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RESUMO GERAL

O Brasil ¢ um dos maiores produtores agricolas mundiais do amendoim e sua
producdo é limitada por pragas e doengas. Dentre as doengas, destaca-se a murcha de
esclerdcio que causa grandes perdas na agricultura por apresentar mais de 500 hospedeiros e
estar presente em todas as regides tropicais. Avaliou-se o efeito dos Oleos essenciais no
controle da murcha de esclerocio tendo como cultura de referéncia ao amendoim. Foram
testados quatro isolados de Sclerotium rolfsii avaliando-se a sua taxa de crescimento micelial
em BDA (batata, dextrose e agar) e patogenicidade no amendoim (cv. BR 1). O isolado SR5
foi 0 que apresentou a maior taxa de crescimento e o mais agressivo. Os sete 6leos essenciais
foram selecionados pela realizacdo do bioensaio de inibicdo, com concentragdes previamente
estabelecidas, tendo como dosagem referencial 1000 ppm. Sendo novamente selecionados a
baixas concentracdes, a partir de 500 ppm. O 6leo de Palmarosa foi 0 que apresentou a maior
taxa de inibicdo de formacdo de esclerdcios, na menor dose testada (300 ppm). O teste de
supressdo da difusdo do acido oxalico, foi realizado com o isolado mais agressivo (SR5), com
0 6leo de Palmarosa a 400 ppm, o qual reduziu a taxa de crescimento micelial em 55%. Para o
teste de estabelecimento do patdgeno no substrato Baseplant e de patogenicidade nos
gendtipos de amendoim em casa de vegetacdo utilizou-se dois gendtipos, BR 1 e Senegal. O
ensaio realizado com substrato recebeu adigédo de 40 g de P,Os + 15 g KCI + 200 g de
himus/Kg como adubacdo béasica. O genétipo BR 1, foi mais suscetivel que Senegal, o
isolado SR5 mostrou-se mais agressivo, provocando maior indice de doenca quando cultivado
apenas em substrato. O ensaio de validacdo do 6leo contra S. rolfsii em casa de vegetacdo, foi
realizado com sete tratamentos e ao final do ciclo da cultura observou-se um ganho de 54%
no peso das vagens, 57% no numero de vagens/planta e 40% no indice de colheita.

Palavras-chave: Sclerotium rolfsii, inibi¢do de crescimento, controle alternativo, oleaginosa.
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GENERAL ABSTRACT

Brazil is a major producer of world agricultural production is limited by pests and
diseases. Among the diseases Sclerotium rolfsii Sacc. is a fungus that causes major losses in
agriculture by presenting more than 500 hosts and is present in all tropical regions. The effect
of essential oils in control of wilt sclerotia, culture as having reference to the peanut crop,
with subsequent recommendation in agricultural management, with a segment
phytopathological. Using four different isolates of S. rolfsii was conducted mycelial growth
rate, followed by the pathogenicity test in the peanut plants (cultivar BR 1), the SR5 was
isolated which had the highest growth rate and more aggressive. The seven essential oils were
selected for bioassay of inhibition at concentrations previously established, with the reference
dosage of 1000 ppm. Being selected again at low concentrations, from 500 ppm, Palmarosa
oil which was showed the highest inhibition rate of formation of sclerotia, the lowest dose
tested that was 300 ppm. In the test of suppression of diffusion of oxalic acid was performed
with the more aggressive isolated (SR5) with palmarosa oil at 400 ppm, which reduced the
rate of mycelial growth by 55%. The bioassay establishment of the pathogen in the substrate
and pathogenicity in peanut genotypes in a greenhouse with two genotypes, BR 1 and
Senegal. The assay was performed with substrate Baseplant being added 40 g de P,Os + 15 g
KCI + 200 g de humus/kg substrate fertilized. BR Genotype 1 was more susceptible than
Senegal, isolated SR5 was more aggressive, leading to higher rates of disease when grown
only in substrate. In the validation assay of the oil against S. rolfsii in the greenhouse, was
held with seven treatments and at the end of the cycle there was a weight gain of 54% of the

pods, 57% in the number of pods/plant and harvest index of 40%.

Keywords: Sclerotium rolfsii, growth inhibition, alternative control, oilseed.
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PROSPECCAO DE OLEOS ESSENCIAIS PARA O CONTROLE DA MURCHA DE
ESCLEROCIO EM AMENDOIM

INTRODUCAO GERAL

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma dicotileddnea pertencente a familia
Fabaceae, pertence o género Arachis, que surgiu como resultado fértil do cruzamento das
espécies de A. duranensis Krapov e A. ipaensis Krapov (SINGH; SMARTT, 1998). Existe
mais de 80 espécies silvestres, anuais e perenes. O Brasil tem mais de 63 espécies desse
género, sendo 46 exclusivas do Brasil (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). E uma planta
nativa da América do Sul, com cinco paises como centro de origem: Argentina, Bolivia,
Brasil, Paraguai e Uruguai (PENALOSA; VALLS, 1999; HOLBROOK; STALKER, 2002).

O amendoinzeiro é uma planta herbacea de ciclo curto, com crescimento ereto ou
rasteiro, de 25-50 centimetros de altura, possui folhas pinadas de quatro foliolos largos e ovais,
com flores amarelas de estrias vermelhas que crescem nas axilas das folhas. Uma vez caida a
corola, a flor se dobra, 0 ovério se prolonga e obriga o fruto a penetrar no solo, onde ocorre a
maturacdo da vagem, contendo um a cinco e, geralmente, de dois a quatro Ssementes
(BELTRAO et al., 2009). Essa cultura é cultivada em diversas condi¢des ambientais, nos mais
diferentes tipos de solo, entretanto se desenvolve bem nos solos com boa drenagem,
fertilidade razoavel, textura arenosa e com disponibilidade hidrica (BOLONHEZI; GODOY;
SANTOS, 2005). As temperaturas ideais para seu desenvolvimento sdo médias de 35°C
diurnas e 25°C noturna (SUASSUNA; SUASSUNA; ALBUQUERQUE, 2006). Os frutos do
amendoim desenvolvem-se embaixo do solo, portanto, necessita de solos com textura arenosa
ou franco-arenosa, com o pH na faixa de 6,0 a 6,2 (BOLONHEZI; GODOY; SANTOS,
2005).

Essa cultura é disseminada por mais de 80 paises da América, Asia e Africa (SINGH;
SINGH, 1992; MORETZSOHN et al., 2004), sendo cultivado em todos os paises tropicais e
em regides temperadas quentes do mundo, por ser uma oleaginosa de ciclo curto
(SUASSUNA,; SANTOS; GONDIM, 2006). Esta inserida na dieta alimentar, principalmente,
dos paises da Africa e Asia, por ser um alimento com um elevado valor nutritivo e calérico.
Nas sementes encontram-se cerca de 50% de 6leo e 33% de proteina, sendo um alimento que
pode contribuir significativamente para melhorar a dieta alimentar da populacdo de baixa
renda (GRACIANO, 2009; MELO FILHO; SANTOS, 2010). O amendoim possui um elevado

potencial econdmico de comercializacdo do grdo com ou sem casca, 6leo refinado e do farelo,



como produtos de consumo interno e de exportacdo (BRUCHER, 1989; SAN MARTIN,
1995).

Do amendoim se extrair o 6leo, que apresenta alta qualidade nutricional e de féacil
digestdo, sendo utilizado em cosmeéticos, culinaria, biocombustivel e como medicinal. O 6leo
tem em sua composicdo 16% de acido palmitico, 22% de acido beénico, sendo
hipercolesterolémico e pode ser relacionado a propriedades aterogénicas (WORTHINGTON;
HAMMONS, 1977). Porém, em maior proporcdo sdo encontrados os acidos oléico e o
linoléico. A relacdo existente entre esses dois acidos é um indicador da estabilidade do éleo
do amendoim que tem uma relagéo direta com o pH do solo (STALKER; YOUNG; JONES,
1989). A percentagem de proteinas pode variar de 21,0 a 36,4% (WOODROOF, 1983;
DWIVEDI et al., 1993). O amendoim pode ser usado como farelo para ragdo animal e
fertilizante (FERNANDEZ; ROSOLEM 1998; GOES et al., 2004).

No inicio dos anos 70, o Brasil era um dos mais importantes produtores de amendoim,
com um papel fundamental no suprimento interno de dleo vegetal e na exportacdo de
subprodutos. Em 1972, ocorreu sua maior produgdo, com cerca de 970 mil toneladas. Na
época o produto principal era o 6leo, muito utilizado na culinaria. A partir de 1974, foi
relatado uma contaminacédo por aflatoxina nos gréos, dentre outros fatores, contribuindo para
uma diminuicdo do preco do produto nos mercados interno e externo. A situagdo agravou-se
com a maior disponibilidade de éleo de soja (Glycine max L.), desestimulando o plantio do
amendoim. A partir deste periodo até os anos 90 a cultura sofreu uma forte reducdo de area
plantada e producdo (SUASSUNA; SANTOS; GONDIM, 2006).

No Brasil, ocorrem duas safras anuais de amendoim, devido as semeaduras serem em
épocas diferentes, variando conforme a regido de cultivo. A primeira safra ocorre nas regides
Sul e Sudeste, a segunda safra, além dessas regifes, é realizada também nas regides Norte
(Tocantins), Nordeste e Centro-Oeste. Principalmente nos estados de S&o Paulo, o maior
produtor nacional com 80% da producao, seguido pela Bahia 3,6% e Mato Grosso 2,8%. Em
Sao Paulo a cultura do amendoim é utilizada para a renovagdo dos canaviais e na Bahia é
bastante utilizada nas tradicionais festas juninas. A safra de amendoim em 2012 foi de
324,178 mil toneladas de amendoim, sendo grande parte produzida na regido Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, em 2013 estima-se que a produgdo n&do ultrapasse 295 mil toneladas, com
reducdo de 8% da producdo (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2013).

No Nordeste brasileiro, o cultivo do amendoim é realizado basicamente por pequenos

e médios produtores rurais, com éarea de plantio de 13,7 mil hectares (COMPANHIA



NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2012), a qual se encontra em franca expansdo devido
0 incentivo da producdo de Oleo para biodiesel. Esses agricultores utilizam baixo nivel
tecnoldgico, sendo cuja produgdo visa atender principalmente o consumo in natura
(GRACIANO, 2009). Essa regido € o segundo maior pélo consumidor dessa oleaginosa, com
uma demanda regional superior a 50 mil toneladas de vagens (INSTITUTO BRASILEIRO
DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2012). A producdo regional, em média ¢ de 10 mil
toneladas de amendoim em casca, insuficiente para atender os principais mercados de
consumo, como a Bahia, Ceara, Pernambuco, Paraiba e Sergipe (SANTOS; GONDIM,;
FREIRE, 2006).

O amendoinzeiro esta sujeito ao ataque de diversas pragas e doencas, causando-lhes
grandes perdas na sua producdo. Dentre as doencas destacam-se a murcha de esclerdcio que
pode causar perdas de até 90% da producdo, quando as condi¢Ges sdo ideais para o
desenvolvimento do patdgeno (SANTQOS, 2005).

Murcha de esclerécio

A doenca murcha de esclerdcio em amendoim é causada pelo Sclerotium rolfsii Sacc.
¢ um habitante do solo amplamente disseminado por varias regiées produtoras no mundo,
causando murchas e podriddes em mais de 500 espécies botanicas diferentes de hospedeiros
(BARRETO, 2005).

Os sintomas da doenca aparecem com lesdes no colo da planta no nivel do solo na
forma de manchas escuras, encharcadas e necrose do tecido, devido a producdo de acido
oxalico, uma fitotoxina capaz de matar as células da superficie da planta antes da colonizacao
do fungo (BARRETO, 2005). As lesdes afetam a raiz principal, produzindo podridao cortical,
causando amarelecimento das folhas, desfolha prematura, murcha e morte da planta. Em
plantas que produzem vagens, quando estas ficam proximas ao solo, o micélio ocasiona a
podriddo (BARRETO, 2005; SILVA; JUNIOR, 2011). Os danos causados nas raizes podem
comprometer a absorcdo de agua e nutrientes, dificultando o crescimento das plantas. As
plantas jovens sdo mais sensiveis, podendo morrer rapidamente, enquanto as mais velhas séo
mais tolerantes, chegando a ndo ocasionar a morte da planta, entretanto a produtividade é
reduzida (DOMINGUES et al., 2009). O patdgeno é caracterizado por formar um emaranhado
de hifas na regido de acdo do fungo, que ao entumecer recebe o nome de esclerdcios,
inicialmente de coloracdo branca e posteriormente marrom, com didmetro de 0,5 a 2,0 mm,
originaria por hifas laterais (SHURT, 2006).



Esse fungo foi descrito pela primeira vez por Saccardo em 1911. Em 1915, Shaw e
Ajrekar na india relataram sintomas de uma doenca que causava podriddo em batatas, sendo o
patégeno classificado como Rhizoctonia destruens Tassi. Posteriormente em 1930, através de
estudos realizados por Ramakrishnan descobriu-se que se tratava do S. rolfsii. A fase perfeita
desse fungo foi estudada pura por Curzi (1931) que sugeriu o nome de Corticiu
(BASAWARAJ, 2005). Atualmente é classificado como Athelia rolfsii (Curzi) C.C. Tu &
Kimbr, seu teleomorfo, um basidiomiceto da classe Agaricomycetes, causador de damping-off
e de podriddes de raizes (ZAMBOLIM; JESUS JUNIOR; PEREIRA, 2012).

O fungo S. rolfsii tem predominancia nas zonas tropicais e subtropicais, com
temperatura entre 27°C a 30°C e elevada umidade, condicGes ideais para seu desenvolvimento
(SERRA; SILVA, 2005). A germinacdo dos esclerdcios no solo é limitada pela
disponibilidade de oxigénio, pois na sua auséncia a germinacdo nao ocorre. Devido a essa
exigéncia, a germinacdo de esclerocios em solos argilosos é reduzida, pois o fungo se
desenvolve bem proximo a superficie. Em solos arenosos, que tem maior oxigenacao e
atividade microbiana decompositora, ocorre o0 estimulo da germinacdo devido a liberacdo de
nutrientes pelos microrganismos decompositores (BARRETO, 2005).

O patdgeno sobrevive principalmente em restos de cultura, produzindo também
estrutura de resisténcia que é o esclerodio. Estes podem sobreviver por mais de 10 anos,
porém os localizados na superficie do solo sobrevivem por mais tempo que aqueles
localizados nas camadas mais internas do solo, com sobrevivéncia méxima de um ano. Essa
sobrevivéncia é possivel devido a camada externa do esclerdcio ser melanizada, conferindo ao
esclerdcio uma protecdo a dessecacdo e aos raios solares ou qualquer condi¢do adversa do
ambiente. Esse tipo de estrutura também pode ser observado nos géneros de Sclerotinia,
Botryotinia, Monilinia, Rizhoctonia e Claviceps, entre outros (ZAMBOLIM; JESUS
JUNIOR; PEREIRA, 2012). A disseminacdo ocorre pelo uso de solo, esterco, mudas,
sementes e bulbos contaminados ou através do homem, animais, vento, agua e tratos culturais
(BARRETO, 2005).

O controle da murcha de esclerdcio é bastante dificil devido a época de semeadura de
amendoim ser favoravel ao desenvolvimento do fungo e ndo se ter variedades comerciais
resistentes, além disso as praticas sdo preventivas ou utilizadas para reduzir a quantidade de
indculo no solo e a sobrevivéncia do fungo, porém, ndo se consegue eliminar completamente
0 patdgeno da area. As praticas mais recomendadas sdo: arar profundamente o solo,
acelerando a decomposic¢do dos restos de cultura e dos esclerddios; evitar o acumulo de

materia orgénica junto ao colo das plantas; controlar adequadamente as doencas foliares para
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evitar a queda de folhas e acimulo de matéria organica superficial no solo; realizar o controle
de plantas daninhas, eliminando assim hospedeiros selvagens; aumentar 0 espagamento;
promover a rotacdo da cultura por 2 a 4 anos com algodéo; fazer o controle biolégico com
especies de Trichoderma e o controle quimico com carboxin (BARRETO, 2005). O controle
quimico além de ocasionar diversos efeitos nocivos ao ambiente, a salde humana e aos
animais (JESUS JUNIOR et al., 2007).

O manejo organico ou semi-organico da lavoura é o mais adotado pelos agricultores
familiares, como forma de minimizar custos, porém, h4 uma lacuna enorme a respeito de
informacdes técnicas que atestem a eficacia de alguns produtos biologicos usados na lavoura
para defesa das plantas contra plantas invasoras, fungos e insetos, o que tem sido feito de
forma ainda empirica (BELTRAO et al., 2009).

Controle alternativo de fitopatogenos com 06leos essenciais

A flora brasileira possui uma enorme diversidade em espécies, véarias delas, de largo
aproveitamento para uso direto ou indireto nos processos de fabricacdo de bioprodutos para
fins sanitarios, agricolas ou industriais. No aspecto das espécies produtoras de oOleo, a
possibilidade de uso para defesa de plantas contra patdgenos tem se tornado uma
possibilidade promissora de controle de modo mais econdmico e ecologico (SOUZA;
LORENZI, 2005).

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou éleos essenciais, originarios de plantas
medicinais, tém demonstrado forte potencial no controle de fitopatdgenos devido ao seu modo
de acdo fungitdxica direta, atuando na inibicdo do crescimento micelial e retardando ou
interferindo na germinacédo de esporos e na inducdo de fitoalexinas, moléculas, sdo capazes de
ativar ou induzir resposta de defesa nas plantas (MEDICE et al., 2007; LIMA et al., 2008;
KNAAK; FIUZA, 2010).

A possibilidade de uso de tais substancias no controle de plantas e microrganismos
pode envolver o manejo isolado ou integrado, constituindo uma alternativa econdmica e
ecologica, especialmente considerando-se o custo dos defensivos quimicos e seus efeitos
causados ao meio ambiente (TAIZ; ZEIGER, 1998; LIMA, 2007).

Na literatura, varios artigos reportam sobre o potencial fungitoxico de 6leos essenciais
sobre fungos de plantas cultivadas. Mishra e Dubey (1994) investigaram o potencial do 6leo
essencial do capim-limdo (Cymbopogon citratus Stapf) sobre os fungos Penicillium sp.,
Alternaria sp., Fusarium sp., Aspergillus sp. e Botrytis sp., patdgenos em sementes de arroz

(Oryza sativa L.), verificaram ainda a inibicdo de crescimento micelial de todos eles na



concentracdo de 1.500 ppm, essa inibicdo foi atribuida ao citral, presente em maior
concentracdo nesse 6leo essencial. O fungo de semente Aspergillus spp. teve seu crescimento
completamente inibido quando os graos de trigo (Triticum aestivum L.) foram tratados por 24
horas com o0s Oleos essenciais de orégano (Origanum vulgare L.) a 2 ppm e do tomilho
(Thymus captatus L.) a 4 ppm (PASTER et al.,1995).

Com fungos habitantes de solo, Fusarium. oxysporum Schlecht. emend. Snyd. & Hans,
Rhizoctonia solani e S. rolfsii, tiveram seu crescimento micelial inibido quando submetidos a
diferentes concentrac6es do 6leo essencial de capim-limdo (SOUZA et al.,2003). A atividade
antifangica de diferentes espécies do 6leo de copaiba (Copaifera reticulata Ducke) e C.
duckei Dwyer sobre o crescimento micelial de varios fungos de solo na concentracéo de 2,5
ppm, observou-se a inibi¢do do crescimento micelial de R. solani com ambas as espécies,
enquanto que para S. rolfsii e Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, o melhor resultado de
inibicdo foi obtido com a espécie C. duckei (OLIVEIRA et al., 2006). O efeito fungitéxico do
6leo de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) sobre Cladosporium sp., Rhizopus sp. e
Fusarium spp. em grdos de soja, foi demonstrado no desenvolvimento desses fungos na
concentracdo de 200.000 ppm, com reducdo de em 75% do crescimento micelial quando
comparados a testemunha (GONCALVEZ; MATTOS e MORAIS, 2009).

Com fungos de parte aérea, 0s resultados reportados na literatura sdo mais diversos. O
fungo aéreo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, teve sua taxa de crescimento inibida com o
6leo de Pipper callosum Ruiz & Pav a 75 ppm e com 1 ppm para o 6leo de P. marginatum
Jacg. var. anisatum. E a Phytophthora palmivora (E.J. Butler) E.J. Butler foi inibida na
dosagem de 1 ppm com P. callosum e P. enckea (L.) Griseb (SILVA; BASTOS, 2007). Esses
trabalhos demonstram que as espécies do género Piper sdo de larga aplicabilidade para
trabalhos envolvendo manejo de doencas por meio alternativos.

No controle do Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides A. S. Costa, 0
agente causal da ramulose do algodoeiro, os 06leos essenciais alecrim de tabuleiro(Lippia
gracillis Schauer) e citronela (Cymbopogon nardus (L.) W. Watson) foram o0s que
apresentaram maior efeito na inibicdo do crescimento do fungo nas dosagens de 1500-2500
ppm. Em relacdo & germinacdo dos conidios e formacao de apressorios, os 0leos de alecrim de
tabuleiro e citronela e eucalipto citriodora (Eucaliptus citriodora Hook) promoveram
expressivo controle do fungo a partir da concentragdo de 1.500 ppm (LIMA et al., 2008).

Os oleos essenciais de alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham.), manjericdo-cheiroso
(Ocimum gratissimum L.), eucalipto citriodora (Eucaylptus citriodora) e capim-limao

inibiram em 100% o desenvolvimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides
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(Penz.) Sacc., e a germinacgdo dos conidios foi inibida a partir da concentracdo de 0,1 ppm
pelo 6leos de alecrim pimenta, manjericio cheiroso e capim-limdo (SALES JUNIOR;
MARTINS, 2009).

Grande parte dos autores citados acima realizaram ensaios in vitro. Cabe ressaltar,
contudo, que apesar dos expressivos resultados obtidos, a necessidade de se validar os
resultados em bioensaios in vivo é imprescindivel em fungdo do ambiente e da variabilidade
dos isolados avaliados. Isso é bastante relevante quando se considera a possibilidade de
recomendacéo da tecnologia obtida. O potencial de inibicdo do 6leo essencial do capim-limao
sobre isolados C. gloeosporioides do mamao (Carica papaya L.) foi testado e verificado que
esse 0 Oleo essencial a 500.000 ppm inibiu 100% do crescimento micelial nos bioensaios in
vitro, enquanto que nos bioensaios in vivo, a taxa de inibi¢do na concentracdo de 15.000 ppm
foi de apenas 20%, indicando que o ambiente influencia na resposta de inibicdo (MARQUES
et al.,2003). As cultivares de soja MG/BR46 e Suprema tiveram uma reducdo da severidade
da ferrugem asiatica de até de 60,7% e 62,3%, respectivamente, quando as folhas foram
tratadas com os oOleos: eucalipto citriodora a 10.000 ppm, citronela a 5.000 ppm, nim
(Azadirachta indica A. Juss.) a 10.000 ppm e tomilho a 3.000 ppm (MEDICE et al., 2007).

Com o fungo de pré e pos-colheita, Botrytis cinerea Persoon ex Fries, o extrato de C.
citriodora apresentou uma inibigao, in vitro, no crescimento micelial (ZENI et al., 2004). A
inibicdo deste patdgeno, in vitro, também foi observada com o extrato alcéolico de Eucalyptus
Globulus L. (DUARTE et al., 2004). No controle em poés-colheita, relatos da eficiéncia do
6leo de pimenta de macaco (Piper aduncum L.) do Colletotrichum musae (Berk. & Curt) Arx.
em banana (Musa spp. L.) (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004).

Tanto o extrato bruto quanto o éleo essencial de plantas medicinais como: alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), manjerona (Origanum majorana L.), alfavaca (Ocimun basilicum
L.), mentrasto (Ageratum conyzoides L.), babosa (Aloe vera L.), mil-folhas (Achillea
millefolium L.), orégano (Origanum vulgare L.), cardo santo (Argemone mexicana L.),
pitanga (Stenocalyx michelli L.), erva cidreira (Lippia alba L.), poejo (Mentha pulegium L.),
horteld pimenta (Mentha piperita L.), roma (Punica granatum L.), goiabeira vermelha
(Psidium guayava L. var. pomifera), eucalipto citriodora, manjericdo (Ocimum basilicum L.),
arruda (Ruta graveolens L.) e carqueja (Baccharis trimera (Lees.) DC) tém sido utilizados
para estudos, in vitro, de inibicdo de crescimento micelial e esporulacdo de fungos
fitopatogénicos (R. solani, S. rolfsii, A. alternata, Phytophthora sp. e C. graminicola) e em
bioensaios para a inducdo de fitoalexinas em sorgo (deoxiantocianidinas) e soja (gliceolina)
(SCHWAN-ESTRADA, 2002).
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Considerando-se 0 exposto, 0s objetivos deste trabalho foram: prospectar e validar
6leos essenciais vegetais para o controle da murcha de esclerdcio em plantas de amendoim (A.
hypogaea) com fins de posterior recomendagdo para manejo isolado ou integrado do

patdgeno.
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Resumo Avaliou-se o efeito de sete 6leos essenciais no controle da murcha de escler6cio em
amendoim, baseando-se em ensaios in vitro e in vivo. Os ensaios foram conduzidos em
laboratério e em casa de vegetacdo, envolvendo testes de dosagens, supressdo da difusdo do
acido oxalico, resposta genotipo-dependente e validacdo em condi¢fes naturais. Quatro
isolados de Sclerotium rolfsii foram utilizados para este estudo, cedidos pela Colecdo Maria
Menezes e pelo Laboratério de Epidemiologia de doengas de plantas, da UFRPE. Dos sete
6leos avaliados apenas o de palmarosa destacou-se entre os demais, com inibi¢do do fungo a
baixa concentracdo (300 ppm), reduzindo o crescimento micelial em 55%, no teste de
supressdo do acido oxalico. No ensaio de controle da murcha de esclerdcio, em que as
sementes de amendoim foram tratadas com o 6leo de palmarosa a 400 ppm via agua de
irrigacdo e as plantas submetidas a aplicacOes seriadas do 6leo, verificou-se que a aplicacéo

do oleo, de uma Unica vez, possibilitou reducdo do indice da doenca em 55%. Houve, ainda,
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um ganho na ordem de 57%, 54% e 40%, respectivamente, para 0 nimero de vagens, peso das
vagens e indice de colheita, nas plantas tratadas com o 6leo. Demonstrando o potencial uso

desse 6leo no controle da murcha de esclerécio.

Palavras-chave: Antiflngico, Arachys hipogaea, inibigdo, Sclerotium rolfsii

INTRODUCAO

O amendoim é uma oleaginosa que tem se expandido no Brasil devido ao
crescimento nas demandas do produto para os mercados de 6leo e de grdos. Apesar de ser
cultivado, na sua maioria, na regido Sudeste, 0s pequenos agricultores da regido Nordeste tém
adotado essa cultura devido ao mercado emergente e as facilidades de cultivo (Melo Filho e
Santos 2010). A murcha de escler6cio apresenta-se como um dos sérios problemas
fitossanitarios devido ao custo do controle que, por ser oneroso, limita a producédo e o uso da
area, devido a expressividade dos esclerdcios de um ano para outro (Punja 1985). A
perspectiva de se identificar uma forma de controle natural, por meio de derivados vegetais
traz varios beneficios aos agricultores, ndo apenas a cadeia de producdo, mas também a satde
e ao ambiente.

O patégeno habitante do solo Sclerotium rolfsii Sacc. que afeta mais de 500
hospedeiros (Adandonon et al. 2006) distribuidos em mais de 100 familias de plantas
(Almeida et al. 2001; Bulluck 111 e Ristaino 2002; Serra e Silva 2005; Mafia et al. 2007). Os
sintomas da murcha de esclerdcio tem inicio com uma podridao no colo da planta, com lesdes
de coloracdo marrom-claro, que escurece com o0 desenvolvimento da doenca causando
necrose no tecido e posterior morte da planta (Bowen 2003). O controle torna-se dificil devido
a falta de cultivares resistente e do elevado custo com defensivos quimicos e aplicagdo. Além

disso, as praticas de prevencdo ou erradicacdo ndao conseguem eliminar completamente o
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inéculo do solo (Ozgonen et al. 2010). Em lavouras comerciais, como a de feijéo, alho, cebola
e pimentdo, dentre outras, 0s prejuizos podem chegar a 100% (Earnshaw et al. 2000; Serra e
Silva 2005; Fery e Dukes 2011).

Considerando o nivel de dificuldade para o controle de patégenos dessa natureza, sdo
realizados esforgos na busca de alternativas que minimizem os prejuizos dos agricultores e
contribuam com a reducdo de danos ao meio ambiente. Resultados promissores foram
verificados por meio de derivados vegetais, extratos ou 6leos essenciais, com capacidade de
controle contra varios tipos de fungos fitopatdgenos, cujas principais acdes Sao
fungitoxicidade direta, inibicdo do crescimento miceélial devido a retardamento ou a néo
germinacdo de esporos e inducdo de fitoalexinas (Bastos e Albuquerque 2004; Médice et al.
2007; Lima et al. 2008; Carnelossi et al. 2009, Abdolahi et al. 2010; Knaak e Fiuza 2010).

No que se refere aos 6leos essenciais, apesar da maioria dos trabalhos serem in vitro,
os efeitos fungitoxico tem sido reportados em fungos de semente, de solo e da parte aérea.
Faria et al. (2006) verificaram que o Oleo essencial de Ocimum gratissimum L. inibiu o
crescimento micelial de Penicillium chrysogenum Thom; Os 6leos essenciais de Eremanthus
spp. (DC.) MacLeisch e Lippia gracilis Schauer demonstraram efeito sobre o crescimento
micelial de Rhizoctonia solani Kiihn, na dose de 200 pL placa™ (Hillen, et al. 2012); O fungo
Didymella bryoniae (Fuckel) Rehm obtido de plantas medicinais tem sua esporulacéo,
germinacdo e crescimento micelial inibidos com os éleos de eucalipto citriodora (Eucalyptus
citriodora Hook), capim-limdo (Cymbopogon citratus (DC) Stapf), erva de S&o-Jodo
(Ageratum conyzoides L.) e mil folhas (Achillea millefolium L.) (Fiori et al. 2000); Os 6leos
de tomilho (Thymus vulgaris L.) e céssia (Cinnamomum cassia L.) na dose de 300 ppm, inibe
em 100% o crescimento micelial da Alternaria alternata (Fr.) Keissler (Feng e Zheng 2007),

A quantidade de informacdes disponiveis na literatura é grande. Considerando-se,
contudo, que ha variabilidade natural entre isolados e nas concentragfes dos ingredientes

ativos das espécies vegetais, a validacdo de tais resultados em condigcdes naturais é
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imprescindivel para que se possa recomendar, posteriormente, 0 uso do 6leo essencial com
maior confiabilidade.

A exploracdo das atividades bioldgicas dos compostos secundarios no extrato bruto
ou Oleo essencial das espécies vegetais pode se constituir ao lado da inducdo da resisténcia,
em uma potente forma de controle de doencas de plantas de forma real, econdmica e segura
(Schwan-Estrada et al. 2003). A base de aplicabilidade dessa modalidade de controle é amplo,
mas as respostas efetivas giram em funcdo da agressividade do patégeno.

Na zona semiérida do Nordeste brasileiro, varios agricultores tem adotado o controle
de doencas em lavouras de ciclo curto por meio de misturas de extrato e 6leos essenciais, de
forma empirica (Melo Filho e Santos 2010).

Esse trabalho teve como objetivo prospectar e validar éleos essenciais de plantas
medicinais e aromaticas para o controle de S. rolfsii em plantas de amendoim (Arachys
hypogaea L.), por meio de ensaios in vitro e in vivo, com fins de promover posterior

recomendac&o aos agricultores, em sistemas de manejos isolado ou integrado da doenga.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos isolados de Sclerotium rolfsii e teste de patogenicidade

Quatro isolados de S. rolfsii foram cedidos da Colecdo Maria Menezes (CMM) e da
Colecéo de fungos do Laboratorio de Epidemiologia de Doencas de Plantas (LEDP), ambos
da area da Fitossanidade, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Os dados
de passaporte dos isolados utilizados encontram-se na Tabela 1.

Os fungos foram retirados da preservacdo em arroz autoclavado e repicados

inicialmente em placa de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar). Para a
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determinacdo da taxa de crescimento, que consistiu do seguinte procedimento: um disco de
micélio (5 mm didmetro) com quatro dias foi transferido para o centro de placa de Petri com
meio BDA e incubado em B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) & temperatura 28°C, com
12 h de fotoperiodo. Esse procedimento foi feito para cada isolado, com cinco repeticOes e
dispostos ao acaso na B.O.D. Sendo mensurado o crescimento micelial nas placas medindo-se
o diametro da colénia em dois sentidos diametralmente opostos, a cada 24 h, até o patdgeno
atingir as bordas da placa. A taxa de crescimento micelial (TC) foi calculada pela formula
adaptada de Lilly e Barnett (1951) TC=(C, - C1)/(T, - T1), onde: TC=Taxa de crescimento
micelial; C,=Crescimento atual da col6nia (mm); C;=Crescimento da col6nia no dia anterior;

T,=Tempo atual apés a inoculacdo (h); T;=Tempo da medicao anterior (acumulado).

Tabela 1 Dados de passaporte dos isolados de Sclerotium rolfsii utilizados neste estudo

Isolado  Cddigo Colecéo Local Hospedeiro Nome cientifico

SR5 S.r. 28 LEDP  Cristalina- GO Grao de bico Cicer arietinum

SR14 CMM 2115 CMM Teresina-Pl Feijao-caupi Vigna unguiculata

SR15 CMM2930 CMM Potengi — CE  Feijdo-caupi V. unguiculata

SR16 CMM3051 CMM  Alhandra-PB Feijdo-caupi V. unguiculata

Para o teste de patogenicidade foi utilizada a metodologia adaptada de Bastos e
Albuquerque (2004), plantas de amendoim (cultivar BR1) com 15 dias foram inoculadas com
0 patodgeno, o qual foi cultivado previamente em meio BDA por nove dias. Foram colocados
dois esclerdcios por ferimento no colo da planta, ocasionado com o auxilio de um bisturi.

Apobs a inoculacédo, o ferimento foi coberto com algod@o umedecido com ADE (agua destilada
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esterlilizada) e envolvido com Parafilm®. O tratamento controle consistiu de plantas com
ferimentos sem adi¢do dos esclerdcios. Apos a inoculacdo, as plantas foram submetidas a
camara Umida por 48 h, seguindo metodologia adaptada de Falcéo et al. (2005).

A avaliagéo da severidade foi realizada com base em escala de notas adaptada de Fery
e Dukes (2002), onde: 1= plantas sem sintomas; 2= plantas com escurecimento do colo; 3=
plantas com estrangulamento do colo, porém ainda vivas; 4= plantas com estrangulamento e
crescimento fungico no colo, porém ainda vivas; 5= plantas mortas. Para estimar o indice da
severidade da doenga (DSI), as notas foram transformadas adotando-se a formula: DSI(%) =)
(pontuacdo de todas as plantas)/[5x (numero total de plantas)] x 100 (Paula Junior et al. 2011).
O delineamento adotado foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes.

Ao final dos procedimentos, as plantas foram coletadas e realizado reisolamento do

patégeno em meio de BDA.

Inibicdo da formacao de esclerdcios de Sclerotium rolfsii por 6leos essenciais

No presente estudo, foram utilizados os seguintes 0leos essenciais, todos adquiridos
em estabelecimentos comerciais da marca Bioesséncia (Industria Bioesséncia Produtos
Naturais Ltda., Sdo Paulo, Brasil): Manjericdo (Ocimum basilico L.), Junipero (Juniperus
communis L.), Palmarosa (Cymbopogon Martinii (Roxb.) Stapf var.motia Burk), Eucalipto
estaigeriana (Eucalyptus staigeriana F. Muell), Cedro atlas (Cedrus atlantica Manetti),
Gengibre (Zingiber officinale L.) e Copaiba (Copaifera oficinalis L.). Um bioensaio prévio
foi conduzido visando testar a capacidade de cada 6leo para inibir a formagéo de esclerécios,
tomando-se como referencial a dosagem de 1000 ppm. Posteriormente, os 6leos selecionados
foram novamente testados, sendo que desta vez, nas concentrages de 300, 400, 500, 600,

700, 800, 900 ppm. Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Fungos de Solo, da area
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de Fitossanidade, na UFRPE. Cada 0leo foi adicionado ao meio BDA fundente (+ 40°C),
contendo espalhante adesivo (Tween® 20) na mesma proporcao do 6leo.

Para cada tratamento, um disco do meio BDA contendo micélio do isolado (SR5) que
apresentou maior taxa de crescimento e 0 mais agressivo no teste de patogenicidade foi
depositado no centro da placa de Petri (@ 9 cm), nas dimensdes e procedimentos descritos no
item anterior. As placas foram acondicionadas em B.O.D. a 28°C e fotoperiodo de 12 h. Ao
final de 15 dias, foi realizada a contagem do nimero de esclerdcios por placa. O delineamento

adotado foi inteiramente casualizado com sete repetigoes.

Inibicéo da formacéo de esclerocios com diferentes isolados de Sclerotium rolfsii por dleos

essenciais

Este teste foi conduzido com todos os isolados descritos na Tabela 1 objetivando
atestar os resultados obtidos no ensaio anterior, na menor concentracdo do 6leo selecionado,
com os quatro isolados de S. rolfsii. O procedimento metodoldgico foi 0 mesmo descrito

anteriormente. O delineamento adotado foi inteiramente casualizado com cinco repeticoes.

Supressdo da difusdo do &cido oxalico

Neste experimento foi utilizado o isolado de S. rolfsii mais agressivo (SR5) com base
no teste de patogenicidade, descrito anteriormente. Ao meio de cultura 523 (Kado and Heskett
1970), acrescido de azul de bromotimol a 0,005% (adaptado de Steadman et al. 1994), foi
adicionado o 6leo de melhor resposta na concentragcdo selecionada no ensaio anterior. Um
disco (@ 5 mm ) de micelio de cada isolado, com quatro dias de cultivo no meio de BDA, foi
depositado no centro da placa de Petri e posteriormente acondicionado em B.O.D, seguindo

procedimentos descritos nos ensaios anteriores.



24

De cada placa foi avaliada a capacidade do 6leo em alcalinizar o meio, restringindo a
difusdo do acido oxalico produzido pelo patégeno, evidenciado pela formacdo de um halo de
inibicdo de coloragdo amarela e reducdo do tamanho da col6nia. O delineamento foi
inteiramente casualizado com cinco repeticdes, senda cada repeticdo constituida por uma

placa de Petri.

Estabelecimento do patdgeno no substrato e de patogenicidade a gen6tipos de amendoim em

casa de vegetacao

Para o estabelecimento do patégeno, os quatro isolados de S. rolfsii (Tabela 1) foram
previamente cultivados em arroz autoclavado e adicionados, cada um, ao substrato comercial
Baseplant®, na concentracdo de 72 mg Kg™* de substrato (Barbosa et al. 2010). Considerando-
se que as quantidades basais de fertilizantes do Baseplant® poderia afetar o desempenho das
plantas, outro tratamento foi testado, que consistiu em adicionar a cada quilo de substrato 40g
de P,Os + 15g KCI + 200g de humus, atendendo recomendacéo para a cultura, descrita em
Bolonhesi et al. (2005).

O substrato foi infestado depositando 72mg do arroz colonizado pelo fungo na cova de
cada vaso (1 Kg), a qual ficou aberta por 48 h. A seguir, foram colocadas duas sementes,
previamente desinfestadas, de amendoim por cova. As regas foram realizadas diariamente,
mantendo-se a capacidade de campo. Para verificar se a resposta a infeccdo foi genotipo-
dependente, foram utilizadas duas cultivares, sendo uma representada pelo tipo botanico
Spanish (Senegal 55437) e outra pelo tipo Valencia (BR1). O delineamento foi inteiramente
casualizado cujos tratamentos foram com e sem adubacgdo, composto por cinco repeti¢cdes. As
plantas foram monitoradas diariamente por 15 dias para observacdo do estabelecimento do
patdgeno no substrato e desenvolvimento dos sintomas da doenca nas plantas. Ao final do

ensaio, avaliou-se o indice da doenca, seguindo metodologia acima descrita.
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Validacdo do dleo contra Sclerotium rolfsii em casa de vegetacao

Sementes da cultivar BR1 foram cultivadas em vasos (5 Kg), contendo substrato
Baseplant®, adicionado, de 40g de P,Os + 15g KCI + 200g de himus/ Kg de substrato. O
substrato foi previamente infestado seguindo 0s mesmos procedimentos descritos no item
anterior. O ensaio constou do tratamento de sementes de amendoim (BR1) com o 64leo
essencial e concentragdo selecionada nos ensaios anteriores. O 6leo foi avaliado em dose
(nica e em aplicacBes seriadas, sendo que, nestes, aplicou-se 400 pl mL™ do 6leo na agua de
irrigacdo, em todos os tratamentos, assim representados: CN- controle negativo (semente
tratada apenas com agua); STO- sementes tratadas com 6leo essencial em um Unica aplicacgéo;
STF- semente tratada com fungicida comercial Vitavax-Thiram; STO-7- sementes tratadas
com oOleo + aplicagcbes semanais da emulsdo; STO-10- sementes tratadas com Oleo +
aplicacdes decenais da emulsdo; STO-15- sementes tratadas com 6leo + aplicagdes quinzenais
da emulsdo; STO-30- sementes tratadas com 6leo + aplicagdes mensais da emulsao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e
cinco repeti¢des. Ao final do ciclo da cultura foi estimado o indice da severidade da doenca e
avaliadas as seguintes variaveis agrondémicas: peso das vagens, nimero de vagens por planta e
indice de colheita, que foi estimado pela relagdo: (biomassa seca das vagens/biomassa seca da

planta)x100.

Analise estatistica

Ap0s coleta dos dados, procedeu-se a analise de variancia pelo teste F com auxilio do

programa Statistix® para Windows (versdo 9.0). As médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade. Para andlise estatistica dos dados o ensaio em casa de
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vegetacdo, os valores de severidade da doenca foram transformados adotando-se o indice da

severidade da doenca (DSI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencéo dos isolados de Sclerotium rolfsii e teste de patogenicidade

Todos os isolados apresentaram crescimento normal em meio de BDA, entre eles, o

SR5 apresentou maior taxa de crescimento com média de 1,12cm/dia (Fig. 1), alcangando

toda placa em apenas quatro dias, sendo portanto, o isolado escolhido para os demais ensaios.
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Fig. 1 Taxa de crescimento micélial dos isolados de Sclerotium rolfsii em meio de cultura
BDA,; a- Isolado SR5, b- Isolado SR14, c- Isolado SR15, d- Isolado SR16.
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Quanto a patogenicidade, os primeiros sintomas foram observados 48 h apds a
inoculagdo, ao se retirar a cdmara umida, dos isolados SR5 e SR14, verificando-se necrose da
regido lesionada da planta e presenca de micélio branco na regido inoculada. Os sintomas
evoluiram para estrangulamento na regido afetada e murcha da planta. Baseando-se na escala
de Fery e Dukes (2002), o isolado SR5 demonstrou ser 80% mais agressivo que os demais e
com a maior taxa de crescimento (Tabela 2). Os demais isolados ndo diferiram
estatisticamente entre si. O isolado SP5 foi reisolado das plantas sintomaticas e seu agente

causal foi identificado e confirmado, completando os postulados de Koch.

Tabela 2 indice da severidade da doenca (DSI) e taxa de crescimento (TC) dos isolados em

plantas de amendoim aos15 dias de inoculagdo

Isolado DSI (%) TC (cm/dia)
SR5 80,0a 1,12a
SR14 48,0b 0,94b
SR15 32,0b 0,66b
SR16 48,0b 0,92b
CV (%) 12,51 8,34

Dados originais transformados em (x + 0.5). Letras iguais dentro da mesma coluna no
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (P<0.05). CV- Coeficiente de variagéo.

Inibicdo de formacao de esclerdcios do Sclerotium rolfsii por dleos essenciais

Entre os 6leos essenciais analisados, os resultados mais expressivos foram obtidos
com o de Palmarosa que inibiu em 100% a formacdo de esclerdcio e 0 desenvolvimento
micelial do patégeno, tanto no bioensaio a 1000 ppm como nos experimentos subsequentes,

utilizando menores dosagens (sintese dos resultados na Tabela 3). Esse resultado é
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interessante uma vez que 0s esclerocios sdo estruturas de resisténcia a adversidades
ambientais e a reducdo de sua propagacao por meio de um dleo a baixa concentragdo pode

representar uma alternativa para o controle do fungo de forma menos agressiva ao ambiente.

Tabela 3 Numero de esclerdcios de Sclerotium rolfsii formados na presenga do 6leo essencial

de Palmarosa

Oleo essencial Dosagem (ppm)

0 300 400 500 600 700 800 900 1000
Controle 113,5a - - - - - - - -
Palmarosa - Ob Ob Ob Ob Ob Ob Ob Ob
CV (%) 2,82

Dados originais transformados em \(x + 0.5) para efeito de analise estatistica. Letras iguais
dentro da mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0.05).
CV- coeficiente de variacao.

A acdo antimicrobiana do 6leo de palmarosa é relatada em vegetais com acdo sobre
fungos (Misra et al. 1988; Singatwadia and Katewa, 2001; Stangarlin et al. 2011; Wilson et al.
1997) e leveduras (Prashar et al. 2003). O efeito fungitdxico desse 6leo é relatado sobre os
fungos Aspergillus flavus Micheli, A. fumigatus Fresen e A. parasiticus Speare, quando
utilizados nas concentragdes de 3000, 2000 e 900 ppm, respectivamente, com inibicdo do
desenvolvimento dos fungos em 100%, devendo-se sua atividade ao geraniol, 0 componente
majoritario do 6leo (Misra et al. 1988). O efeito inibitério em levedura, Saccharomyces
cerevisiae Meyen, a qual o 6leo de palmarosa reduziu o crescimento em 100%, na dose de
0,1%. Segundo os autores, o geraniol teve acdo direta na membrana celular da levedura
(Prashar et al. 2003). Em Botrytis cinerea Persoon ex Fries o 6leo de palmarosa reduziu
germinacdo do esporo na dose de 0,78% ap0s 40h da aplicacdo (Wilson et al. 1997). Este
mesmo 6leo também teve acédo na inibicdo do crescimento micelial, na germinacéo de esporos

e na formacdo de apressorios de Colletotrichum sp. quando utilizado na dose de 10%.
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(Stangarlin et al. 2011). Talvez este seja o primeiro relato da acdo do éleo de palmarosa

contra S. rolfsii.

Inibicdo do crescimento micelial com diferentes isolados de Sclerotium rolfsii

Todos os quatro isolados de S. rolfsii obtidos de estados distintos, ndo apresentaram
crescimento micelial na dose de 400ppm do 6leo de Palmarosa, comprovando o efeito de

inibicdo deste 6leo sobre o patogeno.

Supressdo da difusdo do &cido oxalico

O o6leo de Palmarosa foi selecionado para esse teste em funcéo dos resultados obtido
nos ensaios de inibi¢do. Apesar de ndo ter sido verificado presenca de esclerdcios a 300 ppm,
selecionou-se a concentragdo de 400 ppm, como margem de seguranca. Verificou-se que o
6leo reduziu o crescimento micelial em 55% e ndo permitiu a formagao do esclerdcio (Fig. 2)
(Tabela 4). Esse resultado reforca o que foi observado no ensaio anterior, da agdo antifingica
deste dleo sobre o S. rolfsii. O &cido oxalico é naturalmente produzido pelo patégeno durante
0 processo de parasitismo na planta hospedeira (Deacon 1997), podendo ser também
produzido na fase saprofitica (Kucey et al. 1989). Esse componente se combina com o calcio,
presente no tecido do hospedeiro, favorecendo a acdo de enzimas pectinoliticas, responsaveis
pela degradacdo dos tecidos vegetais (Deacon 1997). Segundo Almeida et al. (2001), essa
producéo de acido oxalico pode ser uma das principais causas da ampla gama de hospedeiros
do S. rolfsii, associada ao rapido desenvolvimento do fungo. Testes in vitro demonstram que 0
acumulo progressivo do acido oxalico pelo fungo leva a diminuicdo do pH no meio de cultura
(Maxwell e Lumsden 1970). Isso favorece a formacdo de esclerdcios no meio de cultura

(Rollins e Dickman 2001).
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Tabela 4 Inibicdo da difusdo do &cido oxalico de Sclerotium rolfsii devido & presenca do dleo

de Palmarosa

Tratamento Crescimento micelial (mm)  Halo de inibicdo (cm) Reducéo (%)
Palmarosa 26,26° 35,78a 70,5
Controle 88,75b 1,25b 1,4

CV (%) 4,15 2,64

Dados originais transformados em (x + 0.5) para efeito de analise estatistica. Letras iguais
dentro da mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
CV- coeficiente de variagéo.

Fig. 2 Formagdo do halo de inibicdo de difusdo do &cido oxalico liberado pelo Sclerotium
rolfsii, com adi¢do do 6leo de palmarosa no meio de cultura BDA; a- Halo de inibi¢cdo com o
6leo de Palmarosa a 400ppm; b- Testemunha. (Foto de Guerra, Y. L.).

Estabelecimento do patégeno no substrato e patogenicidade em gendtipos de amendoim

Nesse teste verificou-se o crescimento do fungo no substrato Baseplant® apds 48 h de
inoculagdo, em 99% dos tratamentos. Oito dias apds a germinacdo, as plantulas ja
apresentavam formacéo de esclerdcios no colo, com lesdes escuras e crescimento cotonoso ao
redor dessas leses.

As médias referentes ao indice de doenca em cada cultivar encontram-se na Tabela 5.

Verificou-se diferencga estatistica significativa entre todos os tratamentos, indicando que ha
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variacdo na patogenicidade dos isolados com maior expressdo na agressividade quando os
mesmos foram cultivados na presenga do substrato sem acréscimo de fertilizantes. A cultivar
do tipo Valéncia (BR1), foi mais suscetivel que a do tipo Spanish (Senegal 55437). Até o
presente momento ndo hé relatos de cultivar de amendoim com resisténcia a S. rolfsii, sugere-
se que a menor vulnerabilidade da Senegal 55437 esteja associada a sua elevada precocidade
que por florar e finalizar o ciclo mais rapido compete menos na perda de metabdlitos, quando

se depara na situacao de estresse bidtico ou abiotico (Pereira et al. 2011).

Tabela 5 indice da severidade da doenca em duas cultivares de amendoim inoculadas com

diferentes isolados de Sclerotium rolfsii

Tratamento BR1 "RDSI (%) Senegal 55437 RDSI (%)
S S+F S S+F

Controle 0dA 0eA - OeA OcA -

SR5 100aA 76aB 24 24aA 8aB 67

SR14 76bA  36bB 53 14bA 4bB 71

SR15 72bA  24cB 67 4cdA 0,5cB 87

SR16 20cA  26CcA - 8cA 0,5cB 94

CV% 14,38

Substrato sem suplementacdo de fertilizantes (S) e com suplementacdo de fertilizantes
(S+F)."RDSI - reducdo do indice da severidade da doenca das cultivares comparada com e
sem adic&o de fertilizantes no substrato. Letras mindscula compara entre isolados e maidscula
entre tratamentos: Médias com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste
de Tukey (P<0,05). Dados originais transformados em (x + 0.5) para efeito de anélise
estatistica. CV- coeficiente de variacéo.

Entre os isolados avaliados, SR5 mostrou maior severidade, promovendo um maior
indice da severidade da doenca (DSI) quando cultivado apenas em substrato. Em todos os

demais isolados verificou essa tendéncia, o que reforca a indicacdo de fertilizacdo adequada
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das lavouras como forma de minimizar os prejuizos causados por fitopatdgenos. Segundo a
literatura, macrofertilizantes, em especial o0 potéssio, contribuem expressivamente para
reduzir a vulnerabilidade de plantas contra fungos de vagens, hastes e folhagens (Huber e
Arny 1985; Mascarenhas et al. 2003; Basseto et al. 2007). Ha também relatos de que o
fornecimento equilibrado de potéssio reduz a incidéncia de doengas nas plantas devido a
maior resisténcia a penetracdo em fungdo da maior espessura e rigidez da parede celular, esse
processo limita o desenvolvimento de alguns patdgenos (Basseto et al. 2007). Tal resultado
corrobora com Huber e Arny 1985; Mascarenhas et al. 2003; Basseto et al. 2007, os quais
relatam que para o S. rolfsii, a adubacdo adequada é uma das medidas de controle porque

reduz a incidéncia do patégeno nas plantas.

Validacédo de 6leo essencial no controle de Sclerotium rolfsii em amendoim

O ensaio de validacao foi realizado em casa de vegetacao, no periodo de abril a julho
de 2012. As médias da umidade relativa do ar e temperatura do solo durante o periodo do
ensaio, variaram entre 77% e 96% e 39°C e 45°C, respectivamente. Nessas faixas de
temperatura o S. rolfsii mantem seus esclerdcios viaveis para provocar a doenca (Ghini et al.
1992).

As médias referentes ao DSI e as varidveis agrondémicas encontram-se na Tabela 6.
Todos os tratamentos com o 6leo de palmarosa reduziram significativamente a murcha de
esclerdcio. Entretanto ndo foi verificada diferenca estatistica entre os tratamentos com 6leo
para DSI, indicando que, para controle do isolado desse estudo, as sementes podem ser
tratadas com este 6leo a 400 ppm, de uma Unica vez, minimizando custos adicionais de
aplicacdo. A média do DSI situou-se em 21%, correspondendo a uma redugdo em 55% com

relacdo ao controle.
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Conforme pode ser verificado no ensaio de selecdo de gendtipos (Tabela 5), o DSI da
BR1 situou-se em 76% nos ensaios com suplementacdo de fertilizantes. A diferenca
encontrada no DSI do ensaio de validacdo (Tabela 6) na faixa de 47% deve-se a maior
disponibilidade de nutrientes que foi oferecida as plantas, condicionando-as a um melhor

desenvolvimento durante sua fenologia.

Tabela 6 Médias do indice da severidade da doenca (DSI) e de trés varidveis agronémicas em
plantas de amendoim (BR1) tratadas previamente com 6leo de palmarosa a 400 ppm no

controle da murcha de esclerécio

indice de Vagens maduras/Plantas Indice de
Tratamento doenca (%) NUmero Peso (g) Colheita (%)
Controle negativo 47,17a 7b 6,7b 26,53b
STF 13,40d 10a 9,6a 37,93a
STO 21,01b 1la 10,5a 36,91a
STO-7 20,73b 10a 9,5a 35,06a
STO-10 20,80b 10a 9,6a 38,20a
STO-15 21,50b 10a 9,6a 36,84a
STO-30 22,22b 12a 11,4a 37,75a
CV% 9,45 12,61 10,78 17,32

CN-controle negativo (semente tratada apenas com agua destilada esterilizada); STO-
sementes tratadas com 6leo essencial em um Unica aplicacdo; STF- semente tratada com
fungicida comercial (carboxina + tiram, 250mL100kg™ semente); STO-7-sementes tratadas
com 6leo + aplicacbes semanais da mistura; STO-10-sementes tratadas com 6leo + aplicacdes
decenais da mistura; STO-15-sementes tratadas com Gleo + aplica¢fes quinzenais da mistura;
STO-30-sementes tratadas com 6leo + aplicacBes mensais da mistura. Médias seguidas de
mesma letra dentro da mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. CV-
coeficiente de variagéo.

Com relacdo aos dados agronémicos, verificou-se que, com excecdo do controle, 0s
demais tratamentos ndo diferiram entre si, indicando que, tanto o tratamento com fungicida

quanto com oOleo de palmarosa permitiram um ganho na ordem de 57%, 54% e 40%,
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respectivamente, para o numero de vagens, peso das vagens e indice de colheita, em
comparagdo com o tratamento controle.

Vaérios trabalhos tem evidenciado o potencial de déleos essenciais para controle de
fitopatdgenos, principalmente em ensaios in vitro. Neste trabalho, as evidencias comprovaram
tanto in vitro como in vivo o potencial do 6leo essencial de palmarosa no controle de S. rolfsii,
para esse patossistema. Os ensaios aqui conduzidos abrangeram questdes enzimaticas, no teste
de supressao do ac. oxalico, e agronémicas de modo a confirmar a efetividade do 6leo contra
o fitopatogeno estudado. Considerando-se a complexidade das formas de controle para S.
rolfsii em campo, as informac6es contidas neste trabalho oferecem oportunidade de controle
da doenca de maneira mais agroecoldgica sendo, portanto, uma alternativa para agricultores

que adotam um manejo de lavoura menos agressivo ao meio ambiente.
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CONCLUSOES GERAIS

Oleo de palmarosa tem potencial para o controle da murcha-de-esclerdcio em

amendoim;

Com relagdo a murcha-de-esclerdcio, nos testes in vivo, a cultivar BR1 se comportou

como mais susceptivel que Senegal;

O tratamento da semente do amendoim (BR1) com o 6leo de palmarosa em dose Unica
é suficiente para se obter a reducdo da murcha de esclerécio e mesma producdo de

vagens e sementes nas condicdes testadas.



