 6leo essencial de cravo da india no controle dos fungos
Fusarium verticillioides, Macrophomina phaseolina e Macrophomina pseudophaseolina em

sementes de milho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A CULTURA DO MILHO E DOENCAS FUNGICAS

A cultura do milho (Zea mays L.) é origindria da América do Norte, com centro de
origem genética no México (SILVEIRA et al., 2015). E uma cultura herbicea e monoica,
pertencente a familia Poaceae, apresentando ciclo de cultivo variado, com cultivares
concluindo o ciclo entre 110 a 180 dias nas condi¢des ambientais do Brasil (LUIS, 2014).
Este cereal destaca-se como insumo destinado tanto para o consumo humano como para o
animal (MELO et al., 2010).

O grao tem grande importincia econdmica devido seu valor nutricional e pela ampla
versatilidade na utilizagio (GALVAO et al., 2014). No consumo in natura para alimentacio
animal destacam-se os setores da avicultura e suinocultura, os quais responsaveis por 25,8% e
13,6% do consumo nacional do grdo (JUNIOR; LIMA, 2018). Além do consumo in natura, o
milho € utilizado em diversas finalidades, desde sua utilizacdo na producdo de
biocombustiveis, até seu uso na industria de alta tecnologia, sendo transformado em
margarina, amido, farinha, 6leo, xarope de glicose e flocos para cereais matinais (SOUSA et
al.,2012; SILVEIRA et al., 2015).

A cultura do milho é uma das mais importantes commodities para o Brasil,
responsavel por 29,0 milhdes de toneladas das exportacdes na safra de 2018/19 (USDA,
2019). Entre as regides, o Centro-Oeste é considerado o maior produtor, com produgdo de
48.987,3 mil toneladas, seguido pelo Sul (23.642,3 mil t), Sudeste (11.219,2 mil t), Nordeste
(6.184,3 mil t) e o Norte (2.774,4 mil t). Dentre os estados, 0 Mato Grosso detém a maior
parte da producao, com 29.300,1 mil toneladas, seguido do Parand (15.160,8 mil t), Goids
(9,874,1 mil t) e Mato Grosso do Sul (9.335,8 mil t) (CONAB, 2019). Em relacdo ao
consumo, 52% da demanda do milho atual € destinada ao consumo animal, enquanto que o
consumo humano ¢ inferior a 2%. (ABIMILHO, 2018).

O cereal tem ainda grande importancia sociocultural no pais, fazendo parte da tradicao
e cultura alimentar, principalmente na regido Nordeste que possui uma vasta drea abastecendo
a regido com milho produzido préximo ao local de consumo, tendo como maior produtor o
Maranhdo com a produgdo alcancando 1.827,2 mil toneladas na safra de 2018/19, seguido
pelo estado da Bahia (1.650,6 mil/t), Piaui (1.562,8 mil/t), Sergipe (576,0 mil/t) sendo este o

estado com a maior produtividade do Nordeste (4.028 kg/ha), enquanto que Ceard,
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Pernambuco, Paraiba, Alagoas e Rio Grande do Norte produzem uma quantidade modesta do
grao, porém com capacidade de disponibilizar fonte de energia e renda para muitas pessoas
que vivem no semidrido (JIjNIOR; LIMA, 2018; CONAB, 2019).

A incidéncia e a severidade de doengas na cultura tém aumentado significativamente
ao longo dos anos em decorréncia de diversos fatores como as mudangas climaticas globais,
época de plantio (primeira época - safra de verdo; e segunda época - safrinha), expansao da
area cultivada, alteracdes no sistema de cultivo, plantios consecutivos e auséncia de rotacao
de culturas (JARDINE; LACA-BUENDIA, 2009). Sob condi¢des edafocliméticas favoraveis,
essas mudangas t€ém propiciado a multiplicagdo e sobrevivéncia de vdrios patdgenos, que
contribuem com o desenvolvimento de diversas doencas e comprometem a qualidade e a
producdo de graos e sementes (JULIATTI et al., 2010).

Alguns organismos edaficos considerados patégenos constituem um dos principais
problemas fitossanitdrios para diversas plantas cultivadas no Brasil e no mundo
(MICHEREFF et al., 2005), provocando perdas na producdo e reduzindo a rentabilidade
econdmica (BRUM et al., 2014). Fungos fitopatogénicos que habitam o solo ou que vivem
saprofiticamente sobre restos de material vegetal t€m se tornado um dos principais fatores
limitantes do cultivo de diferentes culturas, com potencial de causar perdas econdmicas
significativas (AMORIM et al., 2011).

Os agentes patog€nicos sao responsdveis por provocarem prejuizos aos produtores em
funcdo do controle de doengas, somente nos EUA, cerca de 23,5 bilhdes de ddlares foram
gastos com controle de doencas por ano (ROSSMAN, 2009). O prejuizo econdmico médio
estimado devido a doencas na cultura do milho nos Estados Unidos, Canadd e Ontdrio, de
2012 a 2015 foram de U$76,51 por acre, com produgao total de quase 54 bilhdes de alqueires
(MUELLER et al., 2016), para a Asia as estimativas de perdas ficaram em torno de 12%
(MAHUKU, 2010).

A cultura do milho € atacada por alguns patégenos que causam diversas doencas como a
podridao-do-colmo e podriddao rosada da espiga, causada por Fusarium verticillioides, e a
podridao-seca-do-colmo, causada por Macrophomina phaseolina e Macrophomina
pseudophaseolina. Estas doengas sdo transmitidas entre lavouras de diversas maneiras, sendo
o uso de sementes contaminadas o principal meio de dispersdo, além da disseminacdo dos
conidios e esclerdcios através do vento ou da chuva (EMBRAPA, 2006; EMBRAPA, 2009).

As sementes sdo consideradas um dos meios mais eficientes de disseminacdo de

agentes patogénicos, introduzindo doencas em dareas anteriormente isentas (CASA er al.
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2005). Através das sementes, os patdgenos podem ser transportados a longas distancias, sendo
dispersos entre lavouras, municipios, estados, paises e até continentes (REIS; CASA, 2007).
Fungos como o F. verticillioides e a M. phaseolina, sobrevivem em restos de culturas e em
sementes na forma de conidios e esclerdcios, provocando posteriormente doengas como as
podriddes na cultura (WORDELL FILHO et al., 2016; EMBRAPA, 2009). O uso de sementes
de alta qualidade sanitéria, além do tratamento das mesmas € recomendado como medida de
controle. No Brasil, 100% das sementes de milho sdo tratadas com fungicidas e 85% com
inseticidas (JULIATTI, 2010; NUNES, 2010).

Denti et al. (2003), Casa et al. (2005) e Ribeiro et al. (2005) relataram que podriddes
da base do colmo em milho detectadas em dreas onde a cultura nunca havia sido cultivada, ou
em areas de rotacdo de culturas, podem ter nas sementes sua fonte de in6culo, uma vez que os
agentes causais dessas doencas apresentam baixa gama de hospedeiros secunddrios e

estruturas reprodutivas de dificil disseminacao pelo vento a longas distancias.

2.1.1. Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg

Alguns dos principais problemas ocasionados por fungos na cultura do milho ocorrem
durante o estabelecimento da cultura. Nesse periodo as sementes sdo susceptiveis ao ataque de
diversos patégenos, os quais ocasionam reducdo na populacio de plantas e enfraquecimento
de plantulas durante as etapas iniciais de seu desenvolvimento (CAPPELINI et al. 2005).

O Fusarium verticillioides (Sacc.) causa sérios problemas na fase de estabelecimento da
cultura em campo, por exemplo: reducdo na qualidade fisiologica das sementes (MACHADO,
1988; MENTEN, 1991), tombamento de plantulas, reducdo no estande de plantas no campo
(TANAKA; BALMER, 1980), inibicio do desenvolvimento das raizes de plantulas
(FUTRELL; KILGOORE, 1969; BACON et al.,1994) e reducdo na germinacdo de sementes
(CARVALHO et al., 1992).

A sobrevivéncia deste fungo no solo se dd por meio de estruturas de resisténcia e,
também, em estruturas internas das sementes, como o embrido (COSTA et al., 2003). O fungo
sobrevive ainda em restos culturais, sendo favorecido quando existem ferimentos causados
por nematoides e pragas subterraneas. A disseminag¢do dos esporos ocorre pelo vento ou pela
chuva, podendo ser depositados nas bainhas das folhas, posteriormente infectando os nds. O
controle desse patégeno € feito principalmente pelo tratamento quimico de sementes auxiliado
pela diagnose preventiva antes da semeadura, além de evitar semeaduras em solos timidos,

frios e mal drenados (WORDELL FILHO et al., 2016).
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Dentre as espécies do género Fusarium associadas a doengas do milho, F. verticillioides
apresenta alta capacidade de infectar sementes e plantulas (SARTORI er al., 2004). Este
patégeno € o agente causal responsdvel por podriddes, tanto no colmo como nas espigas e
graos, causando elevadas perdas econdmicas, diminuindo a produtividade e a qualidade de
sementes de milho e outros cereais (BRODERS et al., 2007). Além disso, o F. verticillioides
produz micotoxinas comuns em alimentos e ra¢des a base de milho, ameacando a saide
humana e animal (MUNHOZ et al., 2015).

A podridao do colmo ocorre principalmente apds a polinizacdo, quando esta fase é
antecedida por periodo seco e seguida por periodo chuvoso, se tornando mais severa de
acordo com o amadurecimento da planta. Os sintomas compreendem alteracdo na cor da
medula, que passa por vdrias mudangas de descoloracdo esbranquicada, rosa claro a salmao,
até se tornar marrom. Em estadios mais avangados da doenga, pode ocorrer o amadurecimento
prematuro e quebra do colmo (PEREIRA et al., 2005). Geralmente o patdégeno afeta as raizes
e os internddios inferiores, podendo também atingir os internédios superiores e causar
podridao da espiga, afetando o enchimento de graos (ROSA JR., 2010). Para reduzir a
utilizacdo de agroquimicos, a incidéncia da doenga pode ser controlada utilizando-se
cultivares resistentes, adubacdo equilibrada e densidade de plantio adequada (EMBRAPA,
20006).

Em relacdo a podridao rosada da espiga, os sintomas geralmente aparecem em graos
isolados ou em um grupo de grdos e, em casos raros, pode ocorrer em toda a espiga. No
decorrer do desenvolvimento da doenca, uma massa cotonosa avermelhada pode recobrir os
graos infectados. Alguns fatores favorecem a infeccao dos graos, exemplo disso sd@o os danos
mecanicos ou provocados por insetos e rachaduras no pericarpo. O desenvolvimento do
patogeno nas espigas se torna estatico quando o teor de umidade dos graos alcanca 18 a 19%.
Também com o objetivo de reduzir a aplicacdo de fungicidas, o controle da podriddo pode ser
realizado através do manejo integrado, utilizando cultivares resistentes, sementes de boa
qualidade sanitdria e efetuando-se a destruicdo de restos culturais de plantas infectadas, além
da rotacdo de culturas (EMBRAPA, 2009; EMBRAPA, 2006).

Os graos infectados podem apresentar sintomas de descoloragdo no campo, sendo
denominados de grdos ardidos. A incidéncia desses graos reduzem o peso de graos
produzidos, além de ser responsdvel por um dos principais problemas de qualidade do milho,
em decorréncia da presenca de micotoxinas, como fumonisinas e vomitoxinas causadas pelo

N

fungo F. verticillioides, desvalorizando o produto e ameacando a satide humana e animal.
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Algumas agroindistrias empregam um padrdo de qualidade com tolerdncia méxima de 6%

para graos ardidos em lotes comerciais do cereal (EMBRAPA, 2013; EMBRAPA, 2009).

2.1.2. Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich e Macrophomina pseudophaseolina

Crous

Fungos do género Macrophomina sdao considerados patégenos polifagos. Causam
doencas em mais de 500 espécies cultivadas e nao cultivadas, incluindo hospedeiros
economicamente importantes, como soja, feijdo-comum, milho, sorgo, feijdo-caupi,
amendoim e algoddo (NDIAYE er al., 2010). Apresentam distribuicio mundial, porém
causam maior dano econdmico em paises subtropicais e tropicais com climas semidridos
(WRATHER et al., 2001).

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich habita no solo e tem causado
significativas perdas econdmicas a nivel mundial (KAUR et al., 2012). A espécie possui
ampla gama de hospedeiros, podendo infectar mais de 500 espécies de plantas em mais de
100 familias botanicas, incluindo as principais culturas agricolas (WYLLIE ez al., 1988; SU et
al., 2001; MAYEK-PEREZ et al., 2001; RAGUCHANDER et al., 1993; ALY et al., 2007).

Apesar de habitar o solo, M. phaseolina pode alcancar outras dreas através da dispersao
por sementes contaminadas (MENEZES et al., 2013). Mesmo em condicdes adversas, esse
fungo possui elevada capacidade de sobrevivéncia em decorréncia da sua alta capacidade
saprofitica e desenvolvimento de microesclerddios, podendo permanecer no solo por vérios
anos. O fungo ocasiona sérios problemas em diversas culturas, como a podriddao seca do
colmo em milho, podridao do carvdo na soja e podriddo cinzenta da haste no feijao comum
(GUPTA et al., 2012; EMBRAPA, 2006; EMBRAPA, 2013).

Na cultura do milho, este fungo € responsavel por causar a podridao seca do colmo. Os
sintomas ocorrem através de uma infeccdo que se inicia pelas raizes, sendo visiveis nos
entrends inferiores apds a polinizacdo. Na parte interna, o tecido da medula se desintegra,
permanecendo intactos apenas os vasos lenhosos, onde € possivel constatar a presenca de
muitos pontinhos negros que conferem internamente ao colmo uma cor cinza. Como forma de
controle ndo quimico, ¢ recomendado o uso de cultivares resistentes, adubagdo e irrigacao
adequada, além de evitar altas densidades no periodo da semeadura (EMBRAPA, 2006).

M. phaseolina é o agente etioldgico da podridao cinzenta da haste e podridao do carvao,

sendo o principal representante do género (PHILLIPS et al., 2013; SLIPPERS et al., 2013).
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As doengas causam podriddes das raizes e caule (KUNWAR et al., 1986; WRATHER et al.,
1997; SALEH et al., 2010), provocando a reducdo no estande das plantas no campo, baixa
qualidade de sementes, maturacdo precoce das plantas e morte (ABAWI; PASTOR-
CORRALES, 1990). Este fungo é considerado como um dos patégenos mais agressivos nas
regides tropicais e subtropicais, principalmente nas condi¢des ambientais de climas aridos e
semidridos do Nordeste brasileiro, uma vez que é favorecido pelo clima quente e seco dessas
regides (GUPTA et al., 2012; RADWAN et al., 2014).

Uma vez que M. phaseolina é um patdgeno polifago e com elevada persisténcia no solo,
tanto a podriddo cinzenta da haste como a podriddao do carvao sdo doencas dificeis de serem
manejadas (MICHEREFF et al., 2005; MUCHERO et al., 2011). Um dos métodos mais
empregados no controle desse patdgeno € o uso de cultivares resistentes (MACHADO, 1980),
sendo na maioria dos casos um dos métodos mais eficientes para o manejo de patdgenos, além
de reduzir os impactos ambientais, devido reducdo das aplicacdes de defensivos agricolas
(CAMARGO; BERGAMIN FILHO, 2011).

Recentemente, com base em 189 isolados previamente identificados morfologicamente
como M. phaseolina, Sarr et al. (2014) descreveram uma nova espécie deste género,
Macrophomina pseudophaseolina Crous, Sarr e Ndiaye ocorrendo em quiabo (Abelmoschus
esculentus), amendoim (Arachis hypogaea), vinagreira (Hibiscus sabdariffa) e feijao-de-corda
(Vigna unguiculata). Morfologicamente as duas espécies sdo bem semelhantes, a diferenca
reside nos conidios, pois estes sdo mais curtos em M. pseudophaseolina (SARR et al., 2014).
Esta descoberta sugere que relatos antigos de contaminacdes atribuidas a M. phaseolina, na
verdade, podem ter sido causadas por M. pseudophaseolina.

Ndiaye et al. (2015), estudaram a patogenicidade de M. pseudophaseolina em trés
cultivares de feijao-caupi: Apagbaala (resistente), IT93K-501-1(moderadamente resistente), e
Mouride (susceptivel) sob dois regimes de temperatura. Estes autores observaram que esta
nova espécie é mais agressiva na cultivar suscetivel do que a M. phaseolina, em fungao de
apresentar mais microsclerécios por grama de tecido e menor producdo de biomassa na
temperatura mais alta testada (36/26°C). Todavia, os autores concluiram que apesar de haver
uma maior agressividade de M. pseudophaseolina em relacdo a M. phaseolina, o manejo da

podridao causada por ambas as espécies deve ser o mesmo.

2.2. CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS EM SEMENTES DE MILHO
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O controle de fungos fitopatogénicos geralmente € feito através da integracdo de
diversas praticas: instalacdo da sementeira em drea livre do agente patogé€nico, espagcamento e
manejo da irrigacdo adequado, locais ensolarados, ventilados e com boa drenagem. Outra
forma de realizar o controle € utilizando sementes de boa qualidade fitossanitéria, tratadas
com fungicidas registrados para o fungo, além do tratamento do solo por via fisica
(solarizacdo), quimica (aplicacdo de fungicidas) ou outra pratica comprovadamente capaz de

reduzir ou eliminar a populacdo do fitopatégeno (ZAMBOLIM et al., 1997).

2.2.1. Controle Quimico

O uso de fungicidas ainda € o principal método empregado no controle de fungos
fitopatogénicos no Brasil (GOULART ez al., 2011). Esta prética € adotada na maioria das
dreas de cultivo onde ocorrem doencas causadas por fungos, sendo a maioria dos fungicidas
registrados pertencentes aos grupos dos triazdis, estrobilurinas e benzimidazéis (WORDELL
FILHO et al., 2016). Os fungicidas podem ser classificados de acordo com o seu modo de
acao contra o fitopatdgeno: protetores ou de contato e sist€micos (ZAMBOLIM et al., 1995;
KIMATI, 1995).

Fungicidas protetores ou de contato sdo aplicados antes da penetracdo do patégeno no
hospedeiro, objetivando impedir ou reduzir o ataque da doenca. Podem ser aplicados na
superficie de 6rgdos vegetais, agindo como uma barreira toxica, protegendo o tecido vegetal
da penetracdo de fungos através da inibicdo da germinacdo dos esporos e desenvolvimento do
tubo germinativo (ZAMBOLIM et al., 1995),

Fungicidas sistémicos sdo aqueles em que o principio ativo € absorvido pela planta e
translocado para partes distantes do local de aplicacdo. Os fungicidas sist€micos atuam de
forma a suprimir o estabelecimento da infec¢do causada por patégenos nos tecidos do
hospedeiro, inibindo o crescimento micelial e a esporulacio de fungos sobre as plantas
(ZAMBOLIM et al., 1997).

Alguns patdgenos, especialmente espécies do género Fusarium, podem se utilizar das
sementes de plantas para se dispersarem, sendo o transporte de sementes infectadas uma das
principais causas da introdu¢do de fungos patogénicos em dreas isentas (CASA et al., 2005).
O tratamento quimico com fungicidas é¢ uma das maneiras mais eficientes de reduzir os danos
causados pela associagdo de fungos fitopatogénicos com as sementes (CARVALHO et al.,

2011).
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O controle quimico de patégenos muitas das vezes € uma técnica ineficiente e pouco
econOmica, provocando sérios impactos sobre o meio ambiente, causando a contaminagdo dos
solos e fontes de recursos hidricos, bem como efeitos letais e subletais sobre organismos nado
alvo, principalmente inimigos naturais de diferentes pragas. Além disso, o uso continuo
desses produtos pode favorecer o surgimento de linhagens dos fitopatdgenos resistentes as
substancias quimicas utilizadas (DITILLO et al., 2016; DAWOUD et al., 2017; FLORES et
al., 2014; WAINWRIGHT, 1977; ELSKUS et al., 2016; WAINWRIGHT; PUGH, 1975).

O uso intensivo e indiscriminado de produtos quimicos tem se tornado um grave
problema de sadde publica, sendo responsdvel por intoxicagdes em diferentes graus, afetando
tanto familias agricultoras, que sdo expostas frequentemente as substincias, quanto os
consumidores finais (CASSAL et al., 2014). Anélise de amostras coletadas pelo Programa de
Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da Anvisa, em todos os 26
estados do Brasil, relata que um ter¢o dos alimentos consumidos diariamente pelos brasileiros
estd contaminada por esses defensivos, responsdveis por causarem problemas neurolégicos,
reprodutivos, de desregulacdo hormonal e até cancer (ANVISA, 2011).

De acordo com a pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (INCA), o comércio de
agrotéxicos no Brasil saltou de US$ 2 bilhdes para mais de US$7 bilhdes entre os anos de
2001 e 2008, alcangando valores recordes de US$ 8,5 bilhdes em 2011. Em 2009 o pais
ultrapassou a marca de 1 milhdo de toneladas, alcancando a posicdo de maior consumidor
mundial de agrotoxicos (INCA, 2015). Em relacdo as categorias dos produtos comercializados
no mercado nacional, 45% correspondem ao uso de herbicidas, 14% para os fungicidas, 12%

aos inseticidas e 29% as demais classes de agrotoxicos (ANVISA; UFPR, 2012).

2.2.2. Métodos Alternativos

Visando diminuir a dependéncia dos defensivos quimicos, métodos alternativos para o
controle de doencas em plantas, tem por finalidade conciliar a producdo de alimentos seguros,
a preservacdo ambiental e a viabilidade econdmica (FAROOQ et al., 2011). Estratégias como
o manejo integrado (PAULA JUNIOR et al., 2008), controle biolégico (AKILA et al., 2011),
resisténcia genética (MICHEREFF et al., 2005) e o uso de dleos essenciais (OOTANI, 2013)
sdo algumas dessas alternativas que exercem importante papel social, ambiental e econdémico
(MARIANI; HENKES, 2015).

O manejo integrado de doencas em plantas contempla varias medidas para reduzir a

incidéncia ou severidade e manter o potencial produtivo das culturas. O uso de variedades
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resistentes, medidas de exclusdo, fungicidas quimicos, adubacdo verde, cultivares resistentes,
rotagio de culturas e controle biolégico sdo algumas dessas medidas (PAULA JUNIOR et al.,
2008).

Um método amplamente estudado para o controle de fitopatégenos é o controle
bioldgico, feito através do uso de microrganismos antagonistas (AKILA ez al., 2011; SNEH,
1981; THANGAVELU; GOPI, 2015). O controle biologico pode ser definido como o
controle de um microrganismo através da ac¢do direta de um outro microrganismo antagonico,
o qual pode atuar por meio de antibiose, parasitismo, competicdo, predacao ou hipoviruléncia
(COOK; BAKER, 1983). O género Trichoderma Pers. (Hypocreales: Hypocreaceae) € o
grupo de agentes de controle bioldgico de fungos fitopatogénicos mais estudado e utilizado
devido a sua capacidade de controle de fitopatogenos (VINALE et al., 2008; DOLEY; JITE,
2012; GAJERA et al., 2012; KUMAR et al., 2012; ADEKUNLE et al., 2010).

As caracteristicas fundamentais que fazem desses microrganismos 0s principais
antagonistas de diversos fungos fitopatogénicos sdo: o rdpido crescimento micelial, alta
producdo de conidios, producdo de metabodlitos e enzimas com propriedades antifungicas, o
hiperparasitismo e a capacidade de viver de diversas formas (saprotréfica, simbidtica ou
micoparasita) (HARMAN et al., 2004; SAMUELS, 2006).

Determinadas espécies de Trichoderma interferem no desenvolvimento dos
fitopatdgenos por diversos mecanismos de a¢cdo como a competicdo por espago € nutrientes, a
antibiose, 0 micoparasitismo, a fungistase e a inducio de resisténcia (BENITEZ et al., 2004).
Estes agentes de biocontrole sdo antagonistas eficazes de alguns dos mais importantes fungos
fitopatogénicos: Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
spp. € Pythium spp. (MELO, 1998).

Alguns produtos comerciais a base de agentes de biocontrole de doencgas de plantas
também estdo sendo avaliados quanto a eficdcia no controle de fitopatégenos de solo
(BETTIOL, 2012). O produto Compost Aid®, conforme informacdo do fabricante, é um
inoculante resultante da mistura de enzimas e bactérias (Lactobacillus plantarum, Bacillus
subtilis e Enterococcus faecium) que aceleram o processo de compostagem, de forma natural,
convertendo materiais organicos em um composto com baixa relacdo C:N, auxiliando na
diminuicdo da severidade de doencas cujos patdgenos sofram competi¢io de microrganismos
habitantes do solo (BELLOTTE, 2006). O emprego desses microrganismos representa uma
possivel alternativa para controle de fungos fitopatogénicos, uma vez que ndo sio toxicos ao

homem e animais (MERTZ et al., 2009).
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A resisténcia genética destaca-se como uma ferramenta extremamente ttil no manejo de
doencas causadas por fitopatogenos de sementes. O controle genético desses parasitas deve ter
sido praticado inconscientemente pelos primeiros agricultores, ao selecionarem materiais por
vezes mais produtivos por serem menos suscetiveis as doengas radiculares (MICHEREFF et
al., 2005).

A exploracdo da atividade bioldgica de compostos presentes no extrato bruto ou 6leo
essencial de algumas espécies de plantas vem sendo amplamente estudada como um potencial
para o controle alternativo de doencgas em plantas cultivadas (SANTAMARINA et al., 2017,
WAITHAKA et al., 2017; ALAM et al., 2017; LOPEZ-REYES et al., 2013; AMMAD et al.,
2018).

2.3. OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais sao liquidos naturais, na sua maioria altamente voléteis, derivados
do metabolismo secundario de plantas arométicas, possuindo substincias quimicas variadas e
fungdes diversas (KOKETSU; GONCALVES, 1991; MONTEIRO et al., 2014). Eles ocorrem
em vdrias espécies de plantas, em suas diferentes partes, como botdes, pétalas de flores,
cascas, folhas, caules, sementes, raizes e cascas de resina ou frutas (RATHORE, 2017). Estes
compostos possuem aroma e/ou sabor caracteristico, sendo constituidos majoritariamente por
terpenos ou seus derivados, responsdveis por evitar injurias ocasionadas por agentes externos,
e apresentando atividade antimicrobiana reconhecida (FELIPE; BICAS, 2017).

Esses produtos naturais, além de apresentarem caracteristicas fisico-quimicas
significativas com alto valor agregado, promovem uma sustentabilidade ecolégica importante,
demonstrando ainda considerdveis atividades biologicas como ag¢des antioxidantes,
anticancerigenas (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010), larvicidas (VORIS et al., 2017),
acaricidas (SOUZA et al., 2016), bactericidas (SOUZA et al., 2016), inseticidas (TRIPATHI
et al., 2009) e antifungicas (BRITO et al., 2015).

Os Oleos essenciais com atividade inseticida, antifingica e antimicrobiana mais
conhecidos e estudados a nivel mundial sdo: 6leo de citronela (Cymbopogon winterianus e
Cymbopogon nardus) (MARULANDA et al., 2017), 6leo de mamona (Ricinus communis L.)
(GAHUKAR; MITAL, 2017), 6leo de canela (Cinnamomum sp.) (HADDI et al., 2017), 6leo
de eucalipto (Eucalyptus melliodora) (RATHORE; NOLLET, 2017), 6leo de Neem
(Azadirachta indica A. Juss) (KHANAM et al., 2017) e 6leo de cravo da india [Syzygium

aromaticum (L.) Merrill & Perry] (GIRISGIN, 2017). A acdo destes e outros 6leos essenciais
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no controle de fungos fitopatogénicos tem sido estudada a vérios anos, sendo demonstrado
alto nivel de sucesso como relatado nos trabalhos citados a seguir.

Freddo et al. (2016) avaliaram o potencial do uso do 6leo essencial de erva-luisa
(Aloysia citriodora) em diferentes concentracdes no controle de Fusarium sp. Seus resultados
demonstraram que o 6leo essencial possui efeito fungistitico e fungicida sobre o crescimento
micelial e na germinagdo de conidios de Fusarium sp. Além de relatarem que o efeito € maior
em funcdo do aumento da concentragio do dleo.

Nonato et al. (2009) avaliaram a atividade do 6leo-resina de copaiba (Copaifera
reticulata Ducke) em diferentes concentragdes no crescimento micelial in vitro de
fitopatdégenos, dos géneros Phomopsis, Colletotrichum e Phytophthora. Estes autores
constataram que todas as concentragdes utilizadas para o controle do crescimento micelial dos
patdgenos Phytophthora sp. e C. gloeosporioides mostraram-se eficientes em relagdo a
testemunha negativa, entretanto para o fungo Phomopsis sp. as concentragdes utilizadas foram
eficientes, porém sua eficdcia foi inferior se comparadas com os dois outros fungos avaliados.

Ao avaliarem a eficiéncia de 6leo de copaiba em diferentes concentragdes, além do
tratamento com fungicida Captana, Mondego et al. (2014) verificaram que o 6leo de copaiba
na concentracido de 1% foi eficiente no controle de Aspergillus sp. € nas concentracdes 1 e
1,5% para Chaetomium sp. e Curvularia sp., em sementes de Embiratanha (Pseudobombax
marginatum).

Ugulino et al. (2018), ao verificar o potencial efeito inibitorio dos 6leos essenciais de
horteld (Mentha sp.), eucalipto (Eucalyptus spp.), copaiba (Copaifera sp.) e alecrim-da-
chapada (Lippia gracilis) sobre o crescimento de Macrophomina phaseolina, constataram que
os Oleos essenciais de horteld e alecrim-da-chapada obtiveram melhores resultados quanto a
inibicao do crescimento micelial, em relacdo aos O6leos de eucalipto e copaiba que apesar de
potencialmente promissores, apresentaram inibicdo moderada do crescimento micelial do
fungo.

Ao verificarem o potencial fungitoxicos dos O6leos essenciais de capim-limao
(Cymbopogon citratus) e Alecrim-pimenta (Lippia sidoides), e de seus constituintes
majoritarios, sobre o crescimento micelial dos fitopatégenos Rhizoctonia solani e Sclerotium
rolfsii, Gongalves et al. (2015) notaram que ambos os 6leos essenciais inibiram totalmente o
crescimento micelial de R. solani na concentracdo de 400 ug/mL™, j o crescimento micelial
de S. rolfsii foi inibido pelo 6leo essencial de capim-limdo na concentragio de 300 ug/mL" e

pelo 6leo essencial de alecrim-pimenta na concentracio de 400 pg/mL’'. Quanto aos

23



constituintes majoritdrios, o 1,8-cineol ndo apresentou efeito fungitdéxico nas concentragdes
avaliadas. Contudo, o carvacrol e o citral foram mais efetivos que os 6leos essenciais,
havendo auséncia de crescimento micelial de R. solani e de S. rolfsii nas concentracdes de 200

u g/mL'1 e 225 u g/mL'l, respectivamente.

2.3.1. Oleo essencial de cravo da india (Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry)

A arvore Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry, comumente conhecida como cravo
da india, tem origem nas Ilhas das Moluscas, arquipélago situado na Indonésia, sendo uma
das especiarias mais antigas e valiosas do oriente (DUARTE, 2014). Trata-se de uma éarvore
da familia Myrtaceae, perenifélia, de médio porte, folhas lanceoladas, verde-brilhantes,
onduladas, fortemente aromaticas (POLUNIN; ROBBINS, 1993). Seu o6leo essencial é
isolado de botdes de flores secas, que sdo a fonte de seu cheiro forte (AFFONSO et al., 2012).
No Brasil, o estado da Bahia € o maior produtor comercial desta especiaria (OLIVEIRA et al.,
2009).

O dleo essencial de cravo da india € amplamente utilizado e bem conhecido por suas
propriedades medicinais. Estudos relatam propriedades antifingicas (RANA et al., 2011),
antibacterianas, anticarcinogénicas (COSTA et al., 2011), antioxidante, inseticida, anestésicas
e anti-inflamatorias (AFFONSO et al., 2012). O principal constituinte do 6leo de cravo da
india € o eugenol (C;oH;40,) que compdem entre 70% e 90% do dleo, enquanto 5% a 15% €
acetato de eugenol e B-cariofileno e concentragdes de até 2,1% de a-humuleno, além 6xido de
cariofileno e acetato de eugenila em menores concentracdes (RAZAFIMAMONIJISON et al.,
2013; CORTES-ROJAS et al., 2014). O cravo da india representa uma das principais fontes
vegetais de compostos fendlicos como flavondides, dcidos hidroxibenzdicos, dacidos
hidroxicinamicos e hidroxifenil propano (CORTES-ROJAS et al., 2014).

Estudo realizado pela European Medicines Agency (2011) concluiu que o 6leo essencial
de cravo age em altas concentracdes como irritante local, podendo também ocorrer reacdes
alérgicas, porém quando aplicado na forma diluida, nenhum relatério sobre casos adversos
graves foi publicado. Assim, a aplicacdo correta do 6leo pelas vias de administracdo propostas
pode ser considerada clinicamente segura.

Mytle et al. (2006) relataram que as taxas de crescimento das cepas de Listeria
monocytogenes observadas a 5°C e 15°C foram significativamente reduzidas pelo tratamento
com 1% e 2% de 6leo de cravo da india. Ogunwande et al. (2005) verificaram que o dleo

essencial do fruto exibia forte atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
24



enquanto que o Oleo foliar inibia fortemente o crescimento de Bacillus cereus, com uma
concentragdo inibitoria minima de 39 pg/ml.

O componente fendlico do eugenol possui caracteristicas fungicidas, incluindo atividade
contra fungos isolados de onicomicose (GAYOSO et al., 2005). A principal acdo antifingica
parece ser exercida na membrana celular, alterando a permeabilidade celular e provocando
distirbios em suas estruturas (COSTA et al., 2011). O eugenol, aplicado isoladamente,
mostrou atividade antifiingica contra Candida albicans e Trichophyton mentagrophytes
(TAMPIERI et al., 2005).

Sofia et al. (2007) testaram a atividade antimicrobiana de diferentes plantas de
especiarias indianas, como horteld, canela, mostarda, gengibre, alho e cravo. A Unica amostra
que demostrou um efeito bactericida completo contra todos os patdgenos de origem alimentar
testados (Escherichia coli, Staphytococcus aureus e Bacillus. cereus) foi o extrato aquoso de
cravo da india a 3%.

A atividade fungicida do 6leo essencial de cravo da india também foi relatada em vérias
espécies de fungos de origem alimentar, e foi observado em um estudo que o 6leo essencial de
cravo da india inibiu até mesmo o crescimento de Aspergillus niger (PAWAR; THAKER,
2006; CHAIEB et al., 2007). A microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrou dano
morfoldgico significativo, com deformidade celular nas células de Saccharomyces cerevisiae
causada pelo 6leo (CHAMI et al., 2005).

No controle de fungos fitopatogénicos, o 6leo essencial de cravo da india tem mostrado
resultados promissores. Nufiez et al. (2001) demonstraram que a mistura de oleoresina de
cravo da india com solucdo concentrada de actcar produziu um forte efeito fungicida ao
reduzir o tamanho do inéculo dos fungos. Costa et al. (2011) investigaram a acdo do 6leo
essencial de S. aromaticum (L.) sobre o crescimento micelial in vitro dos fungos
fitopatogénicos Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Fusarium oxysporum € Macrophomina
phaseolina. Estes autores, constataram que o 6leo essencial de cravo apresentou atividade
fungicida na concentracdo de 0,15% sobre o crescimento de R. solani, F. oxysporum e F.
solani, entretanto ndo demonstrou essa atividade sobre M. phaseolina

Ao avaliarem o efeito antifungico do 6leo essencial de cravo da india frente aos fungos
F. oxysporum f. sp. vasinfectum, F. oxysporum f. sp. passiflorae, F. oxysporum f. sp.
lycopercisi, F. oxysporum f. sp. Tracheiphilum, Ascen¢ao e Mouchrek Filho (2013) obtiveram
otimos resultados, j4 que a inibicdo de crescimento fungico chegou a ser total em dois dos

fungos estudados e entre 85% e 90% nos outros dois.
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Santos et al. (2007), ao verificarem o potencial fungitéxico do 6éleo essencial de cravo
da india sobre os fungos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani em diferentes
concentracoes de O6leo, constataram que o O6leo reduziu o crescimento micelial de F.
oxysporum e R. solani, ocorrendo inibi¢ao do crescimento micelial em todas as concentracdes,

sendo que a partir de 500mg/kg ocorreu a inibi¢ao total dos fungos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. EXPERIMENTO IN VITRO

O experimento foi conduzido no laboratério de Fitopatologia do Centro de Ciéncias e
Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no
periodo de abril a maio de 2018.

Para realizacdo do ensaio, foram utilizadas as estirpes 3434 de Fusarium verticillioides,
2726 de Macrophomina phaseolina e 2709 de Macrophomina pseudophaseolina, cedidas pela
colecdo de cultura de fungos fitopatogénicos Prof. Maria Menezes da Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Todos os fungos foram preservados em agua destilada estéril pelo
método Castellani até a realizacdo do ensaio (CASTELLANI, 1967).

O dleo essencial de cravo da india (Syzygium aromaticum) foi obtido comercialmente
em loja de produtos naturais. Os principais constituintes do 6leo utilizado sio o eugenol (70 -
90%), acetato de eugenol e B-cariofileno (5 - 15%), a-humuleno em concentragdes de até
2,1%, e em menores concentracdes o Oxido de cariofileno e acetato de eugenila
(RAZAFIMAMONIISON et al., 2013; CORTES-ROJAS et al., 2014).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
sete tratamentos (5 concentragdes do 6leo, 1 testemunha negativa e 1 testemunha positiva) em
cinco repeticdes cada. Os tratamentos consistiram do meio de cultura BDA autoclavado
(Batata Dextrose Agar: Composicao: 200g/L de Infusdo de batata; 20 g/L. de Dextrose; e
15g/L de Agar) suplementado com o 6leo essencial de cravo da india nas concentragdes
0,0125, 0,025, 0,05, 0,1 e 0,2%, a testemunha negativa (0%), e a testemunha positiva,
suplementada com o fungicida comercial Tiram (Carboxina — 200 g/L (20,0% m/v), Tiram -
200 g/L (20,0% m/v), Etileno Glicol - 249 g/L. (24,9% m/v), utilizado na dose indicada pelo
fabricante (250 pL LY. As concentracoes do Oleo foram estabelecidas a partir de uma
concentracdo inicial baseada na literatura (SANTOS et al., 2007) e entdo reduzidas
gradativamente até que a adi¢do de Oleo ao meio ndo fosse mais capaz de impedir o
crescimento fungico.

Os diferentes tratamentos foram incorporados ao meio de cultura fundente a
temperatura de 46-48°C. Apos o resfriamento, o meio foi vertido em placas de Petri de 7,5 cm

de diametro em condic¢des assépticas, sendo aproximadamente 15 mL de meio de cultura por
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placa. Discos de meio de cultura com 1 cm de didmetro contendo micélios dos fungos foram
transferidos para o centro de cada placa contendo os tratamentos. Em seguida, as placas foram
envolvidas em pléstico filme e incubadas em estufa do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen
Demand) a temperatura de 27+2°C.

O crescimento das colonias foi mensurado diariamente até que a colonia tomasse toda
a superficie do meio de cultura de pelo menos uma das placas ou no periodo méximo de 7
dias. As avaliagdes tiveram inicio 24 horas apds o preparo das placas. O crescimento foi
estimado através da média de duas medidas perpendiculares do didmetro da colonia, com o
auxilio de régua graduada, obtendo-se o valor didrio para cada repeti¢cdo de cada tratamento.
Com o resultado das medidas, foram calculados a porcentagem de inibi¢cdo micelial (PIC;
BASTOS, 1997) e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM; OLIVEIRA,

1991), de acordo com as férmulas (1) e (2):

(Crescimento da testemunha—Crescimento do tratamento)x100

PIC =

)

Crescimento da testemuna

Diametro médio atual—Diametro médio anterior

IVCM = ¥, 2)

Numero de dias apés a inoculagio

3.2. EXPERIMENTO IN VIVO

O experimento foi conduzido no laboratorio de Fitopatologia do Centro de Ciéncias e
Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no
periodo de outubro a novembro de 2018. Utilizamos 1.300 sementes de milho hibrido AG
1051 que foram adquiridas em casa comercial na cidade de Pombal-PB, apresentando pureza
minima de 98% e germinacdo minima de 85%, o hibrido pertence a empresa Agroceres,
apresentando as seguintes caracteristicas descritas na Tabela 1.

O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado (DIC). Os
tratamentos constaram formulacdo de solu¢des de dgua destilada estéril com suplementagao
do 6leo essencial de cravo da india na concentragdo inibitéria minima (determinada no teste in
vitro) e em concentracOes imediatamente superiores, além das testemunhas negativa (%) e
positiva (Tiram a 250ml L'). Assim, foram aplicados 5 tratamentos para o fungo F.
verticillioides (3 concentragdes do 6leo, 1 testemunha negativa e 1 positiva); e 4 tratamentos
para os fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina (2 concentragdes do 6leo, 1 testemunha

negativa e 1 positiva) com dez repeti¢des para cada tratamento por fungo. Com a finalidade
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de permitir a emulsdo, todos os tratamentos foram suplementados com adi¢do do Tween 80 a

0,1%, o qual reduz a tensdo superficial no contato do 6leo (apolar) com a dgua destilada

estéril (polar) (PACKER; LUZ, 2007).

Tabela 1. Informagdes disponibilizadas pela empresa Agroceres referentes ao hibrido AG

1051.

Caracteristicas Agronomicas

Vantagens do Produto

Ciclo: semiprecoce

Porte da planta: alto

Insercao da espiga: alta

Stay green: bom
Empalhamento: excelente
Qualidade de colmo: boa
Sistema radicular: excelente
Tipo de grao: dentado amarelo
Finalidade de uso: milho-verde
e silagem de planta inteira

Flexibilidade de plantio em todas as regides do Brasil.
Alto potencial de producao de matéria seca e de proteina
para a silagem.

Flexibilidade quanto ao seu uso: silagem, pamonha ou
milho verde.

Recomendacao Técnica

Beneficios ao Agricultor

Epoca de plantio: verdo
Populacao de plantas: 45.000 —
50.000 plantas/ha

Excelente janela de corte permitindo maior tempo para
operacdo de ensilagem.

Perfeito para os mercados de milho-verde e pamonha,
com excelente rendimento.

Maior tempo de durabilidade de milho verde para
bandeja.

Ap6s desinfestadas em solug@o de hipoclorito de sédio 2,5% por cinco minutos, as

sementes foram lavadas com &4gua destilada estéril e secas a temperatura ambiente.
Posteriormente, as sementes foram imersas por cinco minutos nas solucdes de tratamento
descritas acima, sendo 100 sementes por tratamento.

ApOs tratadas, as sementes foram inoculadas artificialmente por meio da deposicao
sobre colonias dos fungos que haviam sido cultivados em meio de cultura BDA em placas de
Petri de 9,0 cm, incubadas em estufa do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a
temperatura de 27+2°C com fotoperiodo de 12 horas durante sete dias. As sementes
permaneceram em contato com as estruturas dos fungos durante um periodo de incubacgdo de
32 horas com propodsito de favorecer aos fungos a colonizag¢do do interior das sementes. O
tempo de contato entre as sementes e as colOnias fungicas teve por base o estudo de Ramos et

al. (2014).
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ApO6s o tratamento e inoculagdo, as amostras foram submetidas ao teste de sanidade, o
qual foi realizado pelo método de papel filtro com congelamento (LIMONARD 1966). As
100 sementes de cada tratamento foram distribuidas em dez placas de Petri de 14 cm de
diametro (dez sementes por placa) de forma equidistantes, sobre trés folhas de papel filtro
previamente umedecido com 15 mL de 4gua destilada estéril, e incubadas em estufa do tipo
B.O.D durante 24 horas a temperatura de 27+2°C com fotoperiodo de 12 horas. Apds esse
periodo, as placas foram transferidas para ambiente a -20°C durante 24 horas e,
posteriormente, incubadas em estufa do tipo B.O.D por mais 7 dias a temperatura de 27+2°C
com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacdes foram realizadas individualmente, examinando-se as sementes sob
microscopio estereoscopico, e os fungos identificados por meio das caracteristicas
morfoldgicas de suas estruturas. Os resultados foram expressos em percentagem de sementes

contaminadas para cada fungo.

3.3. Analise estatistica in vitro € in vivo

Com o objetivo de verificar a influéncia da concentracdo do 6leo sobre o crescimento
dos fungos no experimento in vitro, foram realizadas regressoes utilizando-se o modelo plat6-
quadratico. As regressdes foram realizadas no programa R Core Team 3.5.1. A diferenca entre
tratamentos com o6leo e com o fungicida comercial nos testes in vitro e in vivo foram
verificadas aplicando-se a compara¢gdo multipla de Mann-Whitney (Tukey nao-paramétrico).
Foram consideradas significantes as diferencas em valor de probabilidade abaixo de 5%. As
andlises foram realizadas no programa Past 3.12 (HAMMER et al., 2001). Testes nao-
paramétricos foram utilizados devido a auséncia de variancia nos resultados de alguns

tratamentos.
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4. RESULTADOS

4.1. Inibi¢do do crescimento micelial de fungos fitopatogénicos in vitro

No teste in vitro, todas as concentracdes testadas do 6leo de cravo da india exerceram
inibicdo sobre o crescimento micelial dos fitopatégenos avaliados. As porcentagens de
inibicdo aumentaram significativamente com as concentragdes avaliadas até atingirem e
manterem o valor maximo (PIC = 100%) nas concentracdes superiores (Figura 1).

A 1nibi¢do total do crescimento micelial de Fusarium verticillioides foi obtida a partir
da concentracdo de 0,05%, ja o crescimento dos fungos Macrophomina phaseolina e M.
pseudophaseolina foi totalmente inibido a partir da concentracdo 0,1%, sendo estas as
concentracdes inibitérias minimas observadas (CIMobs), ou seja, as menores concentragdes
avaliadas capazes de inibir totalmente o crescimento dos fitopatdégenos testados (Tabela 2).
Por outro lado, utilizando-se as equacdes geradas pela regressdo em platd-quadrético, as
concentracdes minimas foram levemente diferentes das observadas, por isso chamadas de
concentracdes estimadas (CIMest), sendo 0,039, 0,082 e 0,0931% para F. verticillioides, M.

phaseolina e M. pseudophaseolina, respectivamente (Tabela 2).
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Figura 1. Efeito das diferentes concentracdes do 6leo essencial de cravo da india sobre o

crescimento micelial de fungos fitopatogénicos.

Tabela 2. Concentra¢des inibitérias minimas do 6leo essencial de cravo da india frente a

diferentes fungos fitopatogénicos.

Fitopatogeno CIMobs’ CIMest?
Fusarium verticillioides 0,05 0,039
Macrophomina phaseolina 0,1 0,082
Macrophomina pseudophaseolina 0,1 0,093

lConcentragﬁo inibitéria minima observada no teste in vitro;
*Concentragio inibitéria minima estimada pela andlise de regressdo em modelo platd-quadrtico.

O efeito antifingico do 6leo essencial de cravo da india foi similar ou superior ao
obtido pelo fungicida comercial Tiram (Figura 2). No teste com o fungo F. verticillioides, o
6leo na CIM (0,05%) foi mais eficaz que o fungicida, pois este obteve PIC de 97,7%,
enquanto que o 6leo atingiu 100% de inibi¢do. No controle dos fungos M. phaseolina e M.
pseudophaseolina, o 6leo nas CIMobs (0,1%) obteve a mesma eficicia do fungicida (100% de

inibi¢do).

Fusarium verticillioides Macrophomina phaseolina
3 a a a b o b a a a
o~ 4 c — — — o — — —
S ©100 < = T&100 L
?S‘: ag\_/
£E 80 275 80
g 3 g8
3 § 607 d ©'F 60
g2 e Cc
5 E 40- 5% 40
oL L aL L
g g g g d
g 2 20- 22 20
2 B 2 &
p?. S ) € 9 €
™ R
- : 2 & 4 8 2 2 F
Macrophomina pseudophaseolina S D8 2 < < K
~ o
) <
d d d
‘3 1004 = Tratamentos
€ be
w0 —
O —
£ E 80 iy
=t
L'E 60 q o
52 40
s L
S
g 2 204
& 5 c
A~ 0
XXX 2R
S g 9 oo = 9 F
c 9 g9 < o <o g5
S o ©
=]

Tratamentos 32



Figura 2. Porcentagem de inibi¢do de crescimento de fitopatégenos em diferentes
concentracdes do 6leo essencial de cravo da india. As concentragdes sobrescritas com a
mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Mann-Whitney

(p>0,05).

A velocidade de crescimento micelial diferiu significativamente entre os tratamentos
(Tabela 3). Para o fungo F. verticillioides, os tratamentos contendo as concentracdes 0,05%,
0,1% e 0,2% reduziram totalmente a velocidade de crescimento, com média de 0,00 cm dia™,
nido diferindo estatisticamente entre si, porém diferindo da testemunha negativa que
apresentou as maiores velocidades de crescimento (0,85 cm dia™) respectivamente, além de
diferir significativamente do tratamento contendo o fungicida Tiram, que obteve velocidade
de crescimento de 0,02 cm dia™l.

A reducdo méxima na velocidade de crescimento (0,00 cm dia‘l) dos fungos M.
phaseolina e M. pseudophaseolina ocorreu nos tratamentos contendo as concentragdes 0,1% e
0,2%, ndo diferindo estatisticamente entre si, porém diferindo do tratamento sem
suplementa¢do do 6leo que apresentou as maiores velocidades de crescimento (2,17 e 1,23 cm
dia”, respectivamente). O controle dos fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina com o

Oleo de cravo da india ndo diferiu estatisticamente do tratamento contendo o fungicida Tiram.

P T . . . . |
Tabela 3. Média dos indices de velocidade de crescimento micelial (cm dia™ + DP) de fungos
fitopatogé€nicos na concentrag@o inibitéria minima do 6leo essencial de cravo da india e no

tratamento testemunha.

Fitopatogeno Controle negativo Oleo (CIM) Tiram
F. verticillioides 0,85 +0,02 a' 0,00 £ 0,00 b 0,02 £0,01654 ¢
M. phaseolina 2,17+0,00 a 0,00 £ 0,00 b 0,00 = 0,00 b
M. 1,23 +0,49 a 0,00 £0,00 b 0,00 £ 0,00 b
pseudophaseolina

"Letras i guais na horizontal nao diferem significativamente de acordo com teste de Mann-Whitney (p>0,05).

4.2. Incidéncia de fitopatégenos em sementes de milho
Para o fungo F. verticillioides, as concentracdes do 6leo essencial de cravo da india

ndo exerceram inibicdo significativa sobre a incidéncia de coldnias dos fitopatégenos em
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sementes do milho hibrido AG 1051 (Figura 3). Quanto aos fungos M. phaseolina e M.
pseudophaseolina, todas as concentracdes do 6leo essencial de cravo da india exerceram
inibi¢do sobre a incidéncia de fitopatégenos, reduzindo a ocorréncia dos fungos avaliados nas
sementes significativamente com o aumento da concentracao do 6leo essencial (Figura 3).

O efeito antifingico do 6leo essencial de cravo da india na concentragdo de 0,2%
sobre o fungo F. verticillioides foi superior ao obtido pelo fungicida comercial Tiram nas
sementes de milho, obtendo incidéncia média de 55% em contraste com a incidéncia de 92%
no teste com o fungicida. As incidéncias dos fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina
foram de 88% e 83%, respectivamente, nos testes com o 6leo na concentracdo 0,2%, porém
estas ndo diferiram significativamente das incidéncias observadas nos testes com fungicida

comercial 96% e 84%, respectivamente (Figura 3).
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5. DISCUSSAO

Os resultados observados nesse estudo confirmam a capacidade antiftingica do d6leo
essencial de cravo da india. No teste in vitro, o 6leo inibiu totalmente o crescimento dos
fungos avaliados mesmo em baixas concentra¢des, enquanto no teste in vivo, ele reduziu a
incidéncia de fitopatdgenos em sementes de milho. O eugenol € o composto majoritdrio
presente na composicdo quimica do 6leo essencial, que também apresenta B-cariofileno, o-
humuleno, 6xido de cariofileno e acetato de eugenila em menores concentragdes (SILVESTRI
et al., 2010; AFFONSO et al., 2012; RAZAFIMAMONIISON et al., 2013; CORTES-ROJAS
et al., 2014). Estes compostos sao relacionados frequentemente as atividades antimicrobianas
do 6leo de cravo. A fungitoxidade do eugenol e dos demais compostos tem sido relatada em
diversos estudos (SANTOS er al., 2007; AFFONSO et al., 2012; RAMOS et al., 2016;
SILVA et al., 2016).
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Figura 3. Porcentagem da incidéncia de colonias de fitopatégenos em diferentes
concentracdes do 6leo essencial de cravo da india em sementes de milho hibrido AG 1051. As
concentracdes sobrescritas com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si de

acordo com o teste de Mann-Whitney (p > 0,05).

A atividade antifiingica do 6leo essencial de cravo da india estd associada com sua
hidrofobicidade, a qual proporciona a interacdo com a parede e os lipideos da membrana
celular e da mitocondria, alterando a permeabilidade celular e provocando distirbios em suas
estruturas (COSTA et al., 2011). O estudo realizado por Ahmad et al. (2010) sugere que o
Eugenol pode exercer sua acdo antifingica através da inibicdo de bombas de efluxo
(H"ATPase) na membrana celular fungica, levando a acidifica¢do intracelular e inativagdo
celular. Entretanto, a pesquisa realizada por Darvishi et al. (2013) descreve que a agdo
antifungica do Eugenol ndo estd diretamente relacionada com o rompimento da membrana,
porém com os transportadores de aminodcidos aromadticos € com a permeabilidade na
membrana citoplasmdtica das células de levedura, o que pode causar alteracdes
conformacionais, sendo estes fatores os causadores do rompimento celular.

Utilizando o 6leo essencial de cravo da india em concentragdes proximas ou
superiores as nossas, outros autores obtiveram resultados inferiores ou semelhantes quanto a
inibi¢do micelial. Por exemplo, em condicao in vitro, Costa et al. (2011) avaliou o efeito deste
6leo essencial sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum, F. solani, Rhizoctonia
solani e Macrophomina. phaseolina, verificando que na concentracio 0,15% ocorreu a total
inibicdo do desenvolvimento das trés primeiras espécies, porém permitindo o crescimento de
M. phaseolina. Santos et al. (2007) alcancaram inibi¢do total do crescimento dos fungos R.
solani e F. oxysporum na concentracao de 0,05%. Abdel-Kader el al. (2011) obteve inibi¢ao
total do crescimento de R. solani, Sclerotium rolfsii € M. phaseolina a partir da concentragdo

de 2%. Desta forma, nossos resultados in vitro corroboram os resultados da literatura, porém
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demonstrando que fungos com efeitos severos sobre a cultura do milho, como o F.
verticillioides, também sdo susceptiveis ao controle utilizando-se o 6leo de cravo da india
quando em condicdes in vitro.

A literatura apresenta resultados bastante variados sobre os efeitos fungitéxicos de
Oleos produzidos a partir de outras plantas, porém, devido a predominincia de estudos
utilizando concentracdes superiores as nossas, comparagdes com os efeitos do 6leo de cravo
tornam-se inconsistentes. Por exemplo, Ugulino efr al. (2018) alcancaram inibi¢do total do
crescimento de M. phaseolina em todas as concentragdes testadas (0,4 a 1,0%) do dleo
essencial de alecrim da chapada (Lippia gracilis) em condicdes in vitro. Abdel-Kader et al.
(2011) identificaram efeito do 6leo de hortela (Mentha piperita) na reducdo do crescimento
micelial do fungo M. phaseolina nas concentragdes de 1,0 a 4,0%.

Em outros casos, porém, a comparagdo do efeito do 6leo de cravo com o de outros
Oleos € plausivel. No caso da M. phaseolina, Khaledi et al. (2015), estudando a atividade
antifiingica de vdarios 6leos essenciais contra este fungo, observaram que o 6leo de hortela
(Mentha piperita) apresentou efeito inibidor de 100% na concentracao de 2000 ppm (0,2%).
Ao avaliar o potencial antifungico do 6leo essencial de Ayapana (Eupatorium triplinerve) em
concentracdes de 100 a 12000 ppm (0,01 a 1,2%) em vdrios patégenos, Sugumar et al. (2015)
observaram que a concentracao inibitéria minima para o fungo M. phaseolina foi de 6000ppm
(0,6%). Estes resultados sugerem que o 6leo de cravo da india, em teste in vitro, € eficiente
em concentragdes ainda menores que as CIM obtidas pelos 6leos descritos acima.

Com relagdo ao controle de F. verticillioides, o 6leo de cravo da india apresenta efeito
superior a alguns 6leos e inferior a outros. Por exemplo, utilizando o dleo essencial de
gengibre (Zingiber officinale), Yamamoto-Ribeiro et al. (2013) controlaram o crescimento de
F. verticillioides na concentracdo inibitéria minima de 2500 pg/mL (0,25%), relatando
também efeito inibitdrio significativo na producdo de fumonisina B1 e B2 nas concentracdes
de 4000 e 2000 pg/mL (0,4 e 0,2%, respectivamente). Xing et al. (2014), estudando o efeito
antifiingico do 6leo essencial de canela (Cinnamomum spp.) sobre a inibicdo do crescimento
de F. verticillioides, observaram que a concentracdo inibitéria minima foi 60 pL/L
(0,000006%). A pesquisa realizada por Bomfim et al. (2015) relata reducdo significativa no
crescimento micelial de F. verticillioides na concentracdo 150 pg/mL (0,015%) do dleo
essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), inibindo a producdo de fumonisinas e
ergoesterol. Testando o efeito do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) sobre a

germinagdo de esporos e crescimento micelial de C. cassiicola, Fusarium sp., C.
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gloeosporioides e R. solani, Romero et al. (2012) observaram que todos os fungos tiveram
inibicao completa pela a¢cdo do 6leo a partir de 500 ppm (0,05%).

Quanto a inibicao dos fungos em sementes, nossos resultados foram semelhantes ou
superiores aos obtidos por outros autores que avaliaram o efeito fungitéxico dos dleos
essenciais de outras espécies vegetais sobre as mesmas espécies de fungos. Por exemplo, no
controle em sementes inoculadas em meio de cultura BDA, Amaral e Bara (2005) tiveram
resultados semelhantes aos nossos referentes a influéncia da atividade antifingica do 6leo de
cravo em concentracdes de 0,5 a 0,1% sobre fitopatégenos presentes em sementes de arroz,
feijdo, soja e milho. Brito et al. (2012), estudando os efeitos 6leos essenciais de citronela
(Cymbopogon nadus), eucalipto (Eucalyptus citriodora) e do composto citronelal sobre
micoflora associada a sementes de milho XGN5320, observaram que os fungos Aspergillus
sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e Colletotrichum sp., foram inibidos significativamente na
concentracdo de 0,15%. Ao avaliarem o potencial inibitério dos 6leos essenciais de eucalipto
limdo (Corymbia citriodora) e eucalipto (Eucalyptus camaldulensis) em sementes de milho
da variedade AL Bandeirante, Domene et al. (2016) relataram que o 6leo foi capaz de
diminuir a incidéncia dos fungos dos géneros Penicillium sp. e Fusarium sp.

O efeito eficiente dos Oleos essenciais também foi verificado em sementes de
diferentes espécies. Pesquisa realizada por Santos (2014), estudando os 6leos essenciais de
capim limao (Cymbopogon citratus), cravo (Eugenia caryophyllus) e manjericdo (Ocinum
basilicum), observaram que concentragdes a partir de 0,5%, reduziram a incidéncia de
Phomopsis sojae nas sementes tratadas e ndo interferiram na qualidade fisiologica das
sementes de soja. Ao estudarem a eficiéncia de 6leos na qualidade sanitdria de sementes de
sorgo da cultivar BR 310, Flavio et al. (2014) relataram que o 6leo de alfavaca cravo
(Ocimum gratissimum L.) reduziu a infestacdo dos fungos avaliados, principalmente do
género Curvularia. Avaliando o efeito de dleos essenciais na sanidade de sementes de soja,
Gongalves et al. (2009), concluiram que o 6leo de gengibre (Zingiber officinale) na
concentracdo de 20% controlou a incidéncia de Cladosporium sp., Rhizopus sp. e Fusarium
sp. nos graos. Araujo Neto et al. (2012) avaliaram o efeito do dleo de anis (Pimpinella
anisum) sobre a micoflora fitopatogénica e fisiologia de sementes de erva doce (Foeniculum
vulgare), os resultados mostraram que o 6leo nas maiores concentracgdes (2,0 € 2,5 %) reduziu
a incidéncia de Alternaria sp. e Cladosporium sp., € aumentou a germinacdo das sementes de

erva-doce.
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6. CONCLUSOES

Em condicdes in vitro, o 6leo essencial de cravo da india inibiu o crescimento micelial
de Fusarium verticillioides, Macrophomina phaseolina e Macrophomina pseudophaseolina.

A 1inibi¢do total do crescimento micelial (PIC = 100%) ocorreu na concentracao de
0,05% para o fungo F. verticillioides e de 0,1% para M. phaseolina € M. pseudophaseolina,
em condicdes in vitro.

O ¢leo essencial de cravo da india na concentragdo de 0,2% reduziu significativamente
a incidéncia das colonias dos fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina em sementes de

milho hibrido AG 1051.
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