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RESUMO

Dentre as principais doencas da cana-de-agucar (Saccharum officinarum) destacam-se as causadas pelo género flngico Fusarium sp.
Atualmente o manejo tradicional de doencas de plantas utiliza fungicidas sintéticos, no entanto € importante a utilizagdo de métodos
alternativos, visando minimizar impactos ao meio ambiente. Assim, os 6leos essenciais, sdo ferramentas promissoras no controle de
fitopatdgenos. No presente trabalho objetivou-se avaliar a atividade fungitoxica dos 6leos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon
citratus), eucalipto (Eucalyptus citriodora), erva-doce (Foeniculum vulgare) e manjericdo (Ocimum basilicum) no controle in vitro de
Fusarium sp. Os 6leos foram testados na concentracéo de 1% acrescentado ao meio de cultivo, através da deposicéo de disco da coldnia
fangica do patdgeno em placas de Petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). O fungicida Tiabendazol (130 mL i.a. 100 L™
agua) e dgua destilada esterilizada (ADE) foram utilizados como tratamentos controle. As placas de Petri foram mantidas em camara
climatizada tipo B.O.D a 25 + 2 °C, durante sete dias. As avaliacdes de crescimento micelial foram realizadas diariamente, através da
medic¢do do didmetro da coldnia em dois sentidos perpendicularmente opostos. A esporulacdo foi quantificada em camara de Neubauer.
Para determinar o efeito dos tratamentos sobre Fusarium sp. in vitro, avaliou-se o didmetro médio da colénia (DMC) o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM), esporulagdo e percentual de inibicdo da esporulacéo (PIC), em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Os 6leos essenciais de capim-liméo, erva-doce e manjericdo apresentaram efeito inibitério in vitro sobre
Fusarium sp., isolado da cana de agucar, reduzindo o crescimento da coldnia e esporulacéo.

Palavras-Chaves: Atividade antifingica, Podriddo, Saccharum officinarum.
Control of sugarcane Fusarium sp. with essential oils in vitro

ABSTRACT

Among the main diseases of sugarcane (Saccharum officinarum) are those caused by the fungal genus Fusarium sp. Currently the
traditional management of plant diseases uses synthetic fungicides, however it is important to use alternative methods to minimize
impacts on the environment. Thus, essential oils are promising tools in the control of plant pathogens. The objective of the present
work was to evaluate the fungitoxic activity of lemongrass (Cymbopogon citratus), eucalyptus (Eucalyptus citriodora), fennel
(Foeniculum vulgare) and basil (Ocimum basilicum) essential oils in vitro control of Fusarium sp. The oils were tested at a
concentration of 1% added to the culture medium by depositing the pathogen's fungal colony disc in Petri dishes containing Potato-
Dextrose-Agar (PDA) medium. Tiabendazol fungicide (130 mL i.a. 100 L water) and sterile distilled water (SDW) were used as
control treatments. Petri dishes were kept in a type B.O.D climate chamber at 25 + 2 ° C for seven days. Mycelial growth evaluations
were performed daily by measuring the colony diameter in two perpendicular opposite directions. Sporulation was quantified in a
Neubauer chamber. To determine the effect of treatments on Fusarium sp. In vitro, the colony mean diameter (CMD), mycelial growth
rate index (GRiD), sporulation and percentage of sporulation inhibition (PSI) were evaluated in a completely randomized experimental
design. The essential oils of lemongrass, fennel and basil had an in vitro inhibitory effect on Fusarium sp., Isolated from sugarcane,
reducing colony growth and sporulation.

Keywords: Antifungal activity, Rot, Saccharum officinarum.
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1. Introducéo

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) pertence familia das gramineas e vem sendo cultivada a
mais de trés mil anos, tendo como origem a Nova Guiné (Ledo, 2002; Salla et al., 2009). E uma cultura de
grande relevancia para economia brasileira, gerando emprego e renda nas regiGes produtoras (Peres et al.,
2005). Sua principal matéria-prima é utilizada para producgdo de etanol e aglcar, e os produtos derivados
incluem melago, rapadura, aguardente (Becker, 2013). Os residuos gerados podem ser utilizados na
alimentacdo suplementar de animais e biofertilizantes (Bellé et al., 2014).

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acUcar, com uma area colhida na safra 2017/2018 de
8.729,5 milhdes de hectares, com uma producao de 633.261,9 milhGes de toneladas. Na Paraiba, a produgéo
foi equivalente a 5.829,5 mil toneladas, e a destina¢do da cana-de-acUcar esmagada foi direcionada em 21%
para fabricacdo de aclcar e 79% para o etanol, com base no cenario econdémico favoravel para o etanol em
relacdo ao aglcar (Conab, 2019).

Varios fatores afetam a produtividade da cultura, entre eles o surgimento de doencgas. Aproximadamente
70% das doengas de plantas sdo causadas por fungos, reduzindo a produtividade e acarretando grandes
prejuizos (Pozza et al., 1999). Dentre essas doengas, destacam-se as causadas pelo género Fusarium, as quais
estdo associadas & murcha e ao Pokkah boeng (Tokeshi, 2005; Matsuoka, 2013). A fusariose da cana-de-agtcar
é caracterizada por um complexo de sintomas diferentes, que comprometem principalmente o colmo e as folhas
da planta, os fungos do género Fusarium invertem a sacarose em glucose, diminuindo a pureza do caldo e o
peso do agucar (Gallo et al. 1988). Na parte aérea, 0s sintomas sdo mais graves, com quebra da dominancia
apical e murcha ou morte da parte superior da planta, limitando seu desenvolvimento vegetativo (Chapola et
al., 2014; Costa et al., 2019).

Para a infeccdo da planta o patdégeno necessita de uma injdria, normalmente causada por broca ou o
corte dos toletes para a propagacdo, quando o fungo infecta na fase de plantio dos toletes causar danos como
baixa brotacéo das gemas, podriddo de raiz e enfezamento (reducéo no tamanho) dos brotos (Matsuoka, 2013;
Simon et al., 2016; Ageitec, 2019).

O uso de defensivos agricolas para o controle de doengas vem crescendo muito nos Gltimos anos, isso
se deve ao desenvolvimento da agricultura e crescimento da producgéo (Silva et al., 2018). Além de propiciar
o0 surgimento de fitopatdgenos resistentes as estas substancias quimicas utilizadas, o ambiente é prejudicado
devido aos efeitos residuais e toxicologicos (elevada concentracdo nos alimentos) (Souza et al., 2007; Santos
& Monteiro, 2008; Silva et al., 2018). A conscientiza¢do quanto ao uso de agrotdxicos e a preocupagdo com o
meio ambiente tem motivado a busca por alternativas que possam favorecer tanto o controle de pragas e
doencas como 0 aumento na produgdo das mais variadas culturas (Jardim, Andrade e Queiroz, 2009). Muito
estudos estdo sendo realizados sobre o uso de produtos alternativos para o controle de doencas, destacando-se
os Oleos essenciais (Mota et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2017).

Oleos essenciais sdo produtos aromaticos gerados do metabolismo secundario de plantas, normalmente
produzidos de folhas e talos, possuem uma variedade de funcBes nas plantas como protegé-las contra
herbivoros e patégenos (Taiz et al., 2017; Scherer et al., 2009; Vizzotto et al., 2010). Vérios estudos tém
comprovado o efeito dos Oleos essenciais que podem ser usados como antifingicos, inseticidas e
antibactericidas, sendo assim, uma alternativa mais simples, econdmica e ndo toxica, tanto para o ambiente
quanto para a salde das pessoas que manusear com estes produtos no combate de doencas em plantas (Pereira
et al., 2018).

Os 6leos essenciais sdo eficientes no uso como fungicidas naturais inibindo a atividade fungica de forma
eficaz, isso dado aos compostos fendlicos e terpenos que os constituem (Chao & Young, 2000; Bozin et al.,
2006; Chapola et al., 2014). Analises quimicas desses 6leos tm mostrado que 0s principais compostos ativos
sdo principalmente carvacrol, timol, citral, anetol, eugenol, 1,8-cineol, limoneno, pineno, linalol, estragol e
seus precursores (Demetzos; Perdetzoglou e Tan, 2001).

O oleo essencial de capim limédo (Cymbopogon citratus) possui um alto teor de citral e limoneno, essas
substancias apresentam elevada atividade fungicida (Cortez et al., 2015). O 6leo de manjericdo (Ocimum
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basilicun) contém alto teor de linalol, substancia que apresenta uma elevada atividade antisséptica (Pravuschi
etal., 2010). O 1,8-cineol ou eucaliptol é produzido nas folhas do eucalipto (Eucalyptus citriodora) e apresenta
a acdo biocida (Chagas et al., 2002). A erva-doce (Foeniculum vulgare) possui como principais componentes
0 anetol o e estragol que apresenta acao antifungica (Araujo et al., 2013a; Silva, 2015).

Deste modo, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de 6leos essenciais de capim lim&o, eucalipto,
erva-doce e manjericdo no controle de Fusarium sp., oriundo da cana de agUcar, in vitro.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia (LAFIT) pertencente ao Departamento de
Fitotecnia e Ciéncias Ambientais do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal da Paraiba, Campus
Il, Areia, PB.

O fungo foi obtido a partir do isolamento de plantas de cana-de-acUcar, coletadas em areas comerciais
no municipio de Areia, PB (06° 57' 46" S 35° 41' 31" O), com sintomas de mau desenvolvimento do sistema
radicular e podriddo das raizes. Inicialmente foi realizada uma prévia sanitizacdo do material com agua
corrente e sabdo neutro e procedeu-se o isolamento, no qual foram cortados fragmentos de 0,5 mm do material
em areas de intersecdo entre o tecido lesionado e o sadio. Os fragmentos imersos em é&lcool a 70% durante 30
segundos e em seguida numa solucéo de hipoclorito de sédio (1:3) por 3 minutos e por fim lavados duas vezes
em agua destilada estilizada (ADE) (Alfenas; Mafia, 2016).

Os fragmentos de tecido vegetal infectado foram transferidos para placas de Petri (9 cm), contendo meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA), permanecendo por oito dias em camara incubadora tipo B.O.D
(Biochemical Oxygen Demand), regulada & temperatura de 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas. A confirmagéo
da etiologia do patogeno foi realizada sob microscopio Optico, através da observagéo das estruturas vegetativas
e reprodutivas, confrontando-as com as descrigdes realizadas por Seifert et al, (2011).

Para o teste in vitro foram adicionados 20 mL de meio de cultura BDA em placas de Petri (90 x 15 mm),
acrescido com os 6leos essenciais de capim liméo, eucalipto, erva-doce e manjericdo na concentragdo de 1%,
mais a adicdo de 0,5% de Tween 80, para facilitar a emulsificacdo, fungicida Tiabendazol (130 mli.a. 100 L-
1 4gua) e a testemunha contendo apenas o meio BDA. Apos a solidificacdo do meio, foi colocado um disco de
col6nia do patégeno (5 mm), no centro de cada placa.

As placas foram incubadas em B.O.D sob fotoperiodo de 12 horas, a 25+2 °C durante sete dias. A
mensuragdo das colénias foi realizada diariamente, com o auxilio de uma régua milimetrada, em dois sentidos
perpendiculares até atingir toda a placa. Foi calculada a média entre essas medidas, obtendo-se o Diametro
Médio da Colonia (DMC). Para determinacio do indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)
expresso em mm dia, utilizou-se a formula proposta por Gomes (2008): IVCM=X (D-Da)/N, em que: IVCM=
indice de velocidade de crescimento micelial; D= didmetro médio atual da coldnia; Da= didmetro médio da
coldnia do dia anterior; N= nimero de dias apds a inoculagao.

A quantificacdo da esporulagéo foi realizada em suspensdo aquosa com adicdo de 10 mL de ADE nas
placas. Para facilitar a remocao dos esporos fez-se uso de pincel de cerdas macias. A suspensao foi filtrada em
dupla camada de gaze esterilizada e a quantificacdo dos esporos realizada em camara de Neubauer, com auxilio
do microscépio 6ptico e os resultados expressos em esporos x 10° mL™). Os esporos presentes sobre as linhas
inferior e esquerda de cada quadrante ndo foram aferidos na contagem (Viccini, 2004).

O célculo do percentual de inibi¢do da esporulacdo (PIE) foi conforme a formula utilizada por Fernandes
et al., (2015), onde:

Tico et al 72



Revista Brasileira de Meio Ambiente (v.7, n.3 — 2019)

_ (Esporulacdo da testemunha — Esporulag¢do do tratamento)

PIE x 100

(Esporulacdo da testemunha)

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos e cinco repeticdes,
sendo a unidade experimental constituida por duas placas de Petri. Os dados foram submetidos a analise de
variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey até o nivel de 5% de significancia, por meio do software
estatistico R® (R Core Team, 2019).

3. Resultados e Discussao

Em relacéo aos 6leos essenciais utilizados (Figura 1), observou-se efeito significativo (p<0,01) quando
avaliado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e o diametro médio da coldnia (DMC) de
Fusarium sp. Os 6leos essenciais de capim limdo, erva-doce e manjericdo inibiram completamente o
crescimento micelial do patégeno. O mesmo efeito pode ser observado pelo fungicida Tiabendazol, ambos
diferindo estatisticamente do dleo essencial de eucalipto e da testemunha.

Figura 1. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e diametro médio da colénia (DMC) de Fusarium sp.,
in vitro sob aplicacdo de 6leos essenciais de capim liméo (CL), eucalipto (EC), erva-doce (ED) e manjericdo
(MA). Testemunha = TEST; Fungicida = FUNG.
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Amini et al. (2016) ao utilizarem 6leos essenciais no controle de trés espécies de Phytophthora,
observaram que o 6leo de capim-liméo proporcionou inibicdo em 100% no teste in vitro, quando utilizado na
concentracdo de 90 ppm. Os dleos essenciais de Mentha arvensis e Eucalyptus citriodora tém demonstrado
eficientes no controle in vitro de Fusarium solani (Barbieri et al., 2018), podendo ser uma alternativa na
substituicdo dos produtos sintéticos.

Nobrega et al. (2019) analisando a atividade antifingica de 6leos essenciais no controle de Alternaria
alternata e Colletotrichum musae in vitro, verificaram que o 6leo de eucalipto (Eucalyptus sp.) foi eficiente,
nas concentragdes de 0,8 e 1,0% reduzindo o crescimento micelial dos patogenos.

Khaledi, Taheri e Tarighi, (2015) verificaram que ao utilizar os 6leos essenciais de manjericao e erva
doce na concentracdo de 2000 ppm inibiram 100% o crescimento micelial de Rhizoctonia solani, patégeno
radicular do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Gomes et al., (2016) avaliando a eficiéncia de dleos esséncias
no controle de fungos em sementes de P. lunatus, verificaram que o 6leo de manjericdo nas concentracdes de
1,0, 1,5 e 2 mL. L* foram eficientes no controle de Fusarium sp. Aradjo et al. (2013b), relataram que o 6leo
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essencial de laranja nas concentracfes de 10, 20 e 30%, foi eficiente na inibicdo da esporulacéo e germinagéo
de esporos da fusariose (Fusarium Gutiforme) do abacaxizeiro (Ananas comosus), apos 48 horas da aplicacéo
do tratamento.

Para a variavel esporulacdo, pode-se observar que houve efeito inibitério sobre a concentracdo de
conidios de Fusarium sp., em que os 6leos essenciais de capim limdo, erva-doce e manjericdo inibiram
totalmente a esporulacdo do patdgeno, quando comparado com os demais tratamentos. Verificou-se que o
fungicida apresentou mesmo efeito, apenas diferindo do éleo essencial de eucalipto e da testemunha (Figura
2).

Figura 2. Esporulacdo e Percentual de Inibi¢do de Fusarium sp., sob aplicacdo de éleos essenciais de capim liméo (CL),
eucalipto (EC), erva-doce (ED) e manjericdo (MA). Testemunha = TEST; Fungicida = FUNG.
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Freddo et al. (2016), ao utilizarem o 6leo essencial de erva-luisa (Aloysia citriodora) no controle in vitro
de Fusarium sp., verificaram um comportamento linear decrescente, em que a concentracdo de 0.25 %
apresentou maior reducao na germinacédo de esporos do patdgeno. A atividade antifingica dos 6leos essenciais
utilizados pode estar relacionada & capacidade de penetracgdo e alteracdo da parede celular fungica e membranas
citoplasmaticas via processo de permeabilizacdo, o que ocasiona a desintegracdo mitocondrial das membranas,
devido a altera¢Ges no fluxo de elétrons dentro da via do sistema de transporte de elétrons (Swamy et al., 2016).

Os 0leos essenciais de capim limao, erva doce e manjericdo proporcionaram um percentual de inibigdo
da esporulagdo do Fusarium sp. de 100%, deferindo da testemunha que ndo apresentou efeito inibitorio do
patégeno e do tratamento com 6leo essencial de eucalipto que inibiu 60% da esporulacao.

Andrade e Vieira (2016) constataram que o 6leo essencial de capim limdo nas concentragdes de 10, 30,
50 e 100 pL, proporcionou 0s maiores percentuais de inibicdo da germinacéo de conidios de Colletrotrium.
gloeosporioides do mamoeiro (Carica papaya L.).

Os 6bleos essenciais de capim-limdo, erva-doce e manjericdo apresenta atividade antifungica, devido
estar associada a seus compostos majoritarios citral, estragol e eugenol de ac¢do fungitoxica confirmada em
alguns trabalhos (GUIMARAES et al., 2011; KHALID et al., 2015; MORELLI et., 2017).

Silva (2019), ao avaliar 6leos essenciais no controle do Fusarium sp do coentro (Coriandrum sativum),
verificou que o 6leo de erva doce na concentragdo de 1%, apresentou 0 maior percentual de inibicdo da
esporulacédo de 86,48%.

Varios estudos tém comprovado o efeito dos 6leos essenciais que atuam como fungicidas naturais
inibindo a atividade fangica e, um namero significativo destes constituintes tem se mostrado eficaz (Pereira et
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al., 2006), podendo ser uma alternativa na substituicdo dos produtos sintéticos.

Para a ocorréncia de doenca na planta é necessario que o patdégeno se multiplique, sendo a intensidade
de uma doenca em funcdo da densidade de indculo presente no hospedeiro (Reis, Casa e Bianchin, 2011), os
esporos sao estruturas de reproducdo e sobrevivéncia dos fungos (Massola Junior, 2018), uma menor producao
destes significa uma redugdo na disseminagéo da doenca.

4. Conclusao

Os 0Oleos essenciais de capim-limao, erva-doce e manjericdo apresentaram efeito inibitdrio in vitro sobre
Fusarium sp., isolado da cana de agucar, reduzindo o crescimento da coldnia e esporulacéo.
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