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RESUMO

PUTRICK, Thayla Christiane. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Controle
alternativo de Sclerotinia sclerotiorum com 6leo essencial da casca de laranja.
Professor Orientador: Gustavo de Faria Theodoro

Os Oleos essenciais sdo considerados fontes para o desenvolvimento de novos
produtos naturais. A utilizacdo desses 6leos tem mostrado resultados promissores
capazes de controlar o desenvolvimento de fitopatogenos de grande importancia
econdbmica. O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary € um patdgeno
necrotrofico e cosmopolita, de dificil controle em funcdo da sua capacidade de
produzir estruturas de sobrevivéncia no solo. O objetivo deste trabalho foi estudar o
efeito do produto comercial a base de 6leo essencial da casca da laranja (Orobor
N1) sobre o crescimento micelial e a germinacdo carpogénica de esclerédios de
Sclerotinia sclerotiorum. Para avaliar o efeito do produto sobre o crescimento
micelial, foram utilizadas as dosagens de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 mL.100 L™ de
agua, do produto comercial (Orobor N1), que foram incorporadas, ao meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA). Em seguida foi vertido em placas de Petri e, apés a
solidificac@o, depositou-se um disco de 6 mm de BDA, contendo micélio dos
isolados fungo. As placas foram incubadas a 22 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. As
avaliacOes consistiram em medi¢fes diarias do diametro médio da colbnia, até que o
fungo se desenvolvesse até as margens da placa. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial com cinco isolados x seis
concentracbes, com quatro repeticbes. Para a avaliagdo da germinacéo
carpogénica, houve a deposicdo de 200 g de solo autoclavado em caixas tipo
gerbox, havendo a adicdo de agua destilada esterilizada até que atingisse 62% da
capacidade de campo do solo. Foram depositados 16 esclerddios por caixa. Em
seguida, foram aplicadas solugbes, com pulverizador manual, com as mesmas
concentracbes do Oleo essencial utilizadas no experimento anterior, completando
assim 100% C.C. do solo. As caixas gerbox foram incubadas em B.O.D., a 19+£2°C,
fotoperiodo de 12 horas. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial com cinco isolados x seis concentragdes, com trés
repeticbes. As avaliacbes foram efetuadas contando-se o numero de estipes e
apotécios formados por caixa, aos 30, 45, 60 e 75 dias apds a implantacdo do
experimento. No crescimento micelial verifica-se que nas maiores concentracdes
houve significativo aumento da porcentagem de inibicéo e, a partir da concentracao
de 200 mL.100 L?, também foi observada a reducdo da producédo de esclerédios.
Verificou-se que o 6leo essencial ndo inibiu a germinagdo carpogénica em nenhum
dos isolados estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Mofo branco, fitoterapia, crescimento micelial, esclerédio.



ABSTRACT

PUTRICK, Thayla Christiane. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Alternative control of Sclerotinia sclerotiorum (Lib.), with essential oil of orange peel.
Adviser: Gustavo de Faria Theodoro

Essential oils are considered as sources for the development of new natural
products. The use of these oils has shown promising results able to control the
development of plant pathogens of great economic importance. The fungus
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary is a necrotrophic and cosmopolitan pathogen,
difficult to control due to its ability to produce survival structures on the ground. The
objective of this work was to study the effect of the commercial product to the
essential oil base orange peel (Orobor N1) on mycelial growth and carpogenic
germination of sclerotia of Sclerotinia sclerotiorum. To evaluate the effect of the
product on the mycelial growth were repeated dosages of 0, 50, 100, 150, 200 and
250 mL.100 L-1 water the commercial product (Orobor N1), which were incorporated
into the midst potato-dextrose-agar (PDA) culture. It was then poured into Petri
dishes and, after solidification, is placed a disc of 6 mm PDA containing isolated
mycelium of the fungus. The plates were incubated at 22 + 2 ° C and 12 hour
photoperiod. Evaluations consisted of daily measurements of the average diameter
of the colony until the fungus to develop up to the plate margins. The experimental
design was completely randomized in a factorial design with five isolates Xx six
concentrations, with four replications. To evaluate the germination carpogenic, there
was a deposition of 200 g of sterilized soil in gerbox boxes, with the addition of
sterilized distilled water until it reached 62% of the field capacity. Sclerotia were
deposited 16 per box. Then solutions were applied with hand sprayer, with the same
essential oil concentrations used in the previous experiment, thus completing 100%
C.C. soil. The gerboxes were incubated in B.O.D. to 19 + 2 ° C, 12 hour photoperiod.
The experimental design was completely randomized in a factorial design with five
isolates x six concentrations, with three replications. Evaluations were made by
counting the number of stipes and apothecia formed by box, 30, 45, 60 and 75 days
after implantation of the experiment. In mycelial growth verifies that the higher
concentrations a significant increase of percentage inhibition and concentration from
200 mL.100 L-1 was also observed reduced sclerotia production. It was found that
the essential oil did not inhibit germination carpogenic in any of the studied isolates.

KEY-WORDS: White mold, herbal medicine, mycelial growth, sclerotia.
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1 INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary € um fungo necrotréfico, que infecta e
causa perdas econbmicas com ampla gama de plantas hospedeiras (BOLAND;
HALL, 1994; BOLTON et al., 2006), entre elas se encontram culturas importantes,
por exemplo soja, feijdo, algodéo, girassol, milho, batata, para citar apenas algumas
(GRAU, 1988). O desenvolvimento deste patdégeno é favorecido por alta umidade
aliada a temperaturas amenas (CANOVA, 2014). Este patégeno se espalhou por
todos os principais paises produtores de soja do mundo, incluindo Canada, Estados
Unidos, Brasil, Argentina, China e india (WRATHER et al., 2001).

As doengas conhecidas como mofo branco ou podriddo recebem essas
denominacfes em funcao dos sinais e sintomas causados pelo patégeno na planta,
entretanto, ndo ha um dnico sintoma relatado comum a todas as plantas infectadas
pelo patdgeno (LEITE, 2005; DAVIDSON et al.,2016). Entre os sintomas conhecidos
estdo a presenca de lesGes encharcadas nos 6rgéos afetados, de coloracédo parda e
consisténcia mole, com micélio branco, de aspecto contonoso, cobrindo por¢des dos
tecidos (LEITE, 2005).

Este patdgeno sobrevive no solo na forma de estruturas chamadas
esclerédios, agregados de hifas que formam estruturas compactas que podem
permanecer viaveis por um longo periodo de tempo, e germinam com temperaturas
variando entre 15° a 21°C, alta umidade do solo e ar (ALMEIDA et al., 2005). A
germinacao proporciona a formacdo de micélio, que coloniza os tecidos da parte
basal da planta, ou apotécios, que liberam ascdsporos, esporos responsaveis pela
infeccdo da parte aérea (ABDULLAH et al.,2008).

Presume-se que o mofo branco esteja presente em todas as regides agricolas
produtoras de soja. A incidéncia da doenca é favorecida por periodos prolongados
de elevada umidade relativa do ar e temperaturas amenas (PURDY, 1979). Pode
causar prejuizos de 100% na area infestada e em alguns casos levando até o
abandono da mesma (PURDY, 1979).

O controle do mofo branco é considerado dificil devido & sobrevivéncia do
fungo no solo, a grande gama de plantas hospedeiras, a auséncia de cultivares

resistente e a elevada producdo de ascosporos, que sdo disseminados por longas
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distancias através da acdo do vento. E também pode sobreviver em sementes na
forma de micélio dormente ou com esclerddios aderidos as mesmas (GARCIA,
2008). O controle quimico é o método mais utilizado, sendo a principal estratégia
aplicada, entretanto ndo é eficiente devido a dificuldade de se atingir os locais de
infeccdo, localizados préximos ao solo, além das estruturas de resisténcia do
patégeno presente em sua superficie (STEADMAN, 1979; GORGEN, 2009;
AGUIAR, 2011).

Entre os métodos alternativos de controle de fitopatdbgenos tem-se a utilizagéao
de dleos essenciais e extratos oriundos de plantas. O potencial de uso dos 6Oleos
essenciais no controle de doencas de plantas tem sido muito pesquisado nos ultimos
anos, principalmente devido as suas propriedades antimicrobianas (GUIRALDO et
al., 2004; SCHWAN-ESTRADA;STANGARLIN, 2005). Esses produtos estdo sendo
estudados para a sintese de novas moléculas fungicidas, assim como na inducdo de
resisténcia nas plantas e também na utilizacdo direta da aplicacdo do extrato da
planta cultivada (GARCIA, 2008).

O mofo branco apresenta poucos estudos de métodos alternativos de
controle, tanto “in vitro” quanto “in vivo”. Diante do exposto, o presente trabalho foi
realizado com o0s objetivos de avaliar o efeito in vitro do 6leo essencial da casca da
laranja no crescimento micelial e na germinacdo carpogénica dos esclerddios de

Sclerotinia sclerotiorum.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary

Sclerotinia sclerotiorum foi descrito por Antony De Bary em 1884 e o primeiro
registro de ocorréncia deste patégeno no Brasil foi feito em 1921, na cultura da
batata (Solanum tuberosum L.) (CHAVES, 1964). No cerrado, o primeiro relato
ocorreu no ano 2000, na regido Centro-Oeste, que na época era considerada uma
doenca de pouca importancia, por ocorrer esporadicamente em anos com baixas
temperaturas (CASSETARI NETO et al., 2010). Ja, na cultura da soja, foi detectado
pela primeira vez na Hungria em 1924 e, posteriormente, nos Estados Unidos, em
1946 (GRAU, 1989). No Brasil, ocorreu no estado do Parana, em 1975 (FERREIRA
et al., 1979).

E considerado um dos maiores e mais devastadores patdégenos de plantas da
atualidade por provocar grandes perdas econémicas na agricultura, além de se
encontrar disseminado nos cinco continentes em diferentes paises (BERUSKI,
2013), em regibes produtoras, sejam elas temperadas, subtropicais ou tropicais
(LEITE et al., 2000). Ele se espalhou nos principais paises produtores de soja do
mundo Canada, Estados Unidos, Brasil, Argentina, China e india (WRATHER et al.,
2001).

Sclerotinia sclerotiorum é o agente etiolégico do mofo branco, possui uma
ampla gama de nomes, mais de 60, pode ser empregada para se referir a doencas
causadas por este (BERUSKI, 2013). Dentre os quais se encontram podridao branca
da haste da soja, podriddo da haste de esclerotinia ou podriddo branca de
esclerotinia (PURDY, 1979), recebe esses nomes em funcdo dos sintomas e sinais
causados pelo patégeno na planta (LEITE, 2005). Segundo Reis et al. (2011a), a
designacdo mofo branco € o que melhor contribui para a diagnose da doenca.

O fungo é classificado taxonomicamente no Reino Fungi, Filo Ascomycota,
Classe Discomycetes, Ordem Helotiales, Familia Sclerotiniaceae, Género Sclerotinia
(AGRIOS, 1997; HAWKSWORTH et al., 1995). Pertence ao grupo dos fungos
mitosporicos, subgrupo dos Hifomycetos (AGRIOS, 1997).
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A familia Sclerotiniaceae inclui espécies de fungos que produzem ascos
inoperculados, que contém oito esporos produzidos através de meiose, a partir de
apotécio estipado de coloracdo marrom, o qual se origina do estroma do esclerddio
(WHETZEL, 1945). O esclerédio se forma pela agregacdo de hifas somaticas
melanizadas, possue formato irregular, com 2 a 20 milimetros de diametro e séo
estruturas de resisténcia a condicbes adversas (WHETZEL, 1945). E uma
caracteristica de todos os membros da Ordem Helotiales (BERUSKI, 2013).

As epidemias de mofo branco estdo se tornando cada vez mais recorrentes,
desencadeadas pelas condi¢cdes meteorologicas favoraveis e pela quantidade de
inoculo inicial presente na superficie do solo. Sdo desencadeadas por condicbes
ambientais favoraveis tais como temperaturas inferiores a 30 °C e umidade na
superficie da planta por 12 a 16 horas, juntamente com molhamento foliar continuo
de 42 a 72 horas. Além disso, a ocorréncia de precipitacdes durante o periodo mais
suscetivel da planta hospedeira é pré-requisito para o desenvolvimento do mofo
branco (STEADMAN, 1983).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum €é um patdgeno que possui habito
necrotrofico, ou seja, sobrevive em restos de culturas e sobrevive por longo periodo
de tempo no ambiente, podendo permanecer viavel por até oito anos em condi¢des
ambientais desfavoraveis (STEADMAN, 1983; VENNETT, 1998).

Segundo Ferraz et al. (2003) o Sclerotinia sclerotiorum é um fungo
inespecifico, e € considerado um dos patdégenos de plantas mais bem sucedidos,
devido a sua ampla gama de hospedeiros, dificultando assim o seu controle por
restringir o numero de culturas ndo hospedeiras que poderiam ser utilizadas na
rotacdo de culturas visando reduzir a presenca de in6culo no solo.

Segundo Boland e Hall (1994) este fungo é patogénico a 78 familias, 278
géneros e 408 espécies de plantas, infectando espécies economicamente
importantes como a soja, o feijao, o algodao, o girassol, o nabo forrageiro, a canola,
a batata, o tomate, a ervilha, a ervilhaca, o alface, a chicéria, o repolho, a couve-flor,
a cenoura e entre outras (PAVAN et al.,, 2005; REIS et al., 2011a). Também ha
relatos de plantas daninhas hospedeiras do fungo como amendoim bravo (Euphorbia
heterophylla L.), caruru (Amaranthus deflexus L.), corda de viola (Ipomoea nil (L.)
Roth), erva-quente (Borreria alata Aubl), fazendeiro (Galinsoga parviflora Cav.),
guanxuma (Sida rhombifolia L.), picéo preto (Bidens pilosa L.), maria-mole (Senecio

brasiliensis Less.) (HOMECHIN, 1982). Apesar dos relatos de ocorrerem em sua
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maioria em dicotiled6nias, também pode ocorrer em algumas monocotiledéneas
como cebola e tulipa (BOLAND; HALL, 1994).

Mediante os fatos citados anteriormente, evidencia-se a grande versatilidade
ecologica do patdgeno e a sua adaptacdo aos diferentes ambientes e plantas
hospedeiras, além da dificultar seu controle por meio da rotacdo de culturas
(PELTIER et al., 2012).

Segundo Purdy (1979), as perdas na producdo agricola, ocasionadas em
decorréncia da doenca provocada por Sclerotinia sclerotiorum, podem atingir até
100%, em determinados casos. Essas perdas, podem atingir milhdes de ddlares
anualmente, sendo estas, diretamente relacionadas com perda no rendimento da
cultura e/ou indiretamente com a reducéo na qualidade da semente(PURDY, 1979).
De acordo com o mesmo autor, ha também perdas atribuidas as tentativas de
controle do patéogeno e ao “abandono” de areas de cultivo com culturas de valor
econdmico, para culturas menos lucrativas ou até mesmo que nao geram lucros,

visando reduzir o in6culo do patdégeno no local.

2.2 Ciclo da doenca e epidemiologia

O ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum tem inicio na fase de sobrevivéncia,
com a produgdo dos esclerodios, o qual contribui com o aumento da fonte de
in6culo, além de assegurar a presenca do patégeno no ambiente de uma safra para
outra. Possui papel importante no ciclo patdgeno-hospedeiro, por serem estruturas
de sobrevivéncia, permitem a manutencdo de sua viabilidade por um longo periodo
de tempo, quando as condicbes ambientais se encontram desfavoraveis ou na
auséncia de hospedeiros. Steadman (1983) e Vennett (1998) relataram que podem
permanecer viaveis por até oito anos no solo.

Os ascosporos sdo compostos por uma massa de hifas, em trés camadas
distintas, a parte externa € uma parede grossa e rica em melanina, que atribui
coloragdo negra a estrutura, além de conferir protecdo contra condi¢cdes adversas e
da degradacdo microbiana (BOLTON et al., 2006). Na sequencia, ha uma parede
fina denominada cortex e, internamente, a medula branca, que € composta por

micélio dormente do fungo (ROCHA, 2007). De acordo com Nelson (1998), a
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durabilidade da estrutura € devida a sua constitui¢do fisica dura e a protecdo externa
conferida pela melanina.

A formacdo dos esclerédios ocorre em trés estagios de desenvolvimento.
Primeiro ha agregacao das hifas para formar uma massa branca que inicialmente
pode ser chamada de esclerédio. A segunda parte consiste no crescimento e
desenvolvimento das hifas, quando ocorre também agregacéo adicional de hifas que
visa aumentar seu tamanho. No Ultimo estagio ocorre a deposicdo de melanina nas
células da casca e também a consolidacao interna, nesta fase ocorre a delimitacéo e
maturacéo da superficie do esclerédio (TOWNSEND; WILLETTS, 1954).

Os esclerddios possuem formato irregular e seu tamanho varia drasticamente
dependendo do hospedeiro, sendo que no girassol pode medir mais de 35 cm de
didmetro, enquanto no feijdo pode medir de 2 a 10 mm (BOLTON et al., 2006).

A iniciacdo e a maturacao dos esclerddios sdo afetadas por varios fatores,
tais como fotoperiodo, temperatura, concentracao de oxigénio, fatores mecanicos e
nutrientes (HAREL et al., 2005). A reducdo do potencial de agua aumenta a
sobrevivéncia dos esclerddios, em condicbes de saturacdo do solo, estes
sobrevivem por pouco tempo, em contra partida, a umidade do solo favorece a sua
germinacdo (ABREU, 2014). Temperaturas elevadas, acima dos 30 °C, reduzem a
sua sobrevivéncia mas para germinarem bem, se adequa a faixa do 6° a 30 °C,
sendo a temperatura 6tima em torno entorno 10 °C (ABREU, 2014).

Os esclerédios permanecem no solo em estado de dorméncia até que as
condicdes se encontrem favoraveis, para que ocorra tanto a germinacdo do micélio
(miceliogénica) quanto a germinacao de estipes e apotécios (carpogénica) (BARDIN;
HUANG, 2007; HUANG, 1980). Na germinacdo miceliogénica, ha a formacdo de
micélio que coloniza os tecidos da parte basal da planta, e na germinacéo
carpogénica, ha a formacdo de apotécios que liberam ascosporos, que sé&o
responsaveis pela infeccao da parte aérea (ABDULLAH, 2008).

Segundo Crato (2013), o tipo de germinacdo que acontece € determinado por
véarios fatores, entre eles as condicbes ambientais (especialmente temperatura e
umidade), e a quantidade de nutrientes disponiveis no ambiente ao esclerodio.

Na germinagdo miceliogénica, ha a producdo de hifas hialinas, septadas,
multinucleadas e ramificadas, com origem a partir de microporos presentes no
esclerédio (BOLTON et al., 2006). A infec¢do por micélio se da primeiramente pela

colonizacdo da matéria organica pelas hifas que, ao encontrar a planta hospedeira
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propaga-se em tecidos senescentes, invadindo posteriormente os tecidos jovens e
suculentos, fazendo com que as células parasitadas entrem em colapso (PURDY,
1979; AGRIOS, 2005) e, apos a colonizacao, leva a planta a morte (damping off). Os
focos secundarios ocorrem através do contato desta com plantas vizinhas sadias
(LUMSDEN; DOW, 1973; GUIMARAES; STOTZ, 2004:).

Em algumas culturas como girassol e alguns vegetais o micélio pode infectar
diretamente os tecidos radiculares suscetiveis (BOLTON et al., 2006). Em culturas
como girassol e cenoura a germinacdo miceliogénica € importante no
desenvolvimento da doenca, onde a infeccdo ocorre comumente através das raizes,
progredindo para dentro da haste (BARDIN; HUANG, 2007).

Diversos sado os trabalhos que relatam a influéncia das condicbes ambientais
na germinacdo carpogénica. Segundo Mila e Yang (2008) avaliaram o efeito de
diferentes temperaturas e variagcdes no potencial de 4gua no solo, constataram que
aos 20 °C e saturacdo constante a taxa de germinacdo carpogénica manteve-se
entre 25 e 45%. No entanto, ao avaliarem as variaveis do meio fisico
separadamente, constatou-se que a maior germinacao ocorreu no intervalo entre 16
°C e 24 °C. Segundo Crato (2013), as condicbes Otimas para a producdo dos
apotécios sdo de 10 a 14 dias, com potencial matricial de agua do solo de 250 kPa e
temperaturas variando entre 15 e 18 °C, podendo ser inibido por temperaturas
superiores a 20 °C. Constata-se entdo que a umidade do solo como fator limitante
da producao de apotécios, tem-se que em solo sob constante saturacao verificou-se
maior germinacgao dos esclerddios e formacgéo de apotécios (BERUSKI, 2013).

O inicio da germinacéo carpogénica ocorre com o desenvolvimento do fungo
na regido da medula (GORGEN, 2009). As células fungicas crescem, formando
primordios que rompem a casca do esclerédio (GORGEN, 2009), continuam
crescendo como ramificacbes em forma de tubo, os estipes, que quando sé&o
expostos a luz ultravioleta se diferenciam em apotécios, corpos de frutificacdo com
formato de taca (CRATO, 2013). A ponta do estipe se expande formando o himénio
(CRATO, 2013), no qual se desenvolvem as ascas onde ocorre a recombinacao
sexual, produzindo oito ascosporos em cada (DALLA PRIA; SILVA, 2010) sendo
hialinos, elipsoides e binucleados (BOLTON et al., 2006).

Cada esclerddio pode produzir mais de 20 apotécios, quanto maior o

esclerédio maior € a quantidade estruturas produzidas (BEDI, 1963 citado por
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BRUSTOLIN, 2012). O himénio € formado por milhares de ascos e no periodo de 5 a
10 dias sao liberados milhdes de ascosporos (STEADMAN, 1983; PAULA JUNIOR
et al., 2006), os quais sdo ejetados numa nuvem visivel (REIS et al., 2011a), sendo
disseminados pela acdo do vento ou por abelhas, por longas distancias, e podem
sobreviver por até duas semanas em campo, causando infec¢des primarias
(BOLTON et al., 2006). A liberacdo pode ocorrer tanto de dia quanto de noite,
decaindo quando a umidade relativa chega a 65 a 70% (CLARKSON et al., 2003).

N&o ha fase assexual do fungo, mas ha a formacao de microconidios oriundo
de hifas ou apotécio, entretanto ndo ocorre a sua germinacao, sendo assim o seu
papel na biologia do patégeno desconhecido (BOLTON et al., 2006).

Os ascoésporos sdo providos de mucilagem que auxilia na fixagdo no tecido
vegetal, sdo depositados por impacto ou através da sedimentacdo sobre os tecidos
suscetiveis (BRUSTOLIN, 2012), infectando a partir de ferimentos e aberturas
naturais (PURDY, 1979). Para que ocorra a sua germinacdo € necessaria a
presenca de agua livre e uma fonte exdgena de nutrientes, que sao oriundas de
tecidos senescentes e/ou necréticos (BOLTON et al., 2006), e necessitam de 48 a
72 horas de umidade para a ocorréncia da infeccdo (LUMSDEN, 1979).

Quando o ascosporo entra em contato com o tecido saudavel do hospedeiro,
este germina e emite o apressorio. A penetracdo pode ocorrer de duas maneiras. A
primeira ocorre pela da cuticula do hospedeiro de forma mecéanica por meio da “hifa
de infecgao” ou “peg de infecgao” e, a segunda através das aberturas naturais, como
por exemplo, as aberturas estomaticas (ABAWI; GROGAN, 1975). Apés a
penetracdo, o patdgeno coloniza o tecido vegetal, se desenvolvendo no interior das
células com o crescimento das hifas, acarretando na morte celular e, posteriormente,
levando a desorganizacdo dos tecidos do hospedeiro, em decorréncia dos
processos enzimaticos fungicos que afetam a lamela média e causam degradacgéo
da parede celular (STEADMAN, 1983).

Os ascosporos sao responsaveis pelas infec¢cdes na parte aérea das plantas,
especialmente aquelas que acometem oOrgaos florais, axilas de folhas e de ramos
laterais. A ocorréncia do mofo branco esta relacionada ao periodo de florescimento
das plantas hospedeiras, onde as flores se tornam substrato para a sua germinagao
(VIEIRA, 1994). Normalmente, os ascésporos colonizam primeiro o material vegetal
morto ou senescente, utilizando-o como fonte nutritiva. Flores senescentes sao

importantes fontes primarias de nutrientes, onde muitas vezes se encontram caidas
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sobre folhas, peciolos ou caules (CRATO, 2013). Em suma, os tecidos vegetais
jovens sdo responsaveis pela nutricdo das hifas originarias dos ascosporos que
penetram no hospedeiro, seguida de colonizacdo dos tecidos da planta infectada
(SUTTON; DEVERALL, 1983).

O micélio do fungo produz &cido oxdlico, que facilita a invasdo dos tecidos
pelas hifas, o qual reduz o pH de 6,8 para 4,0 (BRUSTOLIN, 2012). O pH acido
favorece a acéo de enzimas que degradam a parede celular, além disso remove 0s
ions de calcio vinculados as pectinas, expondo as células hospedeiras as enzimas
catabdlicas do fungo (GONCALVES, 2012). Também causa perturbacdo nas
células-guarda dos estbmatos, que regulam o processo osmatico, interferindo na
producdo do hormdénio ABA, induzindo a abertura estomatica. Atua no mecanismo
de resisténcia das plantas, desativando-o por meio da liberacdo de oxigénio e
peroxido de hidrogénio (CESSNA, 2000).

Ha relatos na literatura da existéncia de mutantes de Sclerotinia sclerotiorum
gue sdo incapazes de formar 4cido oxalico e que também séo incapazes de formar
esclerddios in vitro, perdendo a sua capacidade fitopatogénica (GODOY et al., 1990;
DICKMAN; MITRA, 1992). A acdo do &cido oxdalico na patogenicidade de
determinados fungos necrotréficos € bem conhecida e desempenha papéis diversos
e complexos no processo de infeccdo (DUTTON; EVANS, 1996).

Nos tecidos infectados da planta ha o desenvolvimento da hifa em vesicula
localizada entre a cuticula e a epiderme, e internamente no coOrtex da planta
(LUMSDEN; DOW, 1973). ApGs a colonizacao do tecido a massa de hifas comeca a
emergir dos estdbmatos ou das aberturas naturais da planta, formando uma massa
micelial semelhante a um floco de algoddo (ABAWI; GROGAN, 1975; PURDY,
1979).

Ao encontrar condicbes ambientais favoraveis, o fungo cresce rapidamente,
invadindo os tecidos do hospedeiro, ocasionando podriddo aquosa, na qual se
desenvolve um micélio branco cotonoso sobre os tecidos infectados. Com o
crescimento micelial, estruturas pequenas e compactas sao formadas na superficie,
os esclerédios. Com a evolucao da doenca, um grande numero de esclerddios que
sao formados, na medida em que o hospedeiro se decompde. Quando a cultura é

colhida, muitos dos esclerédios formados caem no solo com a colheita mecéanica ou
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também pode ocorrer de forma natural, tornando-se fonte de inGculo para as culturas
subsequentes, além de contribuir para o0 aumento do banco de esclerédios no solo.

Para que ocorra novamente a germinacdo dos esclerédios é necessaria que
ocorra a superacao da dorméncia, que geralmente ndo ocorre na mesma estacao na
qual sédo produzidos. Segundo Van Der Plank (1963), desta forma a disseminacéo
secundéria do inéculo é restringida e o progresso da doenca ocorre apenas pelo
contato dos tecidos infectados com os sadios e, consequentemente, do ponto de
vista epidemioldgico, o mofo branco é classificado como uma doenca de juros
simples.

Segundo Harikrihsnan e Del Rio (2008), o mofo branco é uma doenca
endémica, ou seja, esta sempre presente na area de cultivo, e caracteriza por nédo
estar em expansao, apresentando balangco neutro entre 0os processos de infeccao e
remocéo do tecido lesionado.

Sclerotinia sclerotiorum €& disseminado no ambiente de diferentes formas,
através esclerodios, ascosporos e micélio dormente localizado no interior e exterior
das sementes, que podem estar aderidos em implementos e maquinarios agricolas,
ou em solos infestados, plantas daninhas e tigueras suscetiveis, além de restos
culturais ou também pela acdo do vento (JULIATTI et al.,2004; ALMEIDA et al.,
2005; SAHARAN; MEHTA, 2008). No entanto, outra forma de disseminacdo €
através de animais, que sdo alimentados com residuos vegetais contendo
esclerédios, que nao sao inativados durante a digestdo, e que podem ser
disseminados pelas fezes (KORA et al., 2003).

As sementes sdo consideradas o veiculo mais eficiente de disseminacao do
patdgeno, pois as mesmas constituem-se em um abrigo seguro a sobrevivéncia e &
um método eficiente de transporte em distancias consideraveis (DHINGRA, 2005).
Assim, a presenca de sementes infectadas, além de contribuir com a disseminagéo
do fungo em novas areas, assume papel importante no aumento da intensidade da
doenca, quando ocorre a transmissdo do patégeno da semente para a planta,
originando plantas doentes (PAULA JUNIOR et al., 2010).

Durante a colheita em areas infestadas pelo patdgeno, os esclerodios sao
misturados as sementes e se 0 beneficiamento ndo for adequado estas estruturas
poderéo infectar um novo campo (CUNHA, 2010).

Outra forma de disseminacéo se da pela acdo do vento, onde os ascOsporos

sao ejetados das ascas e levados a plantas e lavouras vizinhas (ATHOW, 1973). De
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acordo com Steadman (1983), esses esporos sao disseminados pelo vento podem
alcancar distancias de até 100 m do local de origem.

2.3 Sintomatologia

Como o fungo S. sclerotiorum possui uma grande gama de plantas
hospedeiras, ndo ha sintoma especifico, contudo, os sinais sdo auténticos do ataque
do patégeno em qualquer espécie hospedeira, com a formacéo de micélio cotonoso,
de coloracdo branca, podendo ter ou ndo a presenca de esclerddios. A doenca
conhecida como mofo branco ou podriddo branca recebe estes nhomes em funcéo
dos sintomas e sinais externos. O patdgeno pode atacar a planta em qualquer
estadio fisioldgico, porém os maiores danos ocorrem no florescimento e na formacéo
das vagens (CASSETARI NETO et al., 2010).

O fungo S. sclerotiorum causa uma serie de sintomas, que vao de podriddes
em pré e pés-emergéncia, damping-off, murchas de folhas, podridao de colo, raiz e
coroa, evoluindo até a necrose total dos tecidos (KIMATI et al.,2005), ocasionando
perdas desde os estadios iniciais de diversas culturas.

Os primeiros sintomas que surgem sao lesdes aquosas, de onde crescem as
hifas, formando abundante micélio (BOLTON et al., 2006). Com o avanco da
colonizagéo do tecido vegetal, as lesdes inicialmente sédo encharcadas tornam-se
secas, de aspecto descolorido e normalmente esbranquicado (GORGEN, 2009). O
sintoma de podriddo € caracterizado pela degeneracdo da medula das partes
infectadas da planta, levando a murcha (CASSETARI NETO et al., 2010). Os ramos
doentes se tornam desbotados e secos e as cavidades internas sao preenchidas
com micélio e esclerddios do fungo (REIS et al., 2007).

Os tecidos dos ramos e hastes sdo colonizados, e com 0 aumento da necrose
a planta apodrece, podendo vir a morrer, transmitindo assim a doenca para as
plantas vizinhas (REIS et al., 2007). Segundo os mesmos autores, 0s ramos doentes
se tornam desbotados, adquirem coloragao esbranqui¢cados, e secos.

Segundo Reis et al. (2007) frutos, tubérculos e raizes tuberosas atacados
pelo patdégeno apodrecem, ocorre a degeneracdo dos tecidos colonizados, podem

desenvolver esclerédios em sua superficie. Ja em sementes infectadas, elas se
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tornam reduzidas, sem brilho, com descoloracédo, enrugadas e com baixo peso,
podendo a vir a apodrecer e perde a capacidade de germinacado (CANTERI et al.,
1999; PAULA JUNIOR et al., 2010). Aguelas que germinam resultam em plantulas
doentes ou morrem logo em seguida, caracterizando assim o0 sintoma de
tombamento (PAULA JUNIOR et al., 2010).

J& em alface, ha o aparecimento de podridées aquosas, nas folhas proximas
a superficie do solo (inicio da infeccéo), que atingem os peciolos e causam a morte
das folhas, que murcham e prostram-se sobre o solo, também ocorre a perda da
chamada “saia”, onde as folhas basais entram em colapso e ha a formacéo
esclerédios no local (SILVA, 2013). Em tomate rasteiro, observa-se a formacao de
micélio cotonoso na base da planta e em hastes que entram em contato com o solo,
gue evolui para uma necrose, os tecidos que localizam acima dessa regido murcham
e secam, os frutos atacados degeneram em uma podriddo mole (AGUIAR, 2011).

De acordo com Gorgen et al. (2010), a auséncia de medidas de controle
resulta no aparecimento da doenca em reboleiras, com plantas murchas e

amareladas, que tende a aumentar de tamanho, até infectar toda area de cultivo.

2.4 Manejo da doenca

O manejo do mofo branco é extremamente dificil e requer a integracdo de
varias medidas de controle, as quais ndo devem ser adotadas isoladamente, sendo
assim é indispensavel a adocéo de praticas culturais em funcédo da capacidade de
sobrevivéncia do fungo no solo e das condicdes ambientais favoraveis a sua
germinacdo (MEYER; CAMPOS, 2009; JULIATTI; JULIATTI, 2010).

Segundo Reis et al. (2011b), por isso deve-se considerar a utilizagdo do
Manejo Integrado de Doencgas (MID), sendo definido de acordo com a NAS (National
Academy of Science dos Estados Unidos, 1969) como a “utilizacdo de todas as
técnicas disponiveis dentro de um programa unificado, de tal modo a manter a
populacdo de organismos nocivos abaixo do Limiar de Dano Econémico (LDE) e a
minimizar os efeitos colaterais ao meio ambiente “. O MID satisfaz as exigéncias
técnicas de sustentabilidade da agricultura (REIS et al., 2011b). De acordo com
Pereira e Pinheiro (2012), essa nova filosofia surgiu apés o aparecimento de

frequentes contaminacfes e desequilibrios ambientais, além da presenca de
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residuos e intoxicacdo dos aplicadores, em consequéncia do uso indiscriminado de
defensivos agricolas.

A severidade da doenca nas diferentes culturas hospedeiras é diretamente
proporcional a densidade do inéculo do patégeno presente no solo, ou seja, para
que haja o controle do mofo branco, deve-se reduzir a quantidade de esclerédios
presentes no solo. Deve-se também evitar a formacdo de apotécios e,
consequentemente, a liberacdo dos ascésporos, assim reduzindo a formacdo de
novas estruturas de resisténcia através do controle preventivo da doenca (GORGEN
et al., 2010).

Alguma das dificuldades de controle dessa doenca pode ser devido a
permanéncia de esclerddios viaveis por longo periodo de tempo no solo, a falta de
controle quimico eficaz, juntamente coma alta suscetibilidade dos hospedeiros
(BOTELHO, 2011).

2.4.1 Medidas de Controle baseadas na exclusao

O mofo branco é uma doenca de dificil controle, devido, a formacédo de
estruturas de resisténcia, os esclerddios, que garantem a sobrevivéncia do patégeno
por um longo periodo de tempo no solo. Diante disso, a principal medida de controle
€ a prevencdo, a fim de se evitar a entrada do patbgeno em areas onde ndo ha
histérico de ocorréncia da doenca, pois uma vez presente, € impossivel erradica-lo
(ALMEIDA et al., 2005; PAULA JUNIOR et al., 2010; PEREIRA et al., 2013).

As medidas de controle baseadas na exclusdo preconizam a prevencdo da
entrada e estabelecimento do patdgeno em uma area isenta, sendo feita através de
medidas quarentenérias, consolidadas em legislacdes fitossanitarias promulgadas
por 6rgdos governamentais nacionais e/ou internacionais (KIMATI; BERGAMIN
FILHO, 1995). Estes autores citam que a eficiéncia deste tipo de controle esta
relacionada com a capacidade de disseminacédo do patdégeno e com a distancia em
relacdo a area livre da doenca.

Dentre as medidas de excluséo, esta a utilizacdo de sementes sadias e de
certificadas, com procedéncia conhecida e com certificado fitossanitario de origem, &

um aspecto fundamental no manejo da doenca, a fim de se evitar introducdo do
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patbgeno na area (LEITE, 2005; CAMARGO, 2013). No entanto, somente a
utilizacdo de sementes certificadas ndo garante que as mesmas se apresentam
livres do patogeno (PAULA JUNIOR et al., 2010), por isso € necessario se fazer a
analise sanitaria das sementes, antes de ser feita a semeadura (implantacdo da
cultura a campo). Uma das recomendac¢fes de controle mais importante também é
evitar a utilizacdo de sementes com esclerédios (CAMARGO, 2013).

O tratamento de sementes é um eficiente método para controle do patdégeno,
€ uma tecnologia de baixo custo, pouco risco ambiental e, em geral, apresenta efeito
significativo na produtividade (MENTEN et al., 2005), além de reduzir a possibilidade
de transmisséo do fungo por meio de micélio dormente (LEITE, 2005). Em trabalhos
realizados por Rashid e Swanson (2008), compararam o0s ingredientes ativos
tiofanato metilico, vinclozolin, azoxistrobina e fludioxonil, e verificaram reducdo na
incidéncia da infeccdo inicial por S. aclerotiorum, evitando assim perdas no
rendimento. Ja Mueller et al. (1999) avaliaram o crescimento micelial do patdgeno
causador do mofo branco em sementes tratadas com fludioxonil, captana + PCNB +
tiabendazol, carboxina +tiram e tiabendazol + tiram inibiram o crescimento micelial,
ja os tratamentos tiabendazol, tiram e tiabendazol + tiram reduziram cerca de 90%.
Os mesmos autores também verificaram a reducédo na formacdo de estruturas de
resisténcia nas sementes que foram tratadas com fludioxonil, tiram e captana +
PCNB + tiabendazol.

De acordo com Cunha (2010), a utilizacdo de analise sanitaria juntamente
com o tratamento de sementes, sao ferramentas que evitam a entrada do patégeno
ou entdo reduz a quantidade de inoculo inicial, além contribuir melhorando a
produtividade e o controle da doenca. Com isso, ha uma reducdo na quantidade de
fungicidas necessaria para controla-la na lavoura, proporcionando uma economia ao
produtor, e beneficio para o meio ambiente (NASSER et al., 1999).

Também €& importante se fazer a limpeza minuciosa de equipamentos
agricolas, principalmente se foram utilizados em areas contaminadas, a fim de se
evitar a introducdo do patdgeno em novas areas, sem a presenca do patdgeno
(PEREIRA et al.,2013).
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2.4.2 Controle quimico

Além do tratamento de sementes, a aplicacdo de fungicidas na parte aérea
auxilia no controle do mofo branco (CAMARGO, 2013). No entanto, a reducdo da
incidéncia proporcionada pela utilizagdo de fungicidas varia de 0 a 60%, ou seja, nao
€ possivel o controle absoluto da doenca (ESKER et al.,, 2011). Sendo assim, o
controle quimico ndo deve ser utilizado como Unico método de controle, e sim em
conjunto com outras ferramentas de controle, visando um manejo integrado.

Segundo Costa e Costa (1998), a densidade do in6culo de S. sclerotiorum no
solo, influencia diretamente a eficiéncia do controle quimico. No entanto, outros
fatores também influenciam na eficacia desse método de controle como principio
ativo utilizado, o nimero de aplicacbes, o momento da aplicacdo e a tecnologia
utilizada (CAMPOS et al., 2008). Para eu haja a maxima eficiéncia do produto, a
aplicac@o deve ser feita inicialmente no inicio da floragdo, sendo que a sua eficacia
decai com aparecimento dos primeiros sintomas (ESKER et al., 2011). A cobertura
deve ser feita de tal modo a atingir as partes mais baixas da planta, onde se
encontra o local inicial de infeccdo (CAMARGO, 2013). Também devem ser
utilizadas gotas de tamanho médio e volume de calda maior, afim se obter melhores
resultados (ESKER et al., 2011).

E recomendado realizar a aplicacdo de fungicidas preventivamente no inicio
da floracdo até a queda das primeiras flores da cultura, concomitantemente com a
presenca de apotécios no solo (BRUSTOLIN, 2012). Vieira (1994) citou a
importancia das flores na epidemiologia da doenca, sendo chave para o manejo do
controle quimico.

Somente para a cultura da soja h& o registro de 14 produtos comerciais para
o controle quimico do mofo branco, tendo como ingredientes ativos fluazinam,
carbendazim, tiofanato metilico, cloreto benzalcénico e procimidona (CAMARGO,
2013). Cassetari Neto et al. (2010) encontraram resultados satisfatérios a nivel
experimental dos ingredientes ativos procimidona, iprodiona, fluazinam e fluopyram.
Segundo Ribeiro (2012) afirmou que os melhores resultados de controle com
fungicidas pertencentes aos grupos quimicos dos dicarboximidas, benzimidazois e

fenilpirimidinamida.
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A forma de aplicacdo do fungicida, também é importante para o controle
efetivo da doenca, onde a aplicacdo de fungicidas via agua de irrigagcdo e na
fungigacéo, proporciona uma excelente uniformidade na sua distribuicdo (AGUIAR,
2011).

Apesar de ser o método de controle mais utilizado, o controle quimico € pouco
eficiente, porque o periodo inicial de infeccdo do patégeno ocorre quando a planta
se encontra na fase reprodutiva (CUNHA, 2010). Nesse estadio, as linhas de plantio
estdo cobertas pelo dossel das plantas e as folhas e ramos dificultam a distribuicdo
do fungicida, dificultando atingir os locais de infec¢do, que se encontram proximos
ao solo, juntamente com as estruturas de resisténcia presentes sobre o mesmo
(GORGEN, 2009).

Segundo Camargo (2013) e Paula Junior et al. (2010), alguns herbicidas
podem apresentar efeitos benéficos no controle do mofo branco, alguns ingredientes
ativos induzem a planta produzir compostos antimicrobianos, outros estimulam a
germinacdo de esclerédios, possibilitando a sua utilizacdo em culturas nao
hospedeiras acarretando uma diminuicdo do indculo na area, também pode causar o
efeito contréario, inibindo a germinacdo carpogénica, formando apotécios anormais
Ou que ndo produzem esporos sexuais.

Além disso, esse tipo de controle causa impactos negativos ao meio
ambiente, contaminando o solo e a agua, além de selecionar isolados resistentes
aos principios ativos (OLIVEIRA, 2007). Por isso, é necessario se fazer o manejo da
resisténcia do fungo S. sclerotiorum, por esse ser altamente adaptavel, onde um
manejo inadequado dos ingredientes ativos no controle da doenca pode induzir a
selecdo de isolados resistentes. Ha relatos na literatura da perda ou reducdo da
sensibilidade de isolados de S. sclerotiorum ao benomil (MULLER et al., 2002).
Adicionalmente, o uso de fungicidas para o controle de mofo branco aumenta os

custos de producao, reduzindo o lucro do produtor.

2.4.3 Controle Biologico

De acordo com Cook e Baker (1983), o controle biolégico é definido como a
redugdo da densidade do in6culo ou das atividades determinantes da doencga

provocada por um determinado patégeno, por um ou mais organismos, de forma
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natural ou através da manipulacdo do ambiente ou do hospedeiro, ou pela
introducdo massal de um ou mais antagonistas.

E uma alternativa viavel a utilizacdo do controle quimico, por apresentar
especificidade ao alvo, utiliza diferentes meios para atingi-lo, restringindo as chances
de selecionar linhagens resistentes (MORANDI; BETIOL, 2009), ndo contamina 0s
alimentos e o ambiente. O uso de microrganismos antagdnicos a fitopatdgenos é
uma saida sustentavel para o0 manejo de doencas na agricultura (RIBEIRO, 2012).
Dentro do manejo integrado do mofo branco, esta pratica vem ganhando espaco
com a utlizacdo de microrganismos antagonistas (ZANCAN et al., 2012), que
reduzem o potencial de in6culo parasitando esclerédios e apotécios.

Conforme Pomella e Ribeiro (2009) afirmam que a utilizacdo do controle
bioldgico, reduz o niumero de aplicagGes de fungicidas, podendo até mesmo eliminar
essa pratica, dependendo das condicbes ambientais, da severidade e do manejo
gue vem sendo adotado.

Entre os microrganismos de controle bioldgico, se destaca os fungos do
género Trichoderma, que possuem mecanismos de agdo que permite atuar como
agente de biocontrole de fitopatdgenos, além de promover o crescimento de plantas
e atuar como indutores de resisténcia (MOHMED; HAGGAG, 2006). Benitez et al.
(2004) demonstraram que alguns isolados de Trichoderma harzianum, possuem a
capacidade de estimular o crescimento de plantas de tomate, fumo e algodao, por
estimular a producdo de fitohorménios ou substancias estimuladores do
crescimento.

Alguns fungos do género Trichoderma, sdo capazes de colonizar e destruir
estruturas de resisténcia consideradas dificeis de serem atacadas por
microrganismos como o0s esclerodios (KIM; KNUDSEN, 2008), atuam através da
antibiose, microparasitismo e competicdo, além de diminuir as chances de
selecionar linhagens resistentes (FRAVEL, 2005).

Contudo, a utilizacdo de antagonistas exige varios cuidados para que se atinja
0 sucesso no controle, como aplicagbes em condi¢cdes ambientais favoraveis, alta
umidade relativa e clima ameno, além da utilizacdo de cepas fungicas com alta
competitividade e da aplicacdo de esporos nas concentracdes suficientes. No
controle de S. sclerotiorum a aplicacdo de antagonistas deve ser feita antes da

germinacdo dos esclerédios, ou seja, quando se encontra em repouso no solo, por
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estar mais vulneravel ao ataque, sendo recomendado a aplicacdo em 100% da area
infectada com o patégeno (AGUIAR, 2011).

2.4.3 Outros métodos de controle

O controle da doenca estd concentrado em préaticas agronémicas como o
plantio de cultivares que ndo acamam maior espacamento entrelinhas, menor
populacao de plantas, plantio direto, rotacdo com culturas ndo hospedeiras, além da
aplicacao de fungicidas e o manejo da irrigacao.

A resisténcia genética do hospedeiro é complexa e com baixa herdabilidade,
e é restrita a genoétipos que apresentam resisténcia parcial (KIM; DIERS, 2000;
ARAHNA et al., 2001). A resisténcia parcial pode ser atribuida a resisténcia
fisiologica, como caracteristicas da planta que proporcionam condi¢cdes
desfavoraveis ao desenvolvimento do patégeno (CUNHA, 2010). Entre essas
caracteristicas se encontram o acamamento, arquitetura do dossel, altura da planta,
periodo de floracdo e maturacéo relativa (KIM; DIERS, 2000).

A utilizacdo de métodos culturais visam evitar microclima favoravel, através
da utilizacdo de plantios com espacamento entrelinhas maiores, juntamente com a
utilizacao de plantas com porte mais ereto, o que propicia maior arejamento (PAULA
JUNIOR et al., 2006), impedindo a manutencdo da umidade adequada, tanto do
dossel quanto do solo. Conforme Saindon et al. (1993) e Schwartz et al. (1978), a
diminuicdo da umidade na superficie do solo interfere diretamente na formacéo de
apotécios e, consequentemente, na ejecdo dos ascosporos. Plantas de porte mais
ereto causam menor intensidade da doenca por proporcionar uma menor condi¢cao
ideal ao patégeno e ajuda reduz a infeccdo de plantas vizinhas (PAULA JUNIOR et
al., 2006).

A utilizacdo de rotacéo de culturas, principalmente com plantas pertencentes
a familia Poaceae (Gramineae), por ndo serem suscetiveis ao patdgeno, diminui o
potencial de in6culo. Para que sejam obtidos resultados satisfatorios, a rotagdo de
culturas deve envolver intervalos de tempo maiores entre espécies hospedeiras
(COSTA; RAVA, 2003), onde as culturas ndao hospedeiras, permite que o0s
esclerddios germinem, formando apotécios e ascOsporos, que nao conseguem
causar infeccdo nas plantas, ocorrendo assim reducdo na quantidade de inoculo

presente no solo (PAULA JUNIOR, 2010). As praticas de preparo do solo, também



31

contribuem para a redugcdo do nimero de esclerddios no solo e a sua capacidade de
germinacao (SCHWARTZ et al., 2012).

A utilizacdo de palhada formada pela deposi¢cdo de material vegetal sobre o
solo sendo importante ferramenta para o controle de Sclerotinia sclerotiorum, a qual
atua como barreira fisica a germinagcdo carpogénica. Outra funcdo importante da
palhada, é que durante o processo de decomposicdo héa a liberacdo de substancias
alelopaticas que atuam sobre as sementes de plantas invasoras (KLUTHCOUSKI et
al., 2004), as quais também sdo hospedeiras do patdgeno.

Com o conhecimento da gama de plantas hospedeiras deste fungo é possivel
orientar o manejo da doenca, pois ao se dar énfase as culturas ndo hospedeiras
pode-se programar rotacdes de culturas mais adequadas, destinadas a reduzir a
concentracdo de esclerddios em solos infestados (LOBO JUNIOR, 2014).

A prética agricola da irrigacdo, pode favorecer a germinagdo carpogénica e a
producdo dos apotécios, por fornecer umidade ao ambiente e ao solo,
consequentemente reduzindo a temperatura do ar e do solo. De acordo com
Twengstron et al. (1998), cerca de 25 a 30 dias ap0s o inicio da aplicacdo da agua
de irrigacdo, h4 a formacdo de apotécios e a medida em que se aumenta a
quantidade agua a germinacgao carpogénica se eleva.

Em &reas com histérico da presenca do patégeno, onde é utilizado sistema de
irrigacdo, a aplicacdo de agua deve ser feita por meio de regas pesadas e menos
frequentes, reduzindo a umidade do solo, assim, diminuindo as condicdes ideais
para o desenvolvimento do patégeno, e quando possivel a irrigacdo deve ser
orientada por tensiometros, que indicam o0 momento certo para aplicacdo da lamina
de 4gua (PAULA JUNIOR et al., 2006; PEREIRA et al., 2013).

2.4.4 Controle alternativo com 6leos essenciais

Métodos de controle alternativo de fitopatdgenos estdo ganhando importancia
nos sistemas de cultivo mais sustentaveis e menos dependentes do uso de
agrotoxicos que vem sendo desenvolvidos para as diferentes culturas. A fitoterapia

uma forma de controle de agentes etiologicos através da utilizacdo dos metabdlitos
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secundérios produzidos pelas plantas (GOVINDACHARI et al. 2000; SOUZA et al.
2002).

Segundo Matos (1997), a exploracdo de metabolos secundarios de plantas,
tem se tornado uma alternativa viavel no controle de patdégenos de plantas, que
possuem potencial para substituir a utilizacdo de produtos quimicos, uma vez que
apresentam propriedades fungicidas e/ou fungitoxicas. Esses compostos possuem
menor toxicidade tanto ao homem quanto ao meio ambiente, tem menor custo de
producdo e sdo mais eficazes contra a resisténcia dos microrganismos
(STANGARLIN et al., 1999; DE BONA et al., 2014).

O Brasil, juntamente com a india, China e Indonésia esta entre os quatro
maiores produtores de Oleos essenciais do mundo, e se encontra nessa poSiGao
devido aos Oleos essenciais citricos que sdo subprodutos da industria do suco
(GOMES, 2011). Isso coloca em evidencia o potencial de aproveitamento dos
recursos naturais que o pais possui (MAIA et al., 2015). Segundo Costa et al. (2010),
a familia Rutaceae possui 156 géneros e 1800 espécies distribuidas por todo
mundo. Os membros dessa familia séo fortemente aromaticos, devido a presenca de
Oleos essenciais (LOPES, 2013).

A ISO (International Standard Organization) define éleos essenciais como 0s
compostos obtidos de partes de plantas, por meio de destilacdo por arraste com
vapor d’agua, ou também por expressao dos pericarpos de frutos citricos. Também
s@o conhecidos como 6leos volateis, etéreos ou essenciais (SIMOES; SPITZER,
2004).

Oleos essenciais sd0 compostos volateis com baixo peso molecular,
produzidos pelas plantas para sua sobrevivéncia (MAIA et al., 2015), com aroma e
sabor carateristico e que em temperatura ambiente ficam liquidos, sdo consideradas
moléculas lipofilicas, ou seja, insolliveis em agua, sdo instaveis na presenca de luz,
calor, umidade, ar e metais (SIMOES et al., 2007; GOMES, 2011). Estes compostos
sdo sintetizados e armazenados em estruturas epidérmicas ou mesofilicas,
presentes em rizomas, bulbos, folhas, flores, cascas dos frutos e os frutos, que séo
sintetizados por glandulas secretoras e tricomas glandulares (GOMES, 2011).

De acordo com Bakkali et al. (2008), sdo conhecidos por sua acgao
antisséptica, ou seja, bactericida, virucida, fungicida, além de possuir propriedades
medicinais. Na natureza, os 0leos essenciais desempenham papel importante na

protecdo de plantas como agentes antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticida
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e também contra herbivoros reduzindo sua palatabilidade, além de atrair algumas
espécies de insetos, que atuam na dispersao do pélen e sementes.

Segundo Silva (2007) a toxicidade que alguns 6leos essenciais possuem, esta
relacionada a alta complexidade de sua composicdo quimica, onde 0s Vvarios
componentes quimicos presentes podem atuar em sinergismo, apresentando acao
fungicida e fungistética.

As maiorias dos Oleos essenciais possuem algum grau de atividade
antimicrobiana, e essa atividade é atribuida a acdo das substancias presentes em
sua composicdo como 0s compostos fendlicos, monoterpenos e terpendides
(GILLES et al., 2010; MAIA et al., 2015). E amplamente conhecido que os 6leos
essenciais apresentam atividade antimicrobiana, sendo esta bem esclarecida na
literatura, entretanto, o mecanismo de ac¢do antimicrobiana, ainda ndo se encontra
completamente entendido (COSTA et al., 2000). O que se sabe € que 0s compostos
aromaticos e fenodlicos atuam diretamente sobre a membrana citoplasmatica,
causando alteracdes estruturais e funcionais (HOLLEY; PATEL, 2005).

A acdo antimicrobiana dos Oleos e extratos esta ligada diretamente a sua
caracteristica lipofilica, permitindo para os mesmos a interacdo destes com a
membrana celular tornando-a permedvel, causando assim modificacdes estruturais
(BAKKALI et al., 2008). Rasooli et al. (2006) verificaram que o fungo Aspergillus
niger apresentou alteracdes morfolégicas nas hifas, interrupcdo e destruicdo das
membranas plasmaticas e mitocondriais com a acdo dos O6leos essenciais de
Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock. Costa et al. (2011) avaliando o efeito do 6leo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) sobre as hifas de Rhizoctonia
solani, observaram diferentes alteracfes morfolGgicas, tais como a presenca de
vacuolos, desorganizacao dos conteudos celulares, diminuicdo na nitidez da parede
celular, intensa fragmentacao e menor turgéncia das hifas.

Conforme Sikkema et al. (1994) por serem lipofilicos os 6leos se acumulam
na bicamada lipidica, determinando assim a permeabilidade dessa estrutura. A
caracteristica hidrofobica causa alteracdo na estrutura do envelope celular, e os
compostos fenolicos, como timol, carvacrol e eugenol diminuem a fluidez e alteram o
perfil lipidico da membrana celular bacteriana (PASQUA et al.,2007).

Diversos trabalhos com Oleos essenciais tem mostrado o seu potencial no
controle de bactérias (SILVA et al., 2010; DEMUNER et al., 2011; NASCIMENTO et
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al., 2011) e fungos fitopatogénico, a inibicdo do desenvolvimento dos mesmos pode
ocorrer de duas formas, pela acédo direta inibindo o crescimento micelial e a
germinacdo dos esporos, quando forma indireta pela inducdo de resisténcia a
diversos patogenos (DONLAPORN; SUNTORNSUK, 2010; DEUS et al.,, 2011;
PERINI et al., 2011).

Pesquisas vém mostrando a eficiéncia de diferentes 0leos essenciais no
controle de microrganismos, entre eles estdo os 6leos de capim-liméo, eucalipto e
menta no controle do crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides
(CARNELOSSI et al., 2009). A utilizacédo de 6leo de endro no controle de fungos que
atacam o tomate cereja (TIAN et al., 2011) e o de laranja na redug&o do crescimento
micelial e na germinagcdo de esporos de Aspergillus niger (SHARMA; TRIPATHI,
2008). Um dos exemplos de plantas que também possuem potencial de uso no
controle de fitopatdgenos sdo o Nim indiano (Azadirachta indica A. Juss) e Karanja
(Pongamia glabra), comumente utilizadas no controle de doencas e pragas agricolas
(GARCIA et al., 2012).

Em trabalhos desenvolvidos com extratos e Oleos essenciais obtidos de
plantas medicinais da flora nacional, foi verificado potencial para o controle de
fitopatdogenos, onde a acgdo fungitoxica inibiu o crescimento micelial e também a
esporulacdo, além de induzir a producdo de fitoalexinas (COOK; BAKER, 1983).
Segundo Purkayastha (1995) as fitoalexinas sdo oriundas do metabolismo
secundario, com acao antimicrobiana, de baixo peso molecular, que sao produzidas
pelas plantas em respostas aos estresses fisicos, quimicos e bioldgicos.

Celoto et al. (2008) e Maia et al., (2015) consideram que a diversidade dessas
substancias poderiam possibilitar a utilizacdo direta pelo produtor, através do cultivo
da planta que produz compostos secundarios com propriedades antifungicas, para o
preparo e posterior aplicacdo de extratos, com isso diminui o custo do controle do
patogeno, sendo uma alternativa vantajosa para pequenos produtores.

Silva et al. (2008), ao testarem os extratos de folhas, do cerne e do cértex da
raiz e do caule da “fruta-do-conde”, verificaram que o extrato hexanico do cerne do
caule da planta foi ativo contra o crescimento de Sclerotinia sclerotiorum, entretanto,
0s demais extratos testados ndo apresentaram o mesmo efeito. Os autores sugerem
que o principio ativo contra o patégeno deve estar presente em maior concentragdo

no cerne do caule do que nas demais partes da planta.
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Garcia e colaboradores (2012) estudaram o feito de 6leos e extratos vegetais
sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum. Foram estudados os extratos
vegetais de Schinus molle L. (aroeirinha), Ageratum conyzoides L. (mentrasto),
Ocimum gratissimum L. (alfavaca), Artemisia absinthium L. (losna), Syzygium cumini
L. (jambolédo), Ruta graveolens L. (arruda), Manihot esculenta Crantz (mandioca),
Melia azedarach L. (Santa Barbara) e Piper aduncum L. (pimenta longa) na
concentracdo de 30%. Onde foi verificado que os extratos de Santa Barbara,
mestrasto e arruda inibiram em 25% o crescimento micelial, ja o extrato de pimenta
longa obteve o melhor resultado inibindo 43%. Os autores também estudaram o
efeito da associac@o entre o nim indiano e o 6leo Karanja sobre o desenvolvimento
micelial de S. sclerotiorum, onde a eficiéncia na reducdo do crescimento micelial foi
diretamente proporcional ao aumento das concentracdes de nim indiano e Karanja,
sendo a concentracdo de 100 ug.mL™ de nim com 1/3 de Karanja, inibiu 63,10%.

Pansera et al. (2012) estudaram a acdo dos Oleos essenciais e extratos
vegetais (hidroetandlico, etandlico e infusdo) de capim-limdo (Cymbopogom
citratus), aroeira (Schinus molle), aroeira brava (Schinus terebinthifolius), salvia
(Salvia officinalis) e carqueja (Bacharis trimera) no desenvolvimento micelial de S.
sclerotiorum. Onde foi verificado que 6leo essencial de capim-lim&o inibiu totalmente
o crescimento micelial do patdégeno em todas as concentracfes testadas, e para 0s
Oleos essenciais de salvia e carqueja, inibiram em 100% o crescimento micelial nas
concentracdes de 0,15% e 0,20%. Ja Soylu et al. (2007), constataram que os 6leos
oriundos de orégano (Origanum syriacum var bevanii) e funcho (Foeniculum vulgare)
apresentaram inibicdo total do crescimento micelial do patdgeno S. sclerotiorum, a
partir das concentracdes de 3,2 pg ml™ e 1,6 pg mi™.

O potencial antifungico do 6leo essencial da casca de laranja (OECL) foi
observado por Rentschler (2014), onde o extrato de alho e OECL apresentaram
potencial para o controle de Alternaria alternata e Alternaria dauci, uma vez na que
na menor concentracdo estudada (10%) reduziram a incidéncia desses fungos em
sementes de cenoura.

O limoneno é o constituinte majoritario do 6leo essencial da casca de laranja,
0 qual possui atividade antimicrobiana sobre o crescimento micelial in vitro de
Alternaria alternata (GUIMARAES et al., 2011). Segundo Marostica Janior e Pastore

(2007) afirmam que o feito inibidor do limoneno em microrganismos, € creditado a
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diminuicdo da velocidade do processo fosforilagdo oxidativa, aumentando a flacidez
das membranas dos fungos filamentosos, o que leva a permeabilidade inespecifica,
perda da integridade celular, decréscimo da matéria seca e inativacdo da energia
metabdlica.

Rodrigues e colaboradores (2007) estudaram o efeito do extrato bruto aquoso
de gengibre (EBA) sobre o crescimento micelial e a producdo de esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum in vitro. Foi observado que o EBA na concentragdo maxima
(25%) utilizada, proporcionou uma inibicdo no crescimento de 92,5% e a inibicdo da
producédo esclerddios ndo alcancou o valor 30%.

Stefanello et al. (2006) estudaram o efeito de extratos de plantas nativas do
cerrado sobre a germinagao carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum, verificaram que
extratos de Tabebuia heptaphylla e Combretum laxum apresentaram efeito
supressor. Gavassoni et al. (2006) verificaram que extratos a base de aveia, trigo,
ervilhaca e feijao, apresentaram reducdo da germinacao dos esclerédios. Da mesma
forma, estudos realizados por Sharma e Basandrai (1997) com diferentes isolados
de mofo branco oriundos da ervilha, grédo-de-bico, couve-flor e rabanete, extratos
foliares de plantas de nim reduziram a germinacdo carpogénica em condi¢cdes
laboratoriais.

Nos sistemas de producao alternativos séo utilizados diversos produtos para
o controle de pragas e doencas, para melhorar a nutricdo plantas, além atuar como
ativadores de mecanismos de resisténcia vegetal (LORENCETTI et al., 2015). No
entanto, até o momento, ndo existem relatos da utilizacdo do emprego de produtos
comerciais a base de 6leos essenciais sobre 0 patdégeno causador do mofo branco.
Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento micelial e a
germinacdo carpogénica de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum, in vitro, sob
diferentes concentracdes do produto comercial a base de 6leo essencial da casca de

laranja.



37

5 REFERENCIAS

ABAWI, G.S.; GROGAN, R.G. Source of primary inoculum and effects of temperature
and moisture on infection of beans by Sclerotinia sclerotiorum. Phytopathology.
Saint Paul, v.65, n.3, p. 300 — 309, 1975.

ABDULLAH, M.T.; ALIl, N.Y.; SULEMAN, P. Biological control of Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) De Bary with Trichoderma harzianum and Bacillus
amyloliquefaciens. Crop Protection, v. 27 p. 1354-1359, 2008.

ABREU, M.J. de. Caracterizacdo de isolados do agente casual do mofo branco

do feijoeiro. 2014. Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal de Lavras.

AGUIAR, R.A. de. Manejo do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum L.) em tomateiro

industrial. 2011. Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Goias.
AGRIOS, G.N. Plant Pathology. San Diego, Academic Press, p.827, 2005.
AGRIQOS, G. Plant Pathology. San Diego: Academic Press. 4 ed. 1997.

ALMEIDA, A.M.R.; FERREIRA, L. P.; YORINORI, J.T.; SILVA, J.F.V.; HENNING, A.
A.; GODOQY, C.V.; COSTAMILAN, L.M.; MEYER, M.C. Doencas da soja (Glycine
max). In: KIMATI, H.; AMORIN, L.; REZNDE, J.A.M.; BERGAMIN FILHO, A
CAMARGO, L.E.A. Manual de Fitopatologia: Doencas das plantas cultivadas.
Séao Paulo: Agrondmica Ceres LTDA, 4. ed, v.2, 2005.

ARAHANA, V.S.; GRAEF, G.L.; SPECHT, J.E.; STEADMAN, J.R.; ESKRIDGE, K.M.
Identification of QTLs for resistance of Sclerotinia sclerotiorum in soybean. Crop
Science, v.41, p. 180-188, 2001.

ATHOW, K.L. Fungal diseases. Soybeans: Improvement, production and uses.
Madison, American Society of Agronomy, p. 459-489, 1973.

BAKKALI, F.; AVERBECK, S.; AVERBECK, D.; IDAOMAR, M. Biological effects of
essential oils — a review. Food and Chemical Toxicology, v. 46, n. 2, p. 446-475,
2008.



38

BARDIN, S.D; HUANG, H.C. Research on biology and control of Sclerotinia
sclerotiorum on biocontrol efficacy of Trichoderma harzianum. Applied Soil
Ecology, v.35, p. 21-24, 2007.

BEDI, K.S. The age and size of sclerotic of Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary in
relation to the formation of apothecia. Journal of the Indian Botanical Society, v.
42, p. 204-207, 1963.

BENITEZ, T. Biocontrol mechanisms of Trichoderma strains. International

Microbiology, Barcelona — Spain, v.7, 2004.

BERUSKI, G.C. Incidéncia e severidade de mofo branco em soja cultivada sob
diferentes densidades populacionais e espagamentos. 2013. Dissertacdo

(Mestrado) — Universidade Estadual de Ponta Grossa.

BOLAND, G.J.; HALL, R. Index of plant hosts of Sclerotinia sclerotiorum. Canadian
Journal Plant Pathology. v.16, p. 93-108, 1994.

BOLTON, M.D.; THOMMA, B.P.H.J.; NELSON, B.D. Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary: biology and molecular traits of a cosmopolitan pathogen. Molecular Plant
Pathology, v. 7, n. 1, p. 01-16, 2006.

BOTELHO, L. da S. Detecc¢dao, transmisséao e efeitos de Sclerotinia sclerotiorum
em sementes de soja. 2011. Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Lavras.

BRUSTOLIN, R. Producdo de in6culo e sobrevivéncia de Sclerotinia
sclerotiorum. 2012. Tese (Doutorado) - Universidade de Passo Fundo.

CAMARGO, M.P. Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja: sobrevivéncia,
efeito, germinacdo, tamanho da amostra para analise e eficiéncia in vitro de
fungicidas. 2013. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade de S&o Paulo: Escola

Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.

CAMPOS, H. D.; SILVA, L.H.C.P. ; SILVA, J.R.C.; MONTEIRO, F. . Effect of
fungicides in the development of Colletotrichum truncatum in controlled conditions.
In: 4 Top Ciéncia,2008, Heideberg - Germany. Top Ciéncia Basf. Sdo Paulo: BASF
the Chemical Company. 5. p. 1-2, 2008.



39

CANOVA, E. Mofo branco em soja. 2014. Disponivel  em<
http://clubephytus.com/content/details/20b5e1cf8694af7a3clba4a87f073021>.

Acesso em 01 de maio de 2016.

CANTERI, M.G.; DALLA PRIA, M.; SILVA, O.C. Principais doencas fungicas do
feijoeiro: orientagcbes para manejo econdmico e ecoldgico. Ponta Grossa:
UEPG, p.178, 1999.

CARNELOSSI, P.R.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; CRUZ, M.E.S.; ITAKO, AT
MESQUINI, R.M. Oleos essenciais no controle pos-colheita de Colletotrichum
gloeosporioides em mamao. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.
11, n. 4, p. 399-406, 2009.

CASSETARI NETO, D.; MACHADO, A.Q.; SILVA, R.A. Manual de doenca da soja.
Séo Paulo: Cheminova Brasil LTDA, p.57, 2010.

CELOTO, M.I.B.; PAPA, M.F.S.; SACRAMENTO, L.V.S.; CELOTO, F.J. Atividade
antifingica de extratos de plantas a Colletotrichum gloeosporioides. Acta
Scientiarum. v. 30, n.1, p.1-5, 2008.

CESSNA, S.G. Oxalic acid, a pathogenicity factor for Sclerotinia sclerotiorum,
suppresses the oxidative burst of the host plant. Plant Cell. Rockville, v 12, n [ ], p.
2191 — 2199, nov. 2000.

CHAVES, G. M. Estudos sobre Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Experientiae,
Vicosa, v. 4, n.2, 1964.

CLARKSON, J.P.; STAVELEY, J.; PHELPS, K.; YOUNG, C.S.; WHIPPS, J.M.
Ascospore release and survival in Sclerotinia sclerotiorum. Mycological Research,
Cambridge, v. 107, n. 2, p. 213-222, 2003.

COOK, R.J.; BACKER, K.F. The nature and practice of biological control of plant
pathogens. St. Paul: APS Press, p.539, 1983.

COSTA, AR.T.; AMARAL, M.F.Z.J.; MARTINS, P.M.; PAULA, J.AM.; FIUZA, T.S,;
RESVENZOL, L.M.F.; PAULA, J.R.; BARA, M.T.F. Acdo do Oleo essencial de
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry sobre as hifas de alguns fungos


http://clubephytus.com/content/details/20b5e1cf8694af7a3c1ba4a87f073021

40

fitopatogénicos. Revista Brasileira de Plantas Medicinais. v.13, n.2, p. 240- 245,
2011

COSTA, G.R.; COSTA, J.L.S. Efeito dos fungicidas procimidone e benomyl na
formacdo de apotécios de Sclerotinia sclerotiorum no solo. In: 21 Congresso
Paulista de Fitopatologia, Botucatu. Resumos...Botucatu: UNESP, p.51, 1998.

CRATO, F.F. do. Quantificacdo de esclerédios e germinacdo miceliogénica e
carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum oriundos da cultura da soja tratada
quimica e biologicamente. 2013. Tese de Doutorado. Universidade Federal de
Uberlandia.

COSTA, T.R.; FERNANDES, O.F.L.; SANTOS, S.C.; OLIVEIRA, C.M.A.; LIAO, L.M.;
FERRI, P.H.; PAULA, J.R.; FERREIRA, H.D.; SALES, B.H.N.; SILVA, M.R.R.
Antifungal activity of volatile constituents of Eugenia dysenterica leaf oil. Journal of
Ethnopharmacology, v. 72, p. 111-117, 2000.

COSTA, J.F.O.; JUlIZ, P.; PEDRO, A.S.; DAVID, J.P.L.; DAVID, J.M.; GIULIETTI,
A.M.; FRANCA, F.; SANTOS, R.R.; SOARES, M.B.P.. Immunomodulatory
Solereder H. systematic anatomy of the dicotyledons. Oxford: Claredon Press;
1908.

COSTA, J.L.; RAVA, C.A. Influéncia da braquiaria no manejo de doencas do feijoeiro
com origem no solo. In: KLUTHCOUSKI, J.; STONE, L.F.; AIDAR, H. Integracéao
lavoura-pecuaria. EMBARAPA Arroz e Feijao, v.1, p.523-534, 2003.

CUNHA, W.G. Resisténcia a Sclerotinia sclerotiorum em plantas de soja
geneticamente modificadas para expressar o gene da oxalato descarboxilase
de Flammulina velutipes. 2010. Tese (Doutorado). Universidade de Brasilia.

DALLA PRIA, M.; SILVA, O.C. Cultura do feijdo: doencas e controle. Ponta
Grossa, UEPG, p.454, 2010.

DANIELSON, G.A.; NELSON, B.D.; HELMS, T.C. Effect of Sclerotinia stem rot on
yield of soybean inoculated at different growth stages. Plant Disease, v.88, p.297-
300, 2004.



41

DAVIDSON, A. L.; BLAHUT-BEATTY, L.; ITAYA, A.; ZHANG, Y.; ZHENG, S,
SIMMONDS, D. Histopathology of Sclerotinia sclerotiorum infection and oxalic acid
function in susceptible and resistant soybean. Plant Pathology, 2016. DOI:
10.1111/ppa.12514

DE BONA, E.; PINTO, F.G. da. S; FRUET, T.K.; JORGE, T.C.M.; MOURA, A.C.de.
Comparacéo de métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacéo
da concentracéo inibitoria minima (CIM) de extratos vegetais aquosos e etandlicos.
Arqguivos do Instituto Biolégico, v. 81, n. 3, p. 218-225, 2014.

DEMUNER, A.J.; BARBOSA, L.C.A.; MAGALHAES, C.G.; SILVA, C.J; MALTHA,
C.R.A.; PINHEIRO, A.L. Seasonal variation in the chemical composition and
antimicrobial activity of volatile oils of three species of Leptospermum (Myrtaceae)
grown in Brazil. Molecules, v.16, p.1181-1191, 2011.

DHINGRA, O.D. Teoria da transmissdo de patdgenos fungicos por sementes. In
ZAMBOLIN, L. (Ed.). Sementes: Qualidade Fitossanitaria. Vicosa: UFV, p. 11-75,
2005.

DICKMAN, M.B.; MITRA, A. A. Arabidopsis thaliana as a model for studying
Sclerotinia sclerotiorum pathogenesis. Physiological and Molecular Plant
Pathology, London, v. 41, n. 4, p. 255-263, 1992.

DUTTON, M.V.; EVANS, C.S. Oxalate production by fungi: Its role in pathogenicity
and ecology in the soil environment. Canadian Journal of Microbiology, Ottawa, v.
42,n.9, p. 881-895, 1996.

DONLAPORN, S.; SUNTORNSUK, W. Antifungal activities of ethanolic extract from
Jatropha curcas Seed Cake. Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 20, n.
2, p. 319-324, 2010.

ESKER, P.; PELTIER, A.; BRADLEY, C.; CHILVERS, M.; MALVICK, D.; MUELLER,
D.; WISE, K. Management of white mold in soybean. North Central Soybean
Research Program, 2011.



42

FERRAZ, L.C.L; BERGAMIN, A.; AMORIM, L.; NASSER, L.C.B. Viabilidade de
Sclerotinia sclerotiorum apdés a solarizacdo do solo na presenca de cobertura morta.

Fitopatologia brasileira. v. 28, n.1, 2003.

FERREIRA, L.P.; LEHMAN, P.S.; ALMEIDA, A.M.R. Doencas da soja no Brasil.
EMBRAPA — CNPSo, Londrina, p. 42, 1979.

FRAVEL, D.R. Commercialization and implementation of biocontrol .Annual Review
Phytopathology, v. 43, p. 337-359, 2005.

GARCIA, R.A. Producédo de inéculo, efeito de extratos vegetais e de fungicidas
e reacdo de gendtipos de soja a Sclerotinia sclerotiorum. 2008. Dissertacdo
(Mestrado) — Universidade Federal de Uberlandia.

GARCIA, R.A.; JULIATTI, F.C.; BARBOSA, K.A.G.; CASSEMIRO, T.A. Atividade
antifingica de 6leo e extratos vegetais sobre Sclerotinia sclerotiorum= Antifungal
activity of vegetable oils and extracts against Sclerotinia sclerotiorum. Bioscience
Journal, v. 28, n. 1, 2012.

GAVASSONI, W.L.; SERRA, A.P.; BACCHI, L.M.; OLIVEIRA, M.; CARVALHO, P.M.
Influéncia de extratos vegetais de plantas cultivadas sobre a germinacéo
carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 26,
suplemento. Ref. 804. Palestras e resumos do XXXIX Congresso Brasileiro de

Fitopatologia. Salvador -Bahia. Agosto, 2006.

GILLES, M.; ZHAO, J.; AN, M.; AGBOOLA, S. Chemical composition and
antimicrobial properties of essential oils of three Australian Eucalyptus species. Food
Chemistry. v.119, p.731-737, 2010.

GODOY, G.; STEADMAN, J. R.; DICKMAN, M. B.; DAM, R. Use of mutants to
demonstrate the role of oxalic acid in pathogenicity of Sclerotinia sclerotiorum on
Phaseolus vulgaris. Physiological and Molecular Plant Pathology, London, v. 37,
n. 3, p. 179-191, 1990.

GOMES, M. de S. Caracterizagdo quimica e atividade antifungica dos 0leos
essenciais de cinco espécies do género Citrus. 2011. Dissertacdo (Mestrado)
Universidade Federal de Lavras.



43

GONGCALVES, P.R. C. Reacédo de progénies de feijao, derivadas de selecao
recorrente para mofo branco, ao acido oxalico. 2012. Dissertacdo (Mestrado) -

Universidade Federal de Lavras.

GORGEN, C.A. Manejo do mofo branco da soja com palhada de Brachiaria
ruziziensis e Trichoderma harzianum “1306”. 2009. Dissertacdo (Mestrado) —

Universidade Federal de Goias.

GORGEN, C.A.; CIVARDI, E.A.; RAGAGNIN, V.A.; SILVEIRA NETO, A.N.;
CARNEIRO, L.C.;LOBO JUNIOR, M. Reducdo do indculo inicial de Sclerotinia
sclerotiorum em soja cultivada apdés uso do sistema Santa Fé. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira. Brasilia, v.5, n.10, p.1102-1108, 2010.

GOVINDACHARI, T.R.; SURESH, G.; GOPALAKRISNAN, G.; MASLAMANI, S;
BANUMATHI, B. Antifungal activity of some tetranortriterpenoids. Fitoterapia. v. 71,
n.3, p.317-320, 2000.

GRAU, D.R. Sclerotinia Stem Rot. In: SINCLAIR, J.B.; BACKMAN, P.A.
Compendium of Soybean Diseases, APS Press, 3 ed., p 47-48, 1989.

GRAU, C.R. Sclerotinia stem rot of soybean. In: WYLLLIE, T.D.; SCOTT, D.H.
Soybean Diseases of the North Central Region. APS Press, p. 56-66, 1988.

GUIMARAES, L.G.L.; CARDOSO, M.G.; SOUSA, P.E.; ANDRADE, J.; VIEIRA, S.S.
Atividades antioxidante e fungitoxica do 6leo essencial de capim-liméo e do citral.
Revista Ciéncia Agronémica, v.42, p.464-472, 2011.

GUIMARAES, R.L.; STOTZ, H.U. Oxalate production by Sclerotinia sclerotiorum
deregulates guard cells during infection. Plant physiology, v. 136, n. 3, p. 3703-
3711, 2004.

GUIRALDO, N.; AMBROSANO, E.J.; MENDES, P.C.D.; ROSSI, F.; AVERALO, R.A.
Medidas de controle de doencas em sistema agroecolégicos. Summa
Phytopathologica, Botucatu, v. 30, n. 1, p. 153-156, jan./mar. 2004.



44

HAREL, A.; GOROVITS, R.; YARDEN, O. Changes in protein kinase an activity
accompany sclerotial development in Sclerotinia sclerotiorum. Phythopatology. v.
95, n.4, p. 397-404. 2005.

HARIKRISHNAN, R.; DEL RIO, L.E. Influence of temperature, relative humidity,
ascospore concentration, and length of drying of colonized dry bean flowers on white
mold development. Plant Disease, v.90, p.946-950, 2006.

HAWKSWORTH, D.L.; KIRK, P.M.; SUTTON, B.C.; PEGLE, D.N. Ainsworth &
Bisby's dictionary of the fungi. Wallingford: CAB international, 8. Ed, 1995.

HOLLEY, R.A.; PATEL, D. Improvement of shelf life and safety of perishable foods
by plant essential oils and smoke antimicrobials. Food Microbiology, n.22, p.273—
292. 2005:

HOMECHIN, M. Plantas daninhas hospedeiras de Sclerotinia sclerotiorum.

Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 7, n 3, p.472, 1982. (Resumo).

HUANG, H. C. Control of Sclerotinia wilt of sunflowers by hyperparasites. Canadian
Journal of Plant Pathology, Ontario, v.2, n.1, p. 26-32, 1980.

JULIATTI, F.C.; JULIATTI, F.Ca. Podriddo da haste da soja: manejo e uso de
fungicidas em busca da sustentabilidade nos sistemas de producdao.
Uberlandia: Composer, p. 33, 2010.

JULIATTI, F.C.; POLIZEL, A.P.; JULIATTI, F.Ca. Manejo integrado de doencas na
cultura da soja. Uberlandia, p.32, 2004.

KIM, H.S.; DIERS, B.W. Inheritance of partial resistance to Sclerotinia stem rot in
soybean. Crop Science, v.40, p. 50-61, 2000.

KIM, T.G.; KNUDSEN, G.R. Quantitative real-time PCR effectively detects and
quantifies colonization of sclerotia of Sclerotinia sclerotiorum by Trichoderma spp.
Applied Soil Ecology, v. 40, n. 1, p. 100-108, 2008.

KIMATI, H.; AMORIM, L.; BERGAMIN FILHO, A.; CAMARGO, L. E. A.; REZENDE, J.
A. M. Manual de fitopatologia: doencas das plantas cultivadas. Agrondémica
Ceres, 4. Ed, v.2, p.663, 2005.



45

KIMATI, H.; BERGAMIN FILHO, A. Principios gerais de controle In: BERGAMIN
FILHO, A.; KIMATI, H.;, AMORIN, L.. Manual de fitopatologia-Principios e
conceitos. 3ed. Sdo Paulo: Agronémica Ceres, v.1, c. 34, p. 692-709, 1995.

KLUTHCOUSKI, J. ; AIDAR, H.; STONE, L.F.; COBUCCI, T. Integracado lavoura-

pecuaria e o manejo de plantas daninhas. Encarte Técnico Potafos, n. 106, 2004.

KORA, C., MCDONALD, M.R., AND BOLAND, G.J. Sclerotinia rot of carrot: an
example of phenological adaptation and bicyclic development of Sclerotinia
sclerotiorum. Plant Diseases. v. 87: p. 456— 470, 2003.

LEITE, R.M.V.B. de C. Ocorréncia de doencas causadas por Sclerotinia sclerotiorum

em girassol e soja. Embrapa Soja. Comunicado Técnico, 2005.

LEITE, R.M.V.B de C.; OLIVEIRA, M. F.; VIEIRA, O. V.; CASTIGLIONI, V. B. R.
Incidéncia de podriddo branca causada por Sclerotinia sclerotiorum em girassol
semeado apds a colheita da safra de verdo, no Estado do Parand. Summa
Phytopathologica, v. 26, n. 2, p. 81-84, 2000.

LOBO JUNIOR, M. Manejo cultural e aspectos epidemiolégicos do mofo branco

na cultura da soja. 2014. Tese de Doutorado. Universidade Federal de Goias.

LOPES, L.T.A.; PAULA, J.R de; TRESVENZOL, M.F.; BARA, T.M.F.; STONE, S. de;
FERRI, P. H.; FIUZA, T. de S. Composicdo quimica e atividade antimicrobiana do
Oleo essencial e anatomia foliar e caulinar de Citrus limettioides Tanaka (Rutaceae).

Revista Ciéncia Farmacoldgica Basica Aplicada, v.34, p. 503-511, 2013.

LORENCETTI, G. A. T.; MAZARO, S. M.; POTRICH, M.; LOZANO, E. R,
BARBOSA, L. R.; LUCKMANN, D.; DALLACORT, S.. Alternative Products for
Thaumastocoris peregrinus Control and Resistance Induction in Plants. Floresta e
Ambiente, v. 22, n. 4, p. 541-548, 2015.

LUMSDEN, R.D. Histology and physiology of pathogenesis in plant diseases caused
by Sclerotinia sclerotiorum. Phytopathology. v.69, p. 890-895, 1979.

LUMSDEN, R.D.; DOW, R.L. Histopathology of Sclerotinia sclerotiorum infection of
bean. Phytopathology, v.63, p. 708-715, 1973.



46

MAIA, T.F.; DONATO, A. de; FRAGA, M.E. Atividade antifingica de 6leos essenciais
de plantas. Revista Brasileira de Produtos Agroindustriais, Campina Grande,
v.17,n.1, p.105-116, 2015.

MAROSTICA JUNIOR, M.R.; PASTORE, G.M. Biotransformac&o de limoneno: uma

revisdo das principais rotas metabdlicas. Quimica Nova, v.30, p. 382-387, 2007.

MATOS, F.J.A. As plantas da farméacia viva. Fortaleza: Ed. Universidade Federal
do Ceara, v.1, p.57, 1997.

MENTEN, J.O.M.; LIMA, L.C.S.F.; FRASE, V.C.; RABALHO, A.A. Evolucéo dos
produtos fitossanitarios para tratamento de sementes no Brasil. DFP, cap.12, p.
333-374, 2005.

MEYER, M.C.; CAMPOS, H.D. Guerra ao mofo. Grandes culturas. Pelotas, v.11, n.
120, p.16-18, 2009.

MILA, A.L.; YANG, X.B. Effects of fluctuating soil temperature and water potential on
sclerotic germination apothecial production of Sclerotinia sclerotiorum. Plant
Disease, v.92, p. 78-82, 2008.

MOHAMED, H.A.L.A.; HAGGAG, W.M. Biocontrol potential of salinity tolerant
mutants of Trichoderma harzianum against Fusarium oxysporum, Brazilian Journal
Microbiology, v. 37, n. 2, p.181-191. 2006.

MORANDI, M.A.B.; BETTIOL, W. Controle biol6gico de doencas de plantas no
Brasil. In: BETTIOL, W.; MORANDI, M.A.B. (ed). Biocontrole de doencas de
plantas: uso e perspectiva. Jaguariiina, Sado Paulo: Embrapa Meio Ambiente, v.1,
cap.l, p.341, 2009.

MUELLER, D. S.; DORRANCE, A. E.; DERKSEN, R. C.; OZKAN, E.; KURLE, J. E,;
GRAU, C. R.; GASKA, J. M.H; ARTMAN, G. L.; BRADLEY, C. A.; PEDERSEN, W. L.
Efficacy of fungicides on Sclerotinia sclerotiorum and their potential for control of

Sclerotinia stem rot on soybean. Plant Disease, v.86, p.26-31, 2002.

MUELLER, D. S.; HARTMAN, G. L.; PEDERSEN, W. L. Development of sclerotia
and apothecia of Sclerotinia sclerotiorum from infected soybean seed and its control
by fungicide seed treatment. Plant disease, v. 83, n. 12, p. 1113-1115, 1999.



47

NASCIMENTO, J.C.; BARBOSA, L.C.A.; PAULA, V.F.; DAVID, J.M.; FONTANA, R,
SILVA, L. A.M.; FRANCA, R.S. Chemical composition and antimicrobial activity of
essential oils of Ocimum canum Sims. and Ocimum selloi Benth. Anais da
Academia Brasileira de Ciéncias, v.83, p.787-799, 2011.

NASSER, L.C.B.; NAPOLEAO, R.; CARNAVAL, R.A. Mofo branco — cuidado com a
semente. Cultivar Grandes Culturas, Pelotas, v.1, n.4, p.4, 1999.

NELSON, B. Biology of Sclerotinia. In: Proceedings of the Sclerotinia workshop.
1998.

OLIVEIRA, C. M. G. Panorama das doencas e pragas em horticultura: doencas
causadas por nematoides. O Bioldgico, v. 69, n. 2, p. 85-86, 2007.

PANSERA, M.R.; VICENCO, C.B.; PRANCUTTI, A.; SARTORI, V.C.; SILVA
RIBEIRO, R.T. da. Controle alternativo do fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De
Bary causador da podriddo de sclerotinia, com 6leos essenciais e extratos vegetais.

Revista Brasileira de Agroecologia, v. 7, n. 3, 2012.

PASQUA, R.D; BETTS, G.; HOSKINS, N.; EDWARDS, M.; ERCOLINI, D
MAURIELLO, G. Membrane toxicity of antimicrobial compounds from essential oils.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 55, 2007.

PAULA JUNIOR, T.J.; VIEIRA, R.F.; LOBO JUNIOR, M.; MORANDI, M.A.B,;
CARNEIRO, J.E.S. Mofo branco. In: PRIA, M.D.; SILVA, O.C. Cultura do feijao:
doencas e controle. Ponta Grossa: Editora UEPG, 2010.

PAULA JUNIOR, T.J.; VIEIRA, R.F.; LOBO JUNIOR, M.; MORANDI, M.AB.;
CARNEIRO, J.E.S.; ZAMBOLIM, L. Manejo integrado do mofo branco do
feijoeiro. EPAMIG, Vicosa — MG. p.48, 2006.

PAVAN, M.A.; KRAUSE-SAKATE, R.; KUROZAWA, C. Doencas da alface. In:
KIMATI, H. (Ed.). Manual de fitopatologia: doencas das plantas cultivadas. Séo
Paulo: Agronémica Ceres, v.2, p. 27-33, 2005.

PELTIER, A.J.; BRADLEY, C.A.; CHILVERS, M.l.; MALVICK, D.K.; MUELLER, D.S,;
WISE, K.A.; ESKER, P.D. Biology, yield loss and control of Sclerotinia stem rot of



48

soybean. Journal of Integrated Pest Management, Annapolis, v. 3, n. 2, p. B1-B7,
2012.

PEREIRA, F.S. de., BORGES, L.P., GUIMARAES, G.R.. SILVA, A. da;
GONCALVES, R.N.; CARVALHO, L.R. de; TEIXEIRA, |.R. Estratégias de controle de
mofo branco do feijoeiro. Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico Conhecer -
Goiania, v.9, n.17, 2013.

PEREIRA, R.B.; PINHEIRO, J.B. Manejo integrado de doencas em hortalicas em

cultivos organicos. Embrapa Hortalicas, 2012. (Circular Técnica 111).

PERINI, V.B. de M.; CASTRO, H.G. de; SANTOS, G.R. dos; AGUIAR, R.W. de S,
LEAO, E.U.; SEIXAS, P.T.L. Avaliacdo do efeito curativo e preventivo do 6leo
essencial do capim citronela no controle de Pyricularia grisea. Journal of

Biotechnology and Biodiversity, v.2, p.23-27, 2011.

POMELLA, AW.V.; RIBEIRO, R.T.S. Controle biolégico com Trichoderma em
grandes culturas—uma visdo empresarial. In: BETTIOL, W.; MORANDI, M.A.B. (Ed).
Biocontrole de doencas de plantas: uso e perspectivas. Jaguariina: Embrapa
Meio Ambiente, p. 239-244, 2009.

PURDY, L.H. Sclerotinia sclerotiorum: history, diseases and symptomatology, host
range, geographic distribution, and impact. Phytopathology. v. 69, p. 875-880,
1979.

PURKASYASTHA, R.P. Progress in phytoalexin research during the past 50 years.
In: DANIEL, M. PURKASYASTHA, R.P. Handbook of Phytoalexin Metabolism and
Action. New York: Marcel Dekker, p.1-39, 1995.

RASHID, K.Y.; SWANSON, J. Seed treatment for the control of sclerotinia basal-stalk
rot/wilt in sunflower. Ottawa: Agriculture and Agri-Food Canada, 1998.

RASOOLI, 1.; REZAEI M.B.; ALLAMEH A. Growth inhibition and morphological
alterations of Aspergillus niger by essential oils from Thymus eriocalyx and Thymus
x-porlock. Food Control, n.17, p. 359-364, 2006.

REIS, E.M.; BRUSTOLIN, R.; DANELLI, A.D. CASA, R.T. Ciclo do mofo branco.
Revista Plantio, v. 122, p 28-30, 2011a.



49

REIS, E.M.; BRUSTOLIN, R.; DANELLI, A.D.; CASA, R.T. Manejo integrado do mofo
branco. Revista Plantio Direto, v. 122, p. 28-30, 2011b.

REIS, A.; COSTA. H.; LOPES, C. A. Epidemiologia e manejo do mofo branco em
hortalicas. Brasilia, DF: Embrapa Hortalicas - Comunicado Técnico, n. 45, 5 p.
2007.

RENTSCHLER, L.L.A. Qualidade fisiolégica e uso de extratos e Oleos
essenciais vegetais no controle de Alternaria spp. em sementes de cenoura.

2014. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual do Norte do Parana.

RIBEIRO, C.G. Sensibilidade a fungicidas e caracterizacdo molecular de
isolados de Sclerotinia sclerotiorum. 2012. Dissertagdo (Mestrado) — FESURV-

Universidade de Rio Verde.

ROCHA, R. Manejo da podriddo de esclerotinia (Sclerotinia sclerotiorum) e
mildio (Bremia lactucae) na cultura da alface. 2007. Dissertacdo (Mestrado),

Universidade Estadual de Ponta Grossa.

RODRIGUES, E.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; FIORI-TUTIDA, A.C.G;
STANGARLIN, J.R.; CRUZ, M.E.S. Fungitoxicidade, atividade elicitora de
fitoalexinas e protecdo de alface em sistema de cultivo organico contra Sclerotinia
sclerotiorum pelo extrato de gengibre. Summa Phytopathologica, v. 33, n. 2, p.
124-128, 2007.

SAHARAN, G.S.; MEHTA, N. Sclerotinia diseases of crop plants: Biology, Ecology

and Disease Management. S&o Paulo: Springer Science, 2008.

SAINDON, G.; HUANG, H.C.; KOZUB, G.C.; MUNDEL, H.H.; KEMP, G.A. Incidence
of white mold and yield of upright bean grown in different planting patterns. Journal
of Phytopathology, Berlin, v.137, n.2, p.118-124, 1993.

SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; STANGARLIN, J.R. Extratos e 6leos essenciais de
plantas medicinais na inducéo de resisténcia. In: CAVALCANTI, L.; DI PIERO, R.M.;
CIA, P.; PASCHOLATI, S.F.; RESENDE, M.L.V.; ROMEIRO, R.S. (Org.). Inducéo
de resisténcia em plantas a patdégenos e insetos. Piracicaba: FEALQ, v. 1, p.
125-138, 2005.



50

SCHWARTZ, H. F.; HARVESON, R. M.; STEADMAN, J. R. White mold of dry beans.
Published by University of Nebraska-Lincoln Extension, Institute of Agriculture and

Natural Resources, 2012.

SCHWARTZ, H.F.; STEADMAN, J.R.; COYNE, D.P. Influence of Phaseolus vulgaris
blossoming characteristics and canopy structure upon reaction to Sclerotinia
sclerotiorum. Phytopathology, St Paul, v.68, n.3, p.465-470, 1978.

SILVA, G.B.P da. Utilizagcdo de Trichoderma spp. No controle de Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary e no crescimento de alface. 2013. Dissertacao

(Mestrado). Universidade Federal de Santa Maria.

SILVA, L.J.; SILVA, M.S.; SILVA, L.N.; RABELLO, A.R.; ALVES, R.S.; ESPINDOLA,
L.S.; PAULA, J.E.; VIEIRA, E.A.; LIMA, T.R.; ANJOS, J.R.N. Fungos fitopatogénicos
de soja sdo sensiveis a extratos organicos de planta “fruta-do-conde”, nativa do
cerrado do género Annona sp. (Familia Annonaceae). In: SIMPOSIO NACIONAL
CERRADO, 9.; SIMPOSIO INTERNACIONAL SAVANAS TROPICAIS, 2., 2008,

Brasilia. Anais... Planaltina: Embrapa Cerrados, 2008.

SHARMA. B.K.; BASANDRAI, A.K. Effect of biocontrol agents, fungicides and plant
extracts on sclerotial viability of Sclerotinia sclerotiorum. Indian Journal of
Agricultural Sciences. v.67, p.132-133, 1997.

SHARMA, N.; TRIPATHI, A. Effects of Citrus sinensis (L.) Osbeck epicarp essential
oil on growth and morphogenesis of Aspergillus niger (L.) Van Tieghem.
Microbiological Research, v. 163, p. 337-344, 2008.

SIKKEMA, J.; BONT, J.A.M.; POOLMAN, B. Interactions of cyclic hydrocarbons with
biological membranes. Journal of Biological Chemistry, v.269, n.11, 1994.

SILVA, F.P.M. da. Germinagcdo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum sob
diferentes residuos e extratos de plantas cultivadas. 2007. Dissertacao

(Mestrado)- Universidade Federal da Grande Dourados.

SILVA, C.J.; BARBOSA, L.C.A;; DEMUNER, A.J.; PINHEIRO, A.L.; DIAS, I;
ANDRADE, N.J. Chemical composition and antibacterial activities from the essential
oils of Myrtaceae species planted in Brazil. Quimica Nova, v.33, p.104-108, 2010.



51

SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMAN, G.; MELLO, J.C.P.; MENTZ, L.A;
PETROVICK, P.R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. Porto
Alegre/Florianépolis: Editora da UFRGS/Editora da UFSC, 2007.

SIMOES, C.M.O.; SPITZER, V. Oleos Volateis. In: SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL,
E,P.;, GOSMANN, G.; MELLO, J.C.P. de; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R.
Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5.ed. Porto Alegre/Florianopolis:
Editora da UFRGS/Editora da UFSC, 5.ed. ,cap. 18, p. 475, 2004.

SOUZA, L.K.H.; OLIVEIRA, C.M.A.; FERRI, P.H.; SANTOS, S.C.; OLIVEIRA
JUNIOR, J.G.; MIRANDA, A.T.B.; LIAO, L. M.; SILVA, M.R.R. Antifungal properties
of Brazilian Cerrado plants. Brazilian Journal of Microbiology. Universidade
Federal de Goias, Goiania-GO. v. 33, p. 247-249, 2002.

SOYLU, S.; YIGITBAS, H.; SOYLU, E.M.; KURT, $. Antifungal effects of essential
oils from oregano and fennel on Sclerotinia sclerotiorum. Journal of applied
microbiology, v. 103, n. 4, p. 1021-1030, 2007.

STANGARLIN, J.R.; SCHWAN-ESTRADA, K.R.F.; CRUZ, M.E.S.; NOZAKI, M.H.
Plantas medicinais e controle alternativo de fitopatdgenos. Biotecnologia Ciéncia &

Desenvolvimento, Brasilia, v.2, n.11, p.16-21, 1999.

STEADMAN, J.R. White mold - a serious yield-limiting disease of bean. Plant
Disease. v. 67, p. 346-350, 1983.

STEADMAN, J.R. Control of plant diseases caused by Sclerotinia species.
Phytopathology. St Paul, v.9, n.8, p. 904 — 907, 1979.

STEFANELLO, J.; SCHWINGEL, M. E.; GARCEZ, F.; GARCEZ, W.; GAVASSONI,
W.L. Sobrevivéncia e potencial de in6culo de Sclerotinia sclerotiorum influenciados
por extratos vegetais de plantas do cerrado. Anais do EIC VII Encontro de
iniciagcdo cientifica da UFMS. Campo Grande, MS. Outubro, 2006.

SUTTON, D.C; DEVENRALL, B.J. Studies on infection of beans (Phaseolus vulgaris)
and soybean (Glycine max) by ascospores of Sclerotinia sclerotiorum. Plant
Pathology, Madison, v.32, n.2, p. 251-261, 1983.



52

TIAN, J.; BAN, X.; ZENG, H.; HUANG, B.; HE, J.; WANG, Y. In vitro and in vivo
activity of essential oil from dill (Anethum graveolens L.) against fungal spoilage of
cherry tomatoes. Food Control, v. 22, p. 1992-1999, 2011.

TOWNSEND, B.B.; WILLETTS, H.J. The development of sclerotia in certain fungi.
Transactions of the British Mycological Society. v. 37, p. 213-221, 1954.

TWENGSTROM, E.; KOPMANS, E.; SIGVALD, R.; SVENSSON, C. Influence of
different irrigation regim on carpogenic germination of sclerotia of Sclerotinia

sclerotiorum. Journal Phytopathology, v.146, p. 487-493, 1998.

VAN DER PLANK, J.E. Plant disease: epidemic and control. New York: Academic,
p. 349, 1963.

VENETTE, J. Sclerotinia spore formation, transport and infection. In: Proceedings of
the Sclerotina Workshop. 21 January 1998. Fargo, North Dakota, USA, 1998.

VIEIRA, R. O mofo branco do feijoeiro - Feijao no inverno, Informe Agropecuério,
Belo Horizonte (EPAMIG), v. 17, n. 178, p. 54-63, 1994.

VIEIRA, C. Doencas e pragas do feijoeiro. In: VIEIRA, R.F. (ed). Mofo branco no

feijoeiro. Belo Horizonte: Informe Agropecuario, v.17, p. 54-63, 1994.

WHETZEL, H.H. Synopsis of the genera and species of the Sclerotiniaceae, a family

of stromatic inoperculate discomycetes. Mycologia, v.37,p. 648-714, 1945.

WRATHER, J.A.; ANDERSON, T.R.; ARSYAD, D.M.;TAN, Y.; PLOPER, L. D,
PORTA-PUGLIA, A.; YORINORI, J. T. Soybean disease loss estimates for the top
ten soybean-producing countries in 1998. Canadian Journal of Plant Pathology, v.
23, p.115-121, 2001.

ZANCAN, W.L.A.; MACHADO, J.C.; SOUSA, B.F.M.; MATOS, S.F.M. Crescimento
micelial, producdo e germinagdo de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum na
presenca de fungicidas quimicos e Trichoderma harzianum. Bioscience Journal, v.
28, p.782-789, 2012.



53

CAPITULO 1 - ATIVIDADE DO PRODUTO COMERCIAL A BASE DE OLEO DA
CASCA DE LARANUJA (Citrus sinensis) SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL E
GERMINACAO CARPOGENICA DE Sclerotinia sclerotiorum.

RESUMO

O crescimento micelial e a germinacdo carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum foram
avaliados sob diferentes concentragdes do produto comercial a base de 6leo essencial da casca
de laranja (Orobor N1). Foram utilizadas as concentragdes 0, 50, 100, 150, 200 e 250 mL.100
L de 4gua, do produto comercial, incorporadas ao meio de cultura BDA e vertido em placas
de Petri, onde depositou-se um disco de 6 mm de BDA de micélio de cada isolado e foram
incubadas a 22 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. O experimento foi conduzido em DIC em
esquema fatorial, com 5 isolados x 6 concentracdes, com quatro repeticfes. Foram feitas
medicdes diérias do didmetro da coldnia, até que o fungo colonizasse todo 0 meio de cultura.
Para a germinacdo carpogénica, depositou-se 200g de solo/caixa tipo gerbox, foi adicionado
agua destilada e esterilizada até que atingisse 62% da C.C. do solo. Foram depositados 16
esclerodios/gerbox e, em seguida foram aplicadas as mesmas concentracdes do produto,
atingindo 100% da C.C.. Foram incubados a 19+2 °C e fotoperiodo de 12 h. O experimento
foi conduzido em DIC em esquema fatorial, com 5 isolados x 6 concentracdes, com trés
repeticdes. As avaliacdes foram efetuadas contando-se o nimero de esclerédios germinados,
estipes e apotécios formados por caixa, aos 30, 45, 60 e 75 ap6s a implantacdo do
experimento. Detectou-se que nas maiores concentragdes resultaram em maiores porcentagens
de inibicdo e, a partir da concentracéo de 100 mL.100 L™, também foi observada a reducéo da
producdo de esclerddios. Verificou-se que o produto ndo inibiu a germinacao carpogénica.

PALAVRAS-CHAVE: mofo branco, fitoterapia, esclerddios.
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CHAPTER 1 - ACTIVITY OF COMMERCIAL PRODUCT ORANGE PEEL OIL
BASED (Citrus sinensis) MYCELIAL ON GROWTH AND GERMINATION

carpogenic OF Sclerotinia sclerotiorum.

ABSTRACT

The mycelial growth and germination carpogenic of Sclerotinia sclerotiorum were evaluated
under different concentrations of the commercial product the basis of essential oil of orange
peel (Orobor N1). The concentrations used were 0, 50, 100, 150, 200 and 250 mL.100 L™ of
water, of the commercial product, incorporated into the PDA culture medium and poured in
Petri plates, deposited a disk of 6 mm of the BDA mycelium of each isolate and were
incubated at 22 + 2 °C and photoperiod of 12 hours. The experiment was conducted in DIC in
factorial scheme, with 5 isolates x 6 concentrations, with four repetitions. Were made daily
measurements of the diameter of the colony, until the fungus colonized throughout the culture
medium. For germination carpogénica, he was the 200g soil/washed, type box was added
sterile distilled water until reaching 62% of the C.C. soil. Were deposited 16 sclerotic/washed
and then were applied the same concentrations of product, reaching 100% of C.C.. Were
incubated at 19+2 °C and photoperiod of 12 h. The experiment was conducted in DIC in
factorial scheme, with 5 isolates x 6 concentrations, with three repetitions. Assessments were
performed by counting the number of germinated sclerotic, stems and apothecia formed per
box, at 30, 45, 60 and 75 after the implantation of the experiment. It was detected that in the
higher concentration resulted in higher percentages of inhibition and, from the concentration
of 100 mL.100 L, was also observed a reduction in the production of sclerotic. It was found
that the product does not inhibited the germination carpogénica

KEY WORDS: white mold, herbal medicine, sclerotia.
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1 INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum foi descrito por Antony De Bary em 1884 como o agente
etiolégico do mofo branco. E um fungo cosmopolita e de habito necrotréfico, que sobrevive
no solo por meio de estruturas de resisténcia conhecidas como esclerddios, as quais dificultam
0 seu controle. E dependente de condi¢Bes ambientais favoraveis para o desenvolvimento da
doenca como temperaturas variando entre 15 a 21 °C, alta umidade do solo e ar (ALMEIDA;
SEIXAS, 2010).

Segundo Boland e Hall (1994), o fungo é patogénico a 78 familias, 278 géneros e 408
espécies de plantas, infectando espécies economicamente importantes como soja, feijao,
algoddo, tomate, ervilha, ervilhaca, alface, chicéria, repolho, couve-flor, cenoura e entre
outras (PAVAN et al., 2005; REIS et al., 2011). Também héa relatos de plantas daninhas
hospedeiras.

Na busca por uma agricultura mais sustentavel, juntamente com a crescente demanda
por produtos saudaveis, os sistemas de producdo organica vém ganhando destaque no
mercado nacional. O principal foco deste tipo de sistema produtivo é a sustentabilidade
econdmica e ecoldgica do ecossistema, onde € priorizado a utilizacdo de métodos culturais,
biol6gicos e mecanicos, em contrapartida a utilizacdo de materiais com origem sintética,
organismos geneticamente modificados (BRASIL, 2007). Com isso, é crescente a busca por
métodos de controle tanto de pragas quanto de doencas alternativos a utilizacdo de
agroguimicos.

Pesquisas vém mostrando a eficiéncia na utilizacdo de produtos naturais, entre 0s
quais extratos e Oleos essenciais de plantas no controle de microrganismos, por meio da
exploracdo da atividade bioldgica de compostos secundarios das plantas como alcaloides,
terpendides e derivados de fenilpropandides, compostos presentes nos extratos e 6leos
essenciais de plantas (SILVA et al., 2005).

De acordo com Bakkali et al. (2008) os 6leos essenciais sd&o compostos complexos,
naturais, volateis e caracterizados por forte odor. Podem ser sintetizados por todos 0s 6rgdos
da planta, esses desempenham papel de protecdo das plantas como agentes antimicrobianos,
além de alguns atuarem como fungicidas naturais inibindo a atividade flngica
(STANGARLIN et al., 1999; SANTOS, 2010).

A acdo antimicrobiana dos 6leos e extratos esta ligada diretamente a sua caracteristica

lipofilica, que permite a interagdo destes com a membrana celular, tornando-a permeavel e
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causando modificacOes estruturais (BAKKALLI et al., 2008). Rasooli et al. (2006) verificaram
que o fungo Aspergillus. niger apresentou alteragdes morfoldgicas nas hifas, interrupcéo e
destruicdo das membranas plasmaticas e mitocondriais com a acdo dos 6leos essenciais de
Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock.

Garcia et al. (2012a) verificaram que a associagdo entre o 6leo de Karanja e 0 nim
indiano proporcionaram melhor efeito inibitério do crescimento micelial do patégeno S.
sclerotiorum, demonstrando assim efeito sinérgico. Até o0 momento, ndo existem relatos da
utilizacdo do emprego de produtos comerciais a base de Gleos essenciais sobre o patdgeno
causador do mofo branco. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
crescimento micelial e a germinacdo carpogénica de esclerodios de diferentes isolados de
Sclerotinia sclerotiorum, in vitro, sob diferentes concentraces do produto comercial a base

do éleo essencial da casca de laranja.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum

Os isolados utilizados na conducdo deste experimento (Tabela 1) foram obtidos na
forma de esclerddios junto a instituicGes de pesquisa e em lavouras comerciais localizadas no
municipio de Chapaddo do Sul — MS. Os esclerodios foram desinfestados superficialmente
pela imersdo em alcool (70%) por 30 segundos e hipoclorito de sédios (0,5%) por 60
segundos, e imediatamente lavados em agua destilada esterilizada, e plagueados em meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e incubados em BOD a 22 + 2°C, com fotoperiodo de 12
horas luz e 12 horas escuro. Apds germinar miceliogénica, discos de micélio foram
transferidos para frascos tipo “eppendorfs”, que foram lacrados e armazenados em
refrigerador a 5 °C, para a manutengao dos isolados.

Tabela 1. Origem dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum, utilizados no experimento,
Chapadéo o Sul -MS, 2015.

Isolado Local de origem Cultura
S1 Chapadé&o do Sul - Cole¢cdo UFMS Soja
S2 Dourados - Cole¢do UFGD Soja
S3 Chapadé&o do Sul - Colecdo UFMS Girassol
S4 Chapadao do Sul - Coleta Soja

S5 Minas Gerais - Coleta Soja
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2.2 Producéo dos esclerddios

A partir dos isolados recuperados, foram produzidos os esclerodios, em condi¢des
laboratoriais, necessarios para a conducgédo deste experimento.

Para a producdo dos novos esclerodios, foi utilizado o substrato de feijao (100 g de
grdos de feijao + 10 mL de &gua), que foi adicionado em frascos erlenmeyer de 500 mL. Este
substrato foi autoclavado por 20 minutos a 120 °C e, apds o resfriamento, foram adicionados
cinco discos de micélio do fungo, com sete dias de idade, na retirados da regido de ativo
crescimento das coldnias fungicas. Posteriormente, os frascos foram incubados em B.O.D. a
252 °C, na auséncia de luz, por 30 dias consecutivos, conforme metodologia modificada de
Garcia et al. (2012b).

Decorrido este periodo, os esclerddios foram separados através de lavagem em agua
corrente com o auxilio de peneiras, e em seguida foram desinfestados com alcool (70%) por
30 segundos e hipoclorito de sédio (0,5%) por 60 segundos, enxaguados em &gua destilada e
esterilizada, levados para secar dentro de camara de fluxo sobre papel filtro, logo depois

foram identificados e acondicionados em sacos de papel “kraft”.

2.3 Delineamento experimental e anélise de dados

Nos experimentos, foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial com seis concentragdes do produto comercial a base de dleo
essencial da casca de laranja e cinco isolados de Sclerotinia sclerotiorum. Na avaliacdo do
crescimento micelial foram utilizados quatro repeticdes, onde cada placa de Petri
correspondeu a uma repeticdo. Para a avaliagdo da germinacdo carpogénica, foram utilizados
trés repeticOes, onde cada parcela experimental foi constituida de uma caixa tipo gerbox, os
dados foram transformados em vx + 1. Foi realizada a analise de variancia com o auxilio do
programa Sisvar (FEREIRA, 2014), e as medias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade, e os dados quantitativos foram submetidos a analise de regresséo.

2.4 Avaliacdo in vitro da atividade bioldgica do produto comercial a base de dleo
essencial da casca de laranja sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum

Para avaliar o efeito do produto comercial Orobor®, composto por 6leo essencial da
casca de laranja (Citrus sinensis), foram utilizadas as seguintes concentrac¢des do produto 50,

100, 150, 200 e 250 mL.100 L™ de 4gua, além de um tratamento testemunha, sem a adi¢do
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6leo de laranja. Houve a mistura do 6leo, nas diferentes concentragdes avaliadas, ao meio de
cultura BDA fundente (50 °C), sendo depositados 20 mL por placa de Petri.

Ap0s a solidificacdo discos de 6 mm de didmetro, contendo micélio do fungo com sete
dias de idade, foram colocados sobre o meio de cultura, no centro da placa de Petri.
Posteriormente, as placas foram incubadas em BOD a 22 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas
luz e 12 horas escuro, de acordo com a metodologia de Garcia et al. (2012a).

As avaliacgdes, realizadas diariamente, iniciaram-se 24 horas ap0s a incubacao e foram
encerradas 96 horas ap0ds, quando todas as testemunhas dos isolados utilizados atingiram toda
a superficie do meio, mensurou-se o didmetro médio das colbnias, ou seja, a média do
crescimento dois eixos ortogonais. E apds 14 dias da implantacdo do experimento, foram
contados os esclerddios produzidos em cada placa/tratamento.

O indice de velocidade de crescimento foi obtido pelo somatdrio da diferenca entre o
didmetro médio atual da coldnia, em cm, pelo didmetro médio da colénia do dia anterior, pelo
produto do nimero de dias ap6s a incubacdo, por meio da férmula, descrita por Oliveira
(1991): [ Y. ((diametro médio atual da coldénia — diametro médio da coldnia do da anterior)
namero de dias apos a incubacéo)].

A inibicdo do crescimento do patdgeno (%) foi obtida comparando-se o didmetro
médio, em cm, entre as coldnias sob tratamentos e a testemunha, ap6s quatro dias de
incubacdo, por meio da férmula, descrita por Abbott (1925): [PICM= (diametro da

testemunha - didmetro do tratamento) / diametro da testemunha] x 100].

2.5 Avaliacao do efeito do produto comercial a base de 6leo essencial da casca de laranja
sobre a germinacéo carpogénica de S. sclerotiorum

O experimento foi conduzido empregando-se solo esterilizado em autoclave duas
vezes por 1 hora a 120 °C/1 atm, com um intervalo de 24 horas.

Os esclerddios produzidos foram desinfestados de acordo com a metodologia descrita
por Delgado et al. (2007), havendo a imersdo dos mesmos, por 30 segundos, em solucéo de
hipoclorito de sédio a 2%, seguida de imersdo, pelo mesmo tempo, em agua destilada
esterilizada. Este procedimento foi repetido trés vezes e, posteriormente, foram mantidos em
camara de fluxo de ar sobre papel filtro até secarem.

Para garantir ambiente adequado para producdo de estipes e apotécios, sem
interferéncia do excesso de umidade, foi utilizada a capacidade de campo (C.C.) para
umedecer o solo, conforme metodologia de Crato (2013), no entanto, foi necessaria adaptacao

da mesma para inclusdo do dleo. Portanto, apos distribuicdo de 200g de solo seco por caixa
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tipo gerbox (11 cm x 11 cm x 3,5 cm), foram adicionados 20 g de &gua destilada esterilizada
por parcela para elevar o solo inicialmente seco até a condigdo de 62% da C.C., reservando o
restante (38%) para inclusdo do produto. O produto comercial a base de 6leo essencial da
casca de laranja (Orobor N1), foi aplicado em 12,10 g de a4gua as concentracgdes de 0, 50, 100,
150, 200 e 250 mL.100L-1 de &gua, atingindo assim 100% da C.C.. A incubagdo foi realizada
em B.O.D., a 19+2 °C e fotoperiodo 12 horas luz e 12 horas escuro.

O solo durante todo o experimento foi mantido a 100% da C.C. Quando a umidade do
solo abaixava, era adicionada, com um minipressurizador manual, quantidade de agua
destilada de modo a manter a umidade de incubagédo constante.

As avaliagBes foram efetuadas contando-se o nimero de estipes e apotécios formados
por caixa. A primeira avaliacdo foi feita aos 30 dias ap06s a implantacdo do experimento e as

restantes, distanciadas em 15 dias, ate completar 75 dias de incubacéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagbes in vitro da atividade bioldgica do produto comercial a base de 6leo
essencial da casca de laranja (Citrus sinensis) sobre o crescimento micelial de S.
sclerotiorum

Detectou-se interagéo significativa (p<0,05) das concentra¢des do produto comercial a
base de 6leo essencial da casca da laranja sobre o indice de velocidade do crescimento
micelial (IVCM) e a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM) dos cinco
isolados de Sclerotinia sclerotiorum (Tabela 2). Tanto o IVCM quanto o PICM e o nimero de
esclerddios formados, se ajustaram ao modelo quadratico (Figuras 1, 2 e 3).
Tabela 2. Resumo da analise de variancia do indice de velocidade do crescimento micelial
(IVCM) e porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM), em funcdo das

concentracdes do produto comercial (Orobor N1).

FV G.L! IVCM PICM N° Esclerédios
Isolado (1) 4 1,23 242,48 46,82"
Cog,‘f(fg;:gg(ag)do 5 44,08" 26584,59" 1266,45"
IxC 20 0,37 114,99 32,09
CV (%) 25,09 5,68 33,22
N° Observagoes 120 120 120

* Significativo a 5% de probabilidade; * G.L.: Grau de Liberdade
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Para o indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) observou-se que a

testemunha apo6s 96 horas, colonizou toda a placa, cujos IVCM bruoram de 4,19 (S1), 4,67
(S2), 3,16 (S3), 4,43 (S4) e 3,24 (S5), enquanto para a concentracdo de 50 mL.100 L™ o
IVCM foi de 0,89 (S1), 1,16 (S2), 0,62 (S3), 1,46 (S4) e de 0,31 (S5), ou seja, houve reducao
de entorno de 70% na velocidade crescimento, para todos os isolados testados (Figura 1).

Entretanto essa diminuicdo tendeu a zero a medida que as concentracdes se aproximaram de
200 mL.100 L™, para os isolados 1, 2, 3 e 4.
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Figura 1. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), média de quatro repeticdes,
dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum em relagdo as concentragdes do produto comercial a

base de 0leo essencial da casca de laranja (Orobor N1).

Portanto as concentrac@es testadas reduziram a indice de crescimento do patdgeno

sobre o0 meio de cultura BDA, inibicdo total do crescimento micelial nas concentracGes de 200
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mL.100 L™ para os isolados 1 e 3, e na concentracdo de 250 mL.100 L™ para o isolado 2.

Estes resultados discordam aos obtidos por Lorenzetti et al. (2011), onde os dleos essenciais

de laranja (Citrus sinensis var. dulcis), e de tangerina (Citrus nobilis var. tangerinae) nédo

demonstraram controle para 0s patdgenos Botrytis cinérea, 0s quais citam que o limoneno néo

apresenta boa atividade fungicida ou fungistatica em alguns patossistemas. No entanto,

segundo Al-Reza et al. (2010) afirmam que muitas vezes é dificil comparar resultados obtidos

em diferentes estudos, pois a composicao e a quantidade dos 6leos podem variar dependendo

da regido geografica, variedade, idade da planta, método de secagem e extracao do 0leo.
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Figura 2. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM), média de quatro

repeticOes, dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum, em relacdo as concentracfes do produto

comercial base de 6leo essencial da casca de laranja (Orobor N1).
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A medida que o IVCM reduziu, houve aumento do PICM para todas as concentragoes
avaliadas (Figuras 1 e 2). Sendo que na maior concentracdo de 250 mL.100 L™ proporcionou
100% de inibicdo do crescimento micelial (PICM) para os isolados S1, S2 e S3. No entanto,
para S4 e S5, a inibicdo do crescimento foi de 95,79% e 85,79% (Figuras 2). O mesmo foi
verificado por Teixeira et al. (2012), onde os 6leos essenciais das cascas frescas e secas de
citrumelo Swingle proporcionaram porcentagem de inibi¢cdo micelial do fungo S. sclerotiorum
dependente das concentracdes testadas, verificando assim o efeito-dose dependente e
evidencia assim seu efeito antimicrobiano.

Quanto & variavel de IVCM, os valores corroboram com a variavel de PICM,
evidenciando assim que o produto comercial apresenta fungitoxicidade nas diferentes
concentracdes testadas, fato que inibe o pleno desenvolvimento do fungo Sclerotinia
sclerotiorum, interferindo diretamente na velocidade de colonizacdo do meio.

Os resultados apresentados nas Figuras 1 e 2 corroboram com os obtidos por Gomes et
al. (2011), que relataram a atividade antifungica dos 6leos essenciais de cinco espécies de
Citrus sobre o crescimento e/ou inibicdo micelial sobre os patégenos Fusarium oxysporum e
Alternaria alternata. Estes autores observaram que a inibicdo do crescimento aumentou
proporcionalmente com o aumento das concentracfes dos 6leos essenciais.

H& um consenso de que a grande maioria dos compostos atua diretamente na
membrana citoplasmatica, provocando alteracdes estruturais e funcionais (BURT, 2004). A
qual a caracteristica de lipofilicidade permite que estes atravessem a membrana, rompendo a
estrutura das diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios, alterando a
permeabilidade das organelas (BAKKALI et al., 2008). Sendo assim, o efeito da perturbacéo
da membrana citoplasmatica, ha a ruptura do fluxo elétrons, a alteracdo no transporte de
moléculas através da atividade de certas enzimas e a coagulacdo do contetdo citoplasmatico
(BURT, 2004).

Estudos realizados por Sharma e Tripathi (2006), avaliando-se a atividade fungicida
do 6leo da casca de Citrus sinensis sobre 10 patdgenos de pés-colheita, esta atribuida ao
limoneno (molécula pertencente a familia dos terpenos) e o sinergismo dos diferentes
compostos presentes no 6leo essencial. Também foi verificado por Teixeira et al. (2012), a
acao antimicrobiana dos monoterpenos, limoneno, sequiterpeno ciclicoe transcariofileno, que
sdo componentes do 6leo essencial da casca de Citrumelo Swingle, sobre os patdgenos
Fusarium oxysporum e Colletotrichum musae.

O limoneno é o constituinte majoritario do 6leo essencial da casca de laranja, o qual

possui atividade antimicrobiana sobre o crescimento micelial in vitro de Alternaria alternata
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(GUIMARAES et al., 2011). Segundo Maréstica Janior e Pastore (2007) afirmam que o feito
inibidor do limoneno em microrganismos, é creditado a diminuicéo da velocidade do processo
fosforilacdo oxidativa, aumentando a flacidez das membranas dos fungos filamentosos, o que
leva a permeabilidade inespecifica, perda da integridade celular, decréscimo da matéria seca e
inativacdo da energia metabolica.

Foi avaliada também a producdo de estruturas de resisténcia, apds 14 dias de
incubacdo. Onde os isolados S1, S2, S3 e S4 tiveram uma reducéo significativa da producéo
de esclerédios, sendo que a partir da concentracdo de 100 mL.100L™ nio houve a formagéo
dessas estruturas (Figura 3). Para o S5 a partir da concentragdo de 200 mL.100 L™, houve a
producdo de uma Unica estrutura. Rodrigues et al. (2007), estudaram o efeito do extrato bruto
aquoso (EBA) de gengibre sobre o crescimento micelial de e a producdo de esclerodios de S.
sclerotiorum in vitro, observaram que o EBA na concentracdo maior o crescimento micelial
foi inibido em 92,5% e a producéo de esclerddios a inibicdo ndo alcangou o valor de 30%.

De acordo com Townsend e Willetts (1954), a formacdo dos esclerddios se da em trés
fases distintas: a agregacdo de hifas, desenvolvimento no tamanho e a maturacdo juntamente
com a deposicdo de melanina. Podendo assim concluir que devido a reducdo do crescimento
micelial, hd diretamente uma diminuicdo na formacdo de esclerddios, corroborando com os

dados obtidos nas Figuras 1 e 2.
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Figura 3. Producdo de esclerodios, média de quatro repeticdes, aos 14 dias ap6s a implantacdo

do experimento, dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum, em relacdo as concentracGes do

produto comercial a base de 6leo essencial da casca de laranja (Orobor N1).

3.2 Avaliacéo do efeito do produto comercial a base de 6leo essencial da casca de laranja

sobre a germinacéo carpogénica de S. sclerotiorum

Detectou-se interagdo significativa (p<0,05) das concentra¢des do produto comercial,

composto por 6leo essencial da casca da laranja sobre a formacéo carpogénica dos esclerédios

no solo (Tabela 3). Tanto os dados de porcentagem de germinagdo carpogénica quanto 0S

dados de numero de estipes formados e numero de apotécios formados se ajustaram ao

modelo linear (Figuras 4 e 5).
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Tabela 3. Resumo da anélise de variancia da porcentagem de germinacdo carpogeénica,
namero de estipes formados (NEF) e nimero de apotécios formados (NAF), em funcdo das

concentracdes do produto comercial (Orobor N1).

FV G.L'  Germinacio (%) NEF NAF
Isolado (1) 4 49,11* 18,81* 21,19*
Concentracédo do Produto (C) 5 11,15* 18,81* 3,75*
Tempo (T) 3 699,36* 380,59* 368,49*
IxC 20 13,58* 9,58* 7,05*
IXDXT 60 1,79™ 1,17™ 1,67™
CV (%) - 22,01 24,59 28,30
N° Observacoes - 360,00 360,00 360,00

* Significativo a 5% de probabilidade; 1 G.L.: Grau de Liberdade

O oleo essencial da casca da laranja ndo proporcionou efeito inibitério da germinacéo
carpogénica dos cinco isolados utilizados de S. sclerotiorum. As concentra¢fes do produto
empregado sobre os esclerddios apresentaram efeitos distintos na porcentagem da germinacéo
carpogénica. Nos isolados 1, 2, 3 e 5 0 produto a base de 6leo de laranja estimulou a
germinacdo carpogénica dos mesmos (Figura 4), na qual a testemunha apresentou menor
porcentagem de germinacao carpogénica em relacdo as concentracdes utilizadas, verifica-se
que para a 250 mL.100 L™ foram de 73,96%, 76,04%, 46,35% e 45,43%, respectivamente. O
mesmo foi observado por Zanella e colaboradores (2015), ao avaliarem o efeito de extratos
metandlicos de Annona cacans, Annona coriacea e Annona dioica sobre a germinacdo
carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum, a testemunha apresentou menor germinacdo em
relacdo aos demais tratamentos.

Segundo Zanella et al. (2015) afirmam que o efeito estimulante da germinagéo
carpogeénica sob alguns extratos pode ser positivo no manejo do mofo branco, por estimular a
germinacdo dos esclerddios em culturas ndo hospedeiras, acarretando diminuigdo do inoculo
na &rea, além de evitar a fase mais suscetivel da cultura, época de florescimento, a infecg¢do
pelo patdgeno.

Dentre os isolados utilizados, apenas o S4 apresentou sensibilidade as concentragdes
utilizadas, reduzindo a germinag&o dos esclerddios, nas maiores concentra¢fes 150, 200 e 250
mL.100 L™ do produto, houve as maiores reduces dos valores de germinacao carpogénica de
52,08%, 38,69% e 32,24%, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Germinagéo carpogénica (%) total dos isolados de S. sclerotiorum em fungédo das

concentracfes do produto comercial a base de dleo essencial de casca de laranja.

Os diferentes comportamentos dos isolados utilizados frente a aplicacdo do produto
comercial podem estar relacionados a grande variabilidade genética encontrada nos isolados
de S. sclerotiorum, mesmo em uma pequena area geografica, que sugere que ha a
possibilidade de adaptacdo do patdgeno as mudangas ambientais, através de genes de
resisténcia presentes uma determinada populagdo do patégeno (RIBEIRO, 2012). Onde
mesmo pode ocorrer em esclerddios, produzidos por um unico isolado pode apresentar
variabilidade geneética, podendo responder diferentemente ao tratamento recebido (SILVA,
2007).

Os resultados obtidos nas avaliages do nimero de estipes e apotécios formados
(Figura 5) corroboram com os apresentados na figura 1, onde apenas o isolado 4 foi inibido

pelo produto a base de Oleo essencial da casca de laranja atravésda reducdo da formacao de



67

estruturas de resisténcia, na medida em se aumentaram as concentracbes . A producgéo de
estipes, foi de 27,17 estruturas na concentracdo de 0 mL.100 L™, enquanto na de 250 mL.100
L™ foi de 17,67 estruturas formadas. A formagdo de apotécios, nas concentracdes de O
mL.100 L™, foi de 20,92 e, na de 250 mL.100 L™ de 13,33 estruturas formadas. Segundo
Gorgen (2009) e Crato (2013) a formacdo das estruturas se da através do crescimento das
células fungicas, que inicialmente rompe a casca do esclerddio e continua crescendo como
ramificacGes em forma de tubo, os estipes, que quando sdo expostos a luz ultravioleta se

diferenciam em apotécios, corpos de frutificacdo com formato de taca (CRATO, 2013).
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Figura 5. Numero de estipes formados (NEF) total e nimero de apotécios formados (NAF)
total dos isolados de S. sclerotiorum, em funcdo das concentragcdes do produto comercial a

base de dleo essencial de casca de laranja.
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Tabela 4. Equacdes e coeficiente de determinacdo, dos graficos representados na Figura 5.

Isolado Equacdo R?*
s1 NEF? y =0,0998x + 12,655 0,7451
NAF? y =0,0361x + 6,9114 0,8215
52 NEF y =0,1527x + 11,422 0,9123
NAF y =0,1049x + 8,4781 0,9123
3 NEF y =0,0809x + 13,917 0,9299
NAF y =0,0648x + 10,718 0,8099
4 NEF y =-0,0348x + 24,809 0,7463
NAF y =-0,0341x + 20,254 0,8897
S5 NEF y =0,0452x + 11,832 0,8884
NAF y =-0,0374x + 14,447 0,9072

* R%: Coeficiente de determinagdo; 1 NEF: Nimero de estipes formados; 2 NAF: Ndmero de

apotécios formados.

Nota-se que em todos os isolados utilizados menor quantidade de apotécios em relacdo
ao numero de estipes produzidos, com maior evidencia nos isolados 1 e 5. O S1 na
concentracdo de 250 mL.100 L, produziu 45, 58 estipes (NEF), e de 15,08 apotécios (NAF).
Para S5, na mesma concentracdo houve a formacdo de 25,17 estipes, e de 5,75 apotécios. No
entanto, apesar nao inibir a formacéao das estruturas reprodutivas, ha a reducéo da formacéao de
apotécios, ou seja, a quantidade de ascosporos liberados é menor, diminuindo assim a
ocorréncia da doenca. Abawi e Grogan (1975) consideram os ascdsporos liberados, como
fonte primaria de infeccéo.

Frente ao problema no controle de fitopatdgenos, uma estratégia atual da agricultura
vem sendo buscar métodos alternativos para o controle de doencgas e pragas, que visem causar
menores danos ao ambiente e a salde humana (ABREU, 2014). Entretanto, para resultados
mais conclusivos, necessita-se que sejam realizados mais experimentos em laboratério quanto
em campo, pois um dos fatores que pode contribuir para o sucesso ou fracasso do controle € a
variabilidade genética dos isolados de S. sclerotiorum, a qual confere diferenca de

sensibilidade a acdo do produto.
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4 CONCLUSOES

O produto comercial a base de 6leo de laranja (Citrus sinensis) nas concentracfes de
200 mL.100 L™ e de 250 mL.100 L™ apresentaram atividade antifiingica no crescimento
micelial do pat6geno e na producéo de estruturas resisténcia, conhecidas como esclerddios.

O 6leo essencial da casca da laranja ndo proporcionou efeito inibitério da germinagao

carpogénica dos cinco isolados utilizados de S. sclerotiorum.
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