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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o potencial do 6leo
essencial de erva-luisa (Aloysia citriodora) no tratamento de sementes de pepino, para
controle de tombamentos de plantulas causados por Sclerotinia sclerotiorum e atividade
antifungica in vitro. Foram realizados dois experimentos in vitro e um teste in vivo com o
tratamento das sementes com o Oleo essencial. No primeiro experimento, avaliou-se
atividade antifngica in vitro de concentracfes do Oleo essencial em meio BDA, no
crescimento micelial de S. sclerotiorum, em placas de Petri. No segundo experimento in
vitro, avaliou-se o efeito do dleo essencial em concentracdes em meio de cultura BDA, na
germinagdo miceliogénica de esclerddios. No terceiro experimento, testou-se o tratamento
das sementes em 0leo essencial de A. citriodora diluido em &agua destilada mais espalhante
adesivo Tween 80. As sementes foram semeadas em substrato inoculado com S.
sclerotiorum. Avaliou-se neste experimento: porcentagem de emergéncia; tombamento de
plantulas de pds-emergéncia; massa verde média por plantula; altura média de plantulas; e
analises bioquimicas (teor de proteinas; atividade enzimatica de peroxidases; fenilalanina
amonia-liase (FAL); B-1.3-glucanases e quitinases). Os resultados obtidos demonstraram
que o 6leo tem potencial fungistatico e fungicida in vitro sendo a maior reducdo observada
nas maiores doses testadas e também no controle do tombamento de plantulas, onde
observou-se melhor resultado na concentracdo de 0,06%. Além disso, o 6leo essencial de A.
citriodora aplicado as sementes, induziu mecanismos bioquimicos de resisténcia,
evidenciados pelo aumento da atividade bioquimica das peroxidases até a concentracdo de
0,24% e da FAL e B-1.3-glucanases em todas as concentracgdes testadas.

Palavras-chave: Controle alternativo. Plantas medicinais. Fitopatologia. Mofo branco.
Cucumus sativus L.

ESSENTIAL OIL OF Aloysia citriodora IN CONTROL OF Sclerotinia sclerotiorum
ON CUCUMBER AND ANTIFUNGAL ACTIVITY IN VITRO

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the potential of the essential oil of fennel luisa
(Aloysia citriodora) in the treatment of cucumber seeds to control damping off caused by
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Sclerotinia sclerotiorum and its antifungal activity in vitro. There were two in vitro
experiments and one in vivo with seed treatment with the essential oil. In the first
experiment it was evaluated the antifungal in vitro acitivity of concentrations of essential oil
on PDA, about mycelial growth of S. sclerotiorum, in Petri dishes. The second in vitro
experiment itwas evaluated the effect of the essential oil at concentrations in PDA culture
medium, in sclerotia miceliogenic germination. In the third experiment it was tested seed
treatment with essential oil from A. citriodora diluted in distilled water plus Tween 80
adhesive spreader. The seeds were sown in substrate inoculated with S. sclerotiorum. It was
evaluated in this experiment: emergency percentage; post emergence damping off; medium
green mass per plant; average height of seedlings; and biochemistry (protein content,
enzymatic activity of peroxidases; phenylalanine ammonia lyase (PAL); B-1,3-glucanases
and chitinases). The results showed that the oil has fungistatic and fungicidal potential in
vitro being the largest reduction observed in the highest doses tested and also in the control
of damping off, where it was observed a better result in the concentration of 0.06%. In
addition, the essential oil of A. citriodora applied to the seeds induced resistance
biochemical mechanisms, evidenced by the increase of the biochemical activity of the
peroxidases to the concentration of 0.24% and of the FAL and f-1,3-glucanases in all
concentrations tested.

Key words: Alternative control. Medicinal herbs. Phytopatology. White mold. Cucumus
sativus L.

INTRODUCAO

O pepino é muito cultivado em ambiente protegido e uma das principais doencgas neste
sistema € o mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (ETHUR et
al., 2005). O patégeno produz estruturas de resisténcia, denominadas de esclerddios,
podendo persistir por varios anos no solo (BEDENDO, 2011), o que dificulta o seu controle,
podendo inviabilizar e até mesmo causar o0 abandono da atividade na estufa (VIDA et al.,
2004). Os esclerddios ao germinarem de forma miceliogénica podem causar tombamentos
em preé e pds-emergéncia em plantulas de pepino (ETHUR et al., 2005).

O controle quimico de sementes e do solo sdo as principais medidas utilizadas para
controlar este tipo de patdgeno. No entanto, Schwan-Estrada (2009) relata que o uso
intensivo e indiscriminado de agroquimicos, ocasiona diversos problemas ambientais,
relacionados a contaminac@es diversas; intoxicagdo de trabalhadores rurais; eliminagdo de
organismos benéficos e o surgimento de resisténcia de patdgenos a seus ingredientes ativos.

As plantas medicinais podem ser exploradas na obtencdo de pesticidas naturais, pelo
uso de seus extratos brutos e/ou Oleos essenciais (MORAIS, 2009), cujo potencial no
controle de fitopatdgenos, pode ocorrer tanto por sua ac¢do fungitdxica direta, quanto pela
inducdo de componentes de defesa vegetal, evidenciando seu carater muitas vezes elicitor
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). Smith (1996) relata que elicitores sdo moléculas de
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qualquer origem, quer seja biotica ou abidtica, capazes de estimular respostas de defesa nas
plantas.

Trabalhos in vitro relatam o potencial antifingico de erva-luisa (Aloysia citriodora
Palau) (DUARTE et al., 2005; ALI et al., 2011; LOPEZ et al., 2004; COMBRINCK et al.,
2011; LOZADA et al.,, 2012; BOUCHRA et al., 2003), entretanto, sdo escassos ou
inexistentes, os que relatam sua atividade antifungica a S. sclerotiorum, bem como sua
aplicacdo pratica no controle a campo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do
6leo essencial de A. citriodora no controle dos tombamentos de plantulas de pepino
causados por S. sclerotiorum e evidenciar se o efeito advéem da atividade
antifangica/fungistatica direta ou por indugdo de mecanismos bioquimicos de resisténcia.

MATERIAL E METODOS

Experimentos in vitro

O 6leo essencial das plantas de A. citriodora foi extraido em maio de 2014, coletando
as plantas nas primeiras horas do periodo da manha. A extracdo foi feita em aparelho de
hidrodestilacdo, modelo Clevenger. O isolado utilizado foi obtido a partir de esclerédios de
S. sclerotiorum, os quais foram transferidos para meio BDA (batata dextrose agar). A
incubacdo foi feita em camara de crescimento a 24 °C + 1 °C, com fotoperiodo de 12 horas,
repicando-se o micélio até a obtencgéo de colénias puras do fungo.

O primeiro experimento in vitro consistiu em avaliar o crescimento radial em cm do
patdégeno em placas de Petri, contendo concentracdes de dleo essencial de A. citriodora em
meio BDA (0,01%; 0,03%; 0,06%; 0,12%; 0,25% e 0,50%) mais a testemunha (meio BDA
puro). Utilizou-se delineamento inteiramente ao acaso, com quatro repeticbes por
tratamento, sendo considerada como repeticdo, cada placa de Petri utilizada (8 cm ¢).

O meio de cultura BDA utilizado no experimento foi esterilizado em autoclave, a
temperatura de 120 °C, por vinte minutos. O 6leo essencial foi incorporado, apds o
resfriamento (temperatura em torno de 40 °C) do meio de cultura. O patégeno foi
manipulado em cadmara de fluxo laminar, sendo colocado no centro de cada placa, na forma
de disco de micélio puro, com o diametro de 7 mm. Ap0s as unidades experimentais foram
fechadas e acondicionadas em camara de crescimento, na temperatura de 24 °C + 1 °C e
fotoperiodo de doze horas. O experimento foi encerrado quando a primeira placa foi
atingida nas bordas pelo crescimento radial do fungo (72 horas de crescimento).

No segundo experimento in vitro, avaliou-se o indice de velocidade de germinacéo
miceliogénica de esclerodios de S. sclerotiorum, em funcdo de concentragdes (0,01%;
0,03%; 0,06%; 0,12%; 0,25%) de Oleo essencial de A. citriodora em meio BDA, mais a
testemunha (BDA puro),. em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticoes,
sendo considerada como repeticdo uma placa de Petri (8 cm ¢), contendo dez esclerddios
por placa. As placas foram tampadas e acondicionadas em camara de crescimento, com
temperatura de 24 °C + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas, por oito dias.
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Experimento in vivo

No terceiro experimento, avaliou-se o efeito do tratamento das sementes de pepino
com concentracdes de 6leo essencial de A. citriodora (0,06%; 0,12% e 0,25%), em agua
destilada mais espalhante adesivo Tween 80 (0,5%) e a testemunha em agua destilada mais
espalhante adesivo Tween 80 (0,5%), em delineamento inteiramente ao acaso, com cinco
repeticdes. Cada unidade experimental consistiu de bandejas de isopor, com cem células de
0,03 cm?3 cada. As células receberam substrato inoculado com micélio de S. sclerotiorum
produzido em grdos de trigo autoclavados.

O substrato utilizado no experimento foi da marca Tecnomax® para horticultura, sendo
previamente desinfestado em autoclave por quarenta minutos a 120 °C.  Apdés a
desinfeccdo, os gréos de trigo miceliados com o indculo, foram misturados ao substrato, na
quantidade de 20 g Kg?, o qual foi colocado nas bandejas de isopor, dez dias antes da
semeadura do pepino, com irrigacGes diarias, com a finalidade de proliferar o patégeno nas
unidades experimentais.

Utilizaram-se sementes de pepino ‘Wisconsin SMR 18’ com 97% de poder de
germinacdo, sem tratamento quimico comercial, sendo previamente desinfestadas por cinco
minutos em &gua destilada com hipoclorito de sédio a 5%. Apbs a desinfestacdo, as
sementes foram lavadas em agua destilada e colocadas em papel absorvente para secagem,
sendo em seguidas tratadas com 10 mL de cada tratamento para 100 sementes.

A semeadura foi feita colocando-se uma semente por célula, logo apds o tratamento
com o Oleo essencial. As bandejas foram colocadas na Camara de Crescimento, a
temperatura de 25 °C £ 2 °C e 65% * 10% de umidade relativa, por oito dias. Foram
realizadas duas avaliacBes, de acordo com as Regras para Andlises de Sementes - RAS
(BRASIL, 2009), sendo a primeira aos quatro dias e a segunda, aos oito dias apos a
implantacdo dos testes. As quatro dias, realizou-se a contagem de sementes emergidas,
sendo os resultados expressos em porcentagem de emergéncia.

Na segunda avaliacdo, realizou-se a contagem de sementes emergidas e de plantulas
com tombamento de poés-emergéncia (TPE). Em seguida, procedeu-se a mensuracdo do
comprimento das plantulas em papel milimetrado e a pesagem em balanca analitica para
obter a massa fresca. Os resultados desta foram expressos em porcentagem de emergéncia,
porcentagem de TPE, comprimento médio de plantulas e massa fresca média por plantula.

Ao final do experimento, separou-se material vegetal misto de raizes e parte aérea das
plantulas de pepino, que foram armazenadas em freezer a -20 °C até as avaliagBes
bioquimicas. As avaliacdes bioquimicas realizadas foram as seguintes: teor de proteinas
totais (BRADFORD, 1976); atividade enzimatica de peroxidases (MATSUNO; URITANI,
1972); fenilalanina amonia-liase (FAL) (HYODO et al., 1978; RODRIGUES et al., 2006);
B-1,3-glucanases e quitinases (GUZZO et al., 1996).

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica por meio de teste de
normalidade de Lilliefors, analise de variancia e testes complementares (analise de

Cultura Agrondmica, llha Solteira, v.25, n.4, p.373-386, 2016
376



regressdo), a 5% de probabilidade. Dados que ndo atenderam os pressupostos do modelo
matematico foram avaliados por desvio padrdo da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento micelial de S. sclerotiorum foi afetado negativamente pelo uso de 6leo
essencial de A. citriodora no meio BDA, mesmo nas menores doses testadas (Figura 1). O
potencial antifungico do dleo essencial de A. citriodora observado neste trabalho em baixas
concentracgdes, € relatado também por Lozada et al. (2012). Estes autores observaram que a
utilizacdo de 0Oleo essencial desta espécie e de outras espécies de Aloysia, em teste in vitro,
reduziram o crescimento do fungo Moniliophthora roreri, causador de moniliniose em
cacau, na dose de 0,2% e causou inibicdo total do micélio do patdgeno, nas concentracdes
de 0,8% a 1%.
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Figura 1. Crescimento micelial de S. sclerotiorum em funcdo de concentracBes de 6leo
essencial de A. citriodora em placas de Petri® contendo meio BDA, 72 horas apds
incubagdo em camara de crescimento a 24 °C + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Combrinck et al. (2011), verificaram que a concentracdo minima necessaria de 6leo
essencial de A. citriodora para inibir 100% do crescimento micelial in vitro, dos patdégenos
Colletotrichum gloeosporioides do abacate e da manga, Alternaria citrii de laranjas e
Botrytis cinerea de uvas foi de 0,2%, e para Penicillium digitatum de laranjas e
Lasiodioplodia theobramae de mangas foi de 0,3%.

Bouchra et al. (2003), relataram que na concentracdo de 0,02% em meio BDA, o 6leo
essencial desta planta reduziu o crescimento micelial in vitro, nas taxas de 69,4% para B.
cinerea, 68,2% para Phytophthora citriophthora, 44,4% para Penicillium digitatum e em
40,4% para Geotrichum citri-aurantii. E significativa reducdo do crescimento micelial in
vitro de Fusarium verticillioides foi observado por Lopez et al. (2004), nas faixas de
concentracdo em meio de cultura entre 0,02% a 0,05%.

Cultura Agrondmica, llha Solteira, v.25, n.4, p.373-386, 2016
377



A germinacdo de esclerodios de S. sclerotiorum também foi afetada in vitro pelas
concentragdes de 6leo essencial de A. citriodora. Observou-se efeito linear decrescente com
0 aumento da concentracdo testada, chegando a ter uma total reducdo ou efeito 100%
fungicida/fungistarico na concentracdo de 0,25%, observado pelo céalculo do seu indice de
velocidade de germinacdo (Figura 2).
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Figura 2. indice de velocidade de germinagio de esclerddios de S. sclerotiorum, em funcéo
de concentracdes de 6leo essencial de A. citriodora em meio BDA, oito dias ap0s incubacao
em camara de crescimento a 24 °C + 1 °C, no escuro.

Paulus et al. (2013), estudando a composi¢do quimica do Oleo essencial de A.
citriodora, para as mesmas condic@es de local, solo, estadio vegetativo, més do ano, horario
de coleta e método de extracdo, encontraram como principais componentes, o limoneno
(14,10%) e o citral (geranial + neral) (49,69%).

O limoneno presente em 6leos essenciais das plantas Mentha spicata e Anethum sowa,
também € relatado com efeito antifungico a varios patégenos humanos (AGGARVAL et al.,
2002).

Extraido de citronela (Cymbopogon citratus), o citral € relatado com potencial de
controle a varias espécies de fungos, como Candida albicans, Alternaria citrii, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus oryzae, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Helminthosporium
compactum, Sclerotium rolfsii, Trichophyton mentagrophytes (PATTNAIK et al., 1997) e
Rhizoctonia solani (GONCALVES, 2012). Oriundo de Lippia alba, este composto teve
atividade antifungica a A. fumigatus e Candida krusei (MESA-ARANGO et al., 2009).

Em substrato contaminado com micélio de S. sclerotiorum, a porcentagem de
emergéncia de plantulas de pepino aos quatro e nove dias, ndo foram influenciadas
significativamente pelo tratamento das sementes com concentracdes de 6leo essencial de A.
citriodora (Figura 3). Os tombamentos de pré-emergéncia ndo ocorreram muito
provavelmente pelo fato do patdégeno nédo ter atuado nesta fase de desenvolvimento das
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plantulas, pois o lote de sementes testado, possuia poder germinativo de 97%, que foi o
valor minimo de emergéncia obtido no presente experimento.
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Figura 3. Porcentagem de emergéncia aos quatro e oito dias de plantulas de pepino cv.
Wisconsin SMR 18, em substrato inoculado com S. sclerotiorum, com as sementes tratadas
com concentracdes de 6leo essencial de A. citriodora, incubadas em camara de germinacéo
a 25°Cx1°C e umidade relativa de 65%=10%, fotoperiodo de 12 horas, por oito dias.
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Figura 4. Tombamentos pos-emergéncia (TPE) aos oito dias de plantulas de pepino cv.
Wisconsin SMR 18, em substrato inoculado com S. sclerotiorum, com as sementes tratadas
com concentracdes de 6leo essencial de A. citriodora, incubadas em camara de germinacéo
a 25°C£1°C e umidade relativa de 65%=10%, fotoperiodo de 12 horas, por oito dias.
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Com relacdo ao tombamento de plantulas de pepino em pds-emergéncia (TPE), estes
foram observados no experimento até oito dias apos a semeadura. O uso do 6leo essencial
de A. citriodora diminuiu a ocorréncia dos TPE com relagéo a testemunha do experimento,
sendo gue somente no tratamento das sementes com 0,06% esta varidvel foi estatisticamente
significativa (Figura 4).

Nas varidveis massa verde e comprimento de pléantulas, ndo houve influéncia
significativa pelo tratamento das sementes com o 6leo essencial (Figura 5). Ou seja, 0 uso
do produto ndo foi favordvel para o desenvolvimento das plantulas de pepino no presente
trabalho e também n&o inibiu o seu crescimento, o que pode ser considerado positivo. Oleos
essenciais tém sido relatados com efeitos alelopaticos a plantas quando aplicados as
sementes, como por exemplo, no trabalho de Rosado et al. (2009), onde os autores
observaram que o 6leo essencial de manjericdo (Oncimum basilicum L.) inibiu o indice de
velocidade de germinagdo, comprimento de raizes e a porcentagem de germinacéao de alface,
tomate e melissa.
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Figura 5. Massa verde média por plantula (A) e comprimento médio de plantulas (B) de
pepino cv. Wisconsin SMR 18, em substrato inoculado com S. sclerotiorum, com as
sementes tratadas com concentracdes de 6leo essencial de A. citriodora, incubadas em
camara de germinacdo a 25°C+1°C e umidade relativa de 65%+10%, fotoperiodo de 12
horas, por oito dias.

Com relagdo as andlises bioquimicas realizadas nos tecidos vegetais das plantulas de
pepino, observou-se que o teor de proteinas foi influenciado pelas concentracdes de dleo
essencial de A. citriodora testadas no tratamento das sementes (Figura 6A). Ndo houve
diferenciacdo dos tratamentos com a testemunha, no entanto, o tratamento das sementes
com 0,06% de 6leo essencial foi estatisticamente superior ao tratamento de maior dose
(0,25%) (Figura 6A). Este resultado pode estar relacionado com os resultados obtidos com
os TPE, onde houve menor valor desta variavel no tratamento das sementes com 0,06% de
6leo essencial de A. citriodora (Figura 4), ou seja, quanto maior o teor de proteinas dos
tecidos das plantulas de pepino, menor nimero de TPE ocorreram.

Mesmo ndo havendo uma protecdo efetiva das plantas contra o damping off, a
atividade de peroxidases foi influenciada pelo tratamento das sementes com dleo essencial
de A. citriodora, todas as concentraces tiveram resultado superior ao encontrado na
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testemunha (Figura 6B), 0 que é de suma importdncia na defesa das plantulas ao
tombamento causado por patdgenos. A ativacdo de peroxidases em pepino, eliciada por
extratos brutos aquosos e 0leos essenciais extraidos de plantas, € relatada por Franzener et
al. (2011).
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Figura 6. Atividade bioquimica dos tecidos vegetais (folhas e raizes) de plantulas de pepino
cv. Wisconsin SMR 18, em substrato inoculado com S. sclerotiorum, com as sementes
tratadas com concentracGes de 6leo essencial de A. citriodora, incubadas em camara de
germinacdo a 25°C+1°C e umidade relativa de 65%+10%, fotoperiodo de 12 horas, por oito
dias. A: teor de proteinas; B: atividade enzimatica de peroxidases; C: FAL; D: quitinases; E:
B-1,3-glucanases.

A formacao de espécies ativas de oxigénio, também chamada de explosdo oxidativa, é
uma das respostas mais rapidas de defesa vegetal apds o reconhecimento do patdgeno,
atuando no reforco da parede celular, pela ligacdo cruzada de proteinas estruturais ou de
componentes fendlicos, formando uma barreira mecanica efetiva e de forma direta como
agente antimicrobiano (RESENDE et al., 2003). Além de participar ativamente no controle
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de fitopatdgenos, as peroxidases de acordo com Pinto et al. (2011), podem atuar em vias de
sinalizacdo de rotas de defesa vegetal.

A atividade bioguimica da enzima fenilalanina amonia-liase (FAL) foi influenciada
significativamente pelo tratamento das sementes com 0leo essencial de A. citriodora de
forma linear crescente com o aumento da concentragéo (Figura 6C). Stangarlin et al. (2011)
relatam que a FAL, juntamente com a peroxidase, sdo consideradas enzimas chave de defesa
vegetal, entre 0 metabolismo priméario e o secundario, sendo que a primeira é importante na
formacdo dos compostos fendlicos. Como exemplo de compostos fendlicos que tem como
precursor a FAL, tem-se as cumarinas, ligninas, taninos, flavonoides e isoflavonoides
(GARCIA; CARRIL, 2009).

Para o controle de tombamentos de plantulas, a formacdo de lignina é de suma
importancia, pois a mesma esta relacionada com a maturacdo dos tecidos do vegetal. De
acordo com Bedendo (2011), uma das medidas de controle desse tipo de doenca, é a
promocdo do répido desenvolvimento da plantula, com maturacdo dos tecidos jovens, que
passam dessa forma a serem resistentes.

A atividade enzimatica de quitinases nos tecidos vegetais das plantulas de pepino, ndo
foi influenciada de forma significativa pelo tratamento das sementes com 6leo essencial de
A. citriodora, pois com o uso do mesmo, ndo houve diferenca estatistica quando comparado
a testemunha (Figura 6D). Ao contrario, algumas pesquisas demonstram que O6leos
essenciais tém induzido o aumento da atividade enzimética de quitinases, como exemplo
tem-se a videira, pela aplicacdo do 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis)
(MAIA et al., 2014).

J& a atividade enzimética de B-1,3-glucanases foi influenciada pelo tratamento das
sementes com A. citriodora, sendo que, assim como no resultado obtido para FAL,
observou-se aumento linear crescente desta variavel, com o aumento da concentracdo do
produto utilizado (Figura 6E).

De acordo com Massola Janior e Krugner (2011), S. sclerotiorum, é um fungo
verdadeiro e assim como os quais, possuem em suas paredes celulares, 3-glucanas e quitina.
As B-1,3-glucanases sdo enzimas liticas, que possuem potencial para hidrolisar as -
glucanas presentes na parede celular de fungos, classificadas como “Proteinas Relacionadas
a Patogénese” (Proteinas-RP) (PASCHOLATI, 2011). Pesquisas tém relacionado o uso de
indutores de enzimas liticas como a glucanase, em tecidos vegetais, no controle de S.
sclerotiorum, como por exemplo em canola (FERNANDO et al., 2007) e em alcachofra
(MARCUCCI et al., 2010).

CONCLUSAO

O uso do oleo essencial no tratamento de sementes de pepino, na concentracdo de
0,06%, colaborou na reducdo da incidéncia de tombamentos de pds-emergéncia em
substrato inoculado com S. sclerotiorum. Este resultado pode estar atribuido a atividade
fungistatica ou fungicida direta, observados no teste in vitro realizados no primeiro trabalho.
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A reducdo dos tombamentos pode também estar atrelada aos mecanismos de defesa
ativados nas plantulas de pepino. Os mecanismos de defesa vegetal ativados no presente
trabalho estdo relacionados com o aumento da atividade biogquimica das enzimas
peroxidases, FAL e B-1,3-glucanases.
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