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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do dleo essencial de gengibre no controle in
vitro de Fusarium solani e na qualidade fisiologica e sanitaria de sementes de soja inoculadas
com F. solani. Inicialmente foi avaliada a atividade in vitro do 6leo essencial de gengibre nas
concentragdes de 0,0; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5 e 1,75% adicionados ao meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA). Em seguida, o patdgeno foi transferido para o centro das placas de petri
contendo cada tratamento e mantidas em Biochemical Oxygen Demand (BOD) a temperatura
de 25 °C e fotoperiodo de 12 h. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com sete tratamentos e quatro repeticdes. As avaliagfes consistiram na
mensuracdo diaria do diametro da col6nia fangica até a colonizacdo total do tratamento
testemunha (0%). O dleo essencial de gengibre controla o crescimento micelial de F. solani,
obtendo melhores resultados com o aumento das dosagens. Posteriormente, sementes de soja
foram submetidas a inoculacédo de F. solani pelo contato direto com a colbnia pura e foram
tratadas pelo contato com a emulsdo do 6leo essencial de gengibre nas concentracdes de 0,0;
0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75 e 2,0%. Em seguida, foram realizados os testes de germinacgéo
padrdo em rolo de papel, primeira contagem de germinacdo, indice de velocidade de
germinacdo, comprimento de plantulas, massa seca de plantulas e teste de incubacdo pelo
método de papel filtro (blotter test), todos realizados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com quatro repeticdes. O tratamento de sementes de soja com Oleo
essencial de gengibre auxilia no controle de F. solani em sementes, entretanto prejudica a

qualidade fisiologica das sementes conforme o aumento da dosagem.

Palavras-chave: Controle alternativo. Patdgenos. Tratamento de sementes.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of ginger essential oil on the in
vitro control of Fusarium solani and on the physiological and health quality of soybean seeds
inoculated with F. solani. Initially, the in vitro activity of essential oil of ginger was evaluated
at concentrations of 0.0; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25; 1.5 and 1.75% added to the potato-dextrose-agar
(BDA) culture medium. Then, the pathogen was transferred to the center of the petri dishes
containing each treatment and kept in Biochemical Oxygen Demand (BOD) at a temperature
of 25 °C and a photoperiod of 12 h. The experiment was conducted in a completely
randomized design with seven treatments and four replications. The evaluations consisted of
the daily measurement of the diameter of the fungal colony until the total colonization of the
control treatment (0%). The essential oil of ginger controls the mycelial growth of F. solani,
obtaining better results with increasing dosages. Subsequently, soybean seeds were subjected
to inoculation of F. solani by direct contact with the pure colony and were treated by contact
with the emulsion of the essential oil of ginger in concentrations of 0.0; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25;
1.5; 1.75 and 2.0%. Then, standard germination tests were performed on a paper roll, first
germination count, germination speed index, seedling length, seedling dry mass and
incubation test using the filter paper method (blotter test), all performed in a completely
randomized design with four replications. The treatment of soybean seeds with ginger
essential oil helps in the control of F. solani in seeds, however it impairs the physiological

quality of the seeds as the dosage increases.

Keywords: Alternative control. Pathogens. Seed treatment.
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CAPITULO 1

OLEO ESSENCIAL DE GENGIBRE NO CONTROLE in vitro DE Fusarium

solani

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito fungicida do 6leo essencial de
gengibre (Zingiber officinale) sobre Fusarium solani. Para tanto, diferentes concentragdes do
6leo essencial de gengibre (0,0; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5 e 1,75%) foram adicionadas ao meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA) fundente. Em seguida, um disco da coldnia pura de F.
solani com cinco milimetros de didmetro foi transferido para o centro da placa de petri, as
placas foram vedadas e mantidas em camara de crescimento tipo B.O.D. (Biochemical
Oxygen Demand) a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h. O delineamento utilizado foi
0 inteiramente casualizado (DIC) com sete tratamentos e quatro repetic6es, considerando cada
placa de petri como uma repeticdo. As avaliagdes consistiram na mensura diaria do diametro
da coldnia fungica formada até o maximo crescimento da testemunha, sendo a ultima mensura
utilizada para determinacgéo da Porcentagem de Inibicdo do Crescimento (PIC). O uso do 6leo
essencial de gengibre é eficiente no controle micelial in vitro de Fusarium solani.

Palavras-chave: Controle alternativo. Podridao radicular. Zingiber officinale.

ABSTRACT: The objective of the work was to evaluate the fungicidal effect of the
essential oil of ginger (Zingiber officinale) on Fusarium solani. For this, different
concentrations of the essential oil of ginger (0.0; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25; 1.5 and 1.75%) were
added to the melting potato-dextrose- agar (PDA). Then, a disk of the pure colony of F. solani
with a diameter of five millimeters was transferred to the center of the petri dish, the plates
were sealed and kept in a B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) at 25 °C and 12 h
photoperiod. The design used was completely randomized with seven treatments and four
repetitions, considering each petri dish as a repetition. The evaluations consisted of the daily
measurement of the diameter of the fungal colony formed until the maximum growth of the
control, the last measurement being used to determine the Growth Inhibition Percentage. The
use of ginger essential oil is efficient in the in vitro mycelial control of Fusarium solani.

Keywords: Alternative control. Root rot. Zingiber officinale.



INTRODUCAO

A podriddo vermelha da raiz, conhecida também como sindrome da morte subita ou
podriddo radicular € uma das doencas que ocorre na cultura da soja, feijao e diversas outras
espécies vegetais (SILVA; TEIXEIRA, 2012; MIGLIORINI et al., 2018; NOGUEIRA et al.,
2019). Causada pelo fungo Fusarium solani, a doencga atinge o tecido vascular com sintomas
que se iniciam na raiz da planta com manchas avermelhadas, levando a rapida degradacéo das
raizes secundarias e necrose da raiz principal (KIMATI et al., 2005).

O patdgeno produz macro e microconideos e estruturas de resisténcia denominadas
clamiddsporos que garantem a sua sobrevivéncia no solo e em matéria organica por um longo
periodo de tempo (EL KICHAOQOUI et al., 2017; ANJOS, 2018). Sua disseminagdo ocorre
principalmente via sementes infectadas, mas também pode se dar pelo arraste de particulas de
solo contaminadas através do vento, agua e implementos agricolas (KIMATI et al., 2005).

Os principais métodos de controle da doenca incluem a utilizacdo de produtos quimicos,
aquisicdo de sementes livres do patdgeno, rotacdo de cultura com espécies nao susceptiveis a
doenca e descompactacdo do solo (PICININI; FERNANDES, 2003). Entretanto, € possivel
encontrar estudos atuais que relatam diferentes formas de manejo da doenca, como 0 uso de
microrganismos antagonistas (SA et al., 2019), aplicacdo de extratos vegetais (MATIAS et
al., 2019) e dleos essenciais extraidos de plantas medicinais (TICO et al., 2019).

Os dleos essenciais, uma das substancias alternativas mais estudadas, sdo provenientes
do metabolismo secundario de plantas medicinais aromaticas, podendo ser constituidos de
derivados de terpenos, ésteres de 4&cido graxo, fenilpropanonas, alcool aldeidado,
hidrocarboneto alifatico, dentre outras classes quimicas (SANTOS et al., 2004).

Algumas espécies do género Fusarium podem ser controladas com uso de o6leo
essencial de dama da noite (Cestrum nocturnum) (AL-REZA et al., 2010), salvia (Salvia
fruticosa), alecrim (Rosmarinus officinalis), segurelha-do-jardim (Satureja hortensis)
(FERDES et al., 2017), cominho (Cuminum cyminum), Zataria multiflora (NAEINI et al.,
2010), capim-limao (Cymbopogon citratus) e erva doce (Foeniculum vulgare) (TICO et al.,
2019).

O oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é um exemplo de substancia
alternativa constituida principalmente por mono e sesquiterpenos (JAKRIBETTU et al, 2016)
que pode ser utilizado para o controle de fitopatogenos. Sua eficiéncia ja foi comprovada no
controle de Fusarium verticillioides (YAMAMOTO-RIBEIRO et al., 2013), Colletotrichum
thoebromicolla (OLIVEIRA et al., 2019), Colletotrichum gloeosporioides (RAMOS et al.,
2016) e Botryodiplodia theobromae (MARKSON et al., 2018).



O objetivo do presente trabalho foi avaliar a a¢do fungicida do 6leo essencial de

gengibre sobre o patdgeno Fusarium solani.

MATERIAL E METODOS

O patégeno Fusarium solani utilizado foi proveniente da colecdo presente no
Laboratério de Fitopatologia e os 6leos essenciais de gengibre foram obtidos de forma
comercial (Ferquima®). Segundo dados da empresa, os Oleos foram extraidos da raiz da
planta por destilacdo a vapor e seus principais componentes sdo: zingibereno e beta-
sesquifelandreno.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com sete tratamentos
que consistiram em doses do 6leo essencial de gengibre (T1: 0%; T2: 0,5%; T3: 0,75%; T4:
1,0%; T5: 1,25%; T6: 1,5%; T7: 1,75%) e quatro repeticOes, considerando cada placa de Petri
como uma repetigéo.

Cada tratamento foi adicionado ao meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)
fundente, agitado e vertido em placas de Petri. Apds a solidificacdo do meio, um disco da
colénia pura de F. solani com cinco milimetros de diametro foi transferido para o centro de
cada placa. As placas foram vedadas com papel filme e mantidas em camara de crescimento
tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h.
Todo o procedimento foi realizado em ambiente estéril (Camara de Fluxo Laminar) e 0s
utensilios foram previamente esterilizados em Autoclave Vertical a 1atm e 121°C durante 20
minutos (CAROLLO; SANTOS FILHO, 2016).

As avaliacBes consistiram na mensuracgéo diaria, com auxilio de uma régua, do diametro
da colbnia (média em centimetros das duas posi¢oes perpendiculares entre si) até que todas as
repeticdes da testemunha (T1: 0%) atingissem as bordas das placas de Petri, completando seu
maximo crescimento.

Através dos dados obtidos da ultima avaliacdo calculou-se a Porcentagem de Inibicédo
do Crescimento (PIC), utilizando a seguinte formula (BASTQOS, 1997):

(Diametro testemunha + Diametro tratamento)
PIC = — X 100
Diametro testemunha

As médias dos resultados obtidos foram submetidas a analise de variancia pelo teste F e

regress@o a 5% de probabilidade.



RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento da concentracdo do Oleo essencial de gengibre proporcionou um aumento
linear da Porcentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial (Figura 1). As inibi¢cdes
consistiram em aproximadamente 26, 26, 30, 31, 37 e 41% do crescimento micelial, nas
concentragdes de 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5 e 1,75% do 6leo, respectivamente (Figura 1).

PIC (%)
(o)
]

15 - y =12,435x + 18,321
10 - R*=10,9376

0 [ I I I 1
0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75

Doses de oleo essencial de gengibre (%)

Figura 1. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial in
vitro de F. solani com o uso de diferentes doses de 6leo essencial
de gengibre.
O 6leo essencial de gengibre demonstrou sua acdo fungitoxica a F. solani desde o
primeiro dia de incubacdo (Figura 2), sendo maior a eficiéncia com o aumento das dosagens
utilizadas (Figura 2).
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Figura 2. Comparagdo do crescimento micelial (cm) diario de Fusarium solani de cada
tratamento (T2=0,5%; T3=0,75%; T4=1,0%; T5=1,25%; T6=1,5%; T7=1,75% de 0éleo
essencial de gengibre) com a testemunha (T1=0,0%).

Resultados com maiores porcentagens de inibicdo do patégeno foi observado com a
utilizacdo do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus) nas aliquotas de 5, 10, 15,
20, 25 e 30 pL, reduzindo o crescimento micelial e a produgdo dos esporos em até 90%
(CRUZ et al., 2015). Ja os Oleos essenciais de manjericdo (Ocimum basilicum), menta
(Mentha piperita) e palmarosa (Cymbopogon martinii) podem inibir 100% do crescimento
micelial de F. solani a partir da concentracdo de 0,4% (NASCIMENTO et al., 2016), assim
como os 6leos de canela (Cinnamomum sp.) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) (LIMA
et al., 2016).

ConcentracBes de 0,25% do Oleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifélia)
conseguiu controlar em aproximadamente 70% os isolados do género Fusarium sp. em

condigdes in vitro (Steffen et al. 2019). J& para o Oleo de erva-luisa (Aloysia citriodora),
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concentragdes baixas apresentam efeitos satisfatorios no controle de patdégenos do género
Fusarium sp., reduzindo a porcentagem de germinagdo dos conidios e do crescimento micelial
em concentrac@es inferiores a 0,25% (FREDDO et al., 2016), assim como os ¢leos de capim
limdo (Cymbopogon citratus), erva-doce (Foeniculum vulgare) e manjericdo (Ocimum
basilicum) na concentragdo de 1% (TICO et al., 2019).

J& Yamamoto-Ribeiro et al. (2013) comprovou que o uso do 6leo essencial de gengibre
tem acdo fungicida sobre Fusarium verticillioides, gerando mudancas na morfologia dos
microconideos e inibindo a producdo de ergosterol e fumonisina, micotoxina produzida pelo
género. Outro efeito observado com o0 uso de extratos de gengibre foi a inibicdo da
germinacéo e do alongamento dos tubos germinativos de Alternaria solani em concentragoes
de 1,0 a 20,0% (Almeida et al. 2017).

Comparando o efeito do 6leo essencial de gengibre com fungicidas utilizados no
controle de Botryodiplodia theobromae, causador de podriddo em inhame branco, observa-se
significativa inibicdo do patogeno (Markson et al. 2018). Oliveira et al. (2019) atribuiu o
efeito fungicida do 6leo sobre Colletotrichum thoebromicolla aos componentes quimicos
presentes em sua constituicdo, tendo entre 0s componentes majoritarios o zingibereno e beta-
sesquifelandreno, assim como no dleo utilizado no presente estudo.

Alguns dos componentes presentes no dleo essencial de gengibre possuem a capacidade
de penetrar na membrana dos microrganismos, gerando comprometimento no sistema
enzimatico do patégeno ou interferindo no seu material genético (FARAG et al., 1989),
levando a interferéncia no seu crescimento, fato que pode estar relacionado com o efeito
fungicida das diferentes concentragdes do Oleo essencial de gengibre sobre F. solani

observado no presente trabalho.

CONCLUSAO
O uso do Oleo essencial de gengibre é eficiente no controle micelial in vitro de
Fusarium solani. Com o incremento da dosagem utilizada do 6leo essencial de gengibre até a

concentracdo de 1,75% ha o aumento da inibi¢do do crescimento micelial de Fusarium solani.
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CAPITULO 2

OLEO ESSENCIAL DE GENGIBRE NA QUALIDADE FISIOLOGICAE
SANITARIA DE SEMENTES DE SOJA INOCULADAS COM Fusarium solani

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial de gengibre na
qualidade fisiologica e sanitaria de sementes de soja inoculadas com F. solani. Para tanto, as
sementes foram submetidas a inoculacdo de F. solani pelo contato direto com a colénia pura e
posterior tratamento pelo contato com a emulsdo do Oleo essencial de gengibre nas
concentragcdes de 0,0; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 1,75 e 2,0%. Para averiguar a qualidade
fisiologica das sementes foram realizados os testes de germinacdo padrdo em rolo de papel,
primeira contagem, indice de velocidade de germinagdo, comprimento e massa seca de
plantulas. Para analisar a qualidade sanitaria das sementes foi realizado o teste de incubacao
pelo método de papel filtro (blotter test). Todos os testes foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeticdes e os resultados submetidos a analise de
variancia e regressao ao nivel de 5% de probabilidade. O tratamento de sementes de soja com
0leo essencial de gengibre auxilia no controle de F. solani em sementes, entretanto prejudica
a qualidade fisioldgica conforme o aumento da dosagem.

Palavras-chave: Controle alternativo. Fitopatégeno. Glycine max. Zingiber officinale.

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the effect of ginger essential
oil on physiological and health quality of soybean seeds inoculated with F. solani. For this
purpose, seeds were submitted to F. solani inoculation by direct contact with pure colony and
subsequent treatment by contact with the emulsion of ginger essential oil at concentrations of
0.0; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25; 1.5; 1.75 and 2.0%. To verify the physiological quality of seeds, the
paper roll germination tests, first germination count, germination speed index, seedling length
and seedling dry mass were performed. To analyze the health quality of seeds the incubation
test was performed by the filter paper method (blotter test). All tests were performed in a
completely randomised design with four replications and the results were analyzed for
analysis of variance and regression at the 5% probability. The treatment of soybean seeds
with ginger essential oil helps control F. solani in seeds, however it impairs the physiological
quality as the dosage increases.

Keywords: Alternative control. Glycine max. Phytopathogen. Zingiber officinale.
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INTRODUCAO

Os 6leos essenciais sdo substancias volateis extraidas de diversas partes de plantas
medicinais aromaticas, cuja constituicdo pode ser derivada de terpenos, ésteres de &cido
graxo, fenilpropanonas, alcool aldeidado, hidrocarboneto alifatico, dentre outras classes
quimicas (SANTOS et al., 2004). Atualmente, essas substancias vém sendo bastante
estudadas devido ao seu potencial promissor na inddstria farmacéutica (DA SILVA et al.,
2017), na perfumaria e cosmética (MAGALHAES, 2018), na alimentacdo animal
(FERNANDES, 2018; ANDRE et al., 2018) e no controle fitossanitario de pragas e doencas
(COSTA et al., 2017).

A competéncia de diversos 6leos essenciais como fonte de principios ativos contra os
principais patdgenos ocorrentes nas lavouras brasileiras, como Fusarium oxysporum,
Aspergilus niger, Penicillium notatum, Mucora heimalis, Fusarium solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotinia minor, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Macrophomina
phaseolina; ja foi comprovada (EL BAROTY et al., 2010; FONSECA et al., 2015).

Um dos 0leos essenciais utilizado para o controle de fitopatdgenos € o dleo essencial de
gengibre (Zingiber officinale Roscoe) que € constituido por diversos compostos tendo como
maioria 0s mono e sesquiterpenos (JAKRIBETTU et al, 2016). E eficaz no controle de
Fusarium verticillioides (YAMAMOTO-RIBEIRO et al, 2013), Colletotrichum
thoebromicolla (OLIVEIRA et al., 2019), Colletotrichum gloeosporioides (RAMOS et al.,
2016) e sua pulverizacdo durante o armazenamento pos-colheita de inhame branco controla a
incidéncia de Botryodiplodia theobromae aumentando a vida util do tubérculo (MARKSON
et al., 2018).

Apesar da evidente acdo microbiana dos 6leos essenciais, existe a necessidade de se
estudar a acdo desses compostos no tratamento de sementes e avaliar se ha comprometimento
em sua qualidade fisiologica e sanitaria (BRESSAN et al.,, 2018). Uma das espécies de
interesse agronémico que merece atencdo quanto a qualidade das sementes devido as maiores
exigéncias dos agricultores ¢ a cultura da soja, e um dos varios fatores que podem influenciar
a sua qualidade fisiologica é a presenca de microrganismos nocivos (MARCOS FILHO,
2013), como Fusarium solani, fungo com capacidade de disseminacdo pelas sementes e
causadores de danos radiculares e foliares desde o inicio do ciclo da cultura (BALARDIN et
al., 2005).

Os patdgenos que estdo associados as sementes, além de provocarem a reducdo da
qualidade sanitaria do lote, podem gerar danos ao metabolismo das sementes e das plantulas

atrapalhando o desenvolvimento dos tecidos jovens e de reserva, prejudicando a qualidade
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fisiolégica (ROCHA et al., 2014). Sendo assim, o controle desses microrganismos Ssao
indispensaveis para a obtencdo de sucesso na formagdo do stand inicial (MARCOS FILHO,
2013).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial de gengibre na
qualidade fisioldgica e sanitaria de sementes de soja inoculadas com F. solani.

MATERIAL E METODOS

As sementes de soja da cultivar 97R50 IPRO foram adquiridas da empresa Pioneer
Sementes e mantidas em sala de armazenamento com temperatura controlada de 17 £ 3°C e
50% de umidade relativa do ar até o inicio dos testes. O isolado do Fusarium solani foi
proveniente da colecdo pertencente ao Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul. O 0Oleo essencial de gengibre foi adquirido da empresa Ferquima®,
extraido da raiz da planta por destilacdo a vapor, e seus principais componentes sao

zingibereno e beta-sesquifelandreno.

Caracterizacao inicial do lote de sementes

O teor de agua das sementes, expresso em porcentagem, foi determinado pelo método
de estufa a 105 £ 3 °C durante 24 horas (BRASIL, 2009b) por meio de duas repeticdes
contendo aproximadamente 15 g de sementes. Para averiguacdo da qualidade fisioldgica e
sanitaria do lote de sementes, foram realizados os testes de germinacéo, tetrazélio e sanidade
(BRASIL, 2009b).

No teste de germinacdo, 200 sementes subdivididas em quatro repeticdes, foram
dispersas no intermédio de trés folhas de papel filtro tipo Germitest, umedecidos com agua
destilada na proporcéo de 2,5 vezes a massa do papel ndo hidratado (BRASIL, 2009b). Apos a
confeccdo dos rolos, estes foram acondicionados em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand)
com temperatura de 25 £ 3 °C. A contagem da porcentagem final de germinacdo ocorreu no
oitavo dia (BRASIL, 2009b).

Para a realizacdo do teste de tetrazolio, 100 sementes subdivididas em duas repeticdes
de 50 unidades foram embaladas em papel de germinacdo umedecidos, permanecendo nessa
condicdo em camera Umida (saco plastico) por 16 horas a 25 + 3 °C. Em seguida, foram
submersas na solucdo de tetrazdlio (2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio) a 0,075% por trés
horas a 35 £ 3 °C no escuro. Apés a coloragdo, as sementes foram lavadas em agua corrente

para retirada da solucéo e analisadas individualmente através de seccionamento longitudinal.
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As classes atribuidas e os tipos de danos foram caracterizados conforme descrito por Franca
Neto et al. (1998).

O teste de sanidade foi realizado com 100 sementes subdivididas em quatro repeticoes
de 25 sementes. Em caixas plasticas de germinacdo tipo Gerbox foram colocados duas folhas
de papel filtro (mata-borréo) esterilizados e umedecidos com uma solucdo de agua + 2,4-D na
concentracdo de 5ppm. As sementes foram imersas em hipoclorito de sédio a 1% durante um
minuto e lavadas com agua destilada pelo mesmo periodo de tempo. Em seguida, foram
distribuidas uniformemente sobre as folhas de papel mata borrdo nas caixas Gerbox e
acondicionadas durante sete dias em B.O.D. a 23 + 3 °C e fotoperiodo de 12h. Posteriormente,
foi realizada a quantificacdo das sementes infectadas e a identificacdo dos patdgenos com o
auxilio de estereoscopio optico (BRASIL, 2009a).

Inoculagé@o de Fusarium solani em sementes de soja

Para a obtencdo de colbnias puras de F. solani foi utilizado meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar) + Manitol (-1,0 MPa), esterilizados em calor imido (autoclave) a 1
atme 121 + 3°C durante 20 minutos. Posteriormente, 0 meio de cultura foi vertido em placas
de Petri esterilizadas em estufa de esterilizacdo e secagem durante duas horas a 160 + 3 °C
(CAROLLO; SANTOS FILHO, 2016).

Em seguida, em Cémera de Fluxo Laminar, discos com 5 mm de diametro da colonia
pura contendo estruturas de F. solani foram transferidos para as placas de petri contendo meio
de cultura s6lido, e mantidos em camara de crescimento tipo B.O.D. a temperatura de 23 °C £
3 °C, com fotoperiodo de 12 horas, até a colonizacdo total da placa de Petri com a colonia
fangica pura.

Apos esse periodo, sementes de soja previamente desinfetadas em hipoclorito de sodio a
1% durante um minuto e lavadas em agua destilada pelo mesmo periodo de tempo foram
depositadas em camada Unica por toda a placa de Petri e levemente pressionadas na coldnia
fungica, permanecendo em contato direto com o patégeno, e incubadas a 25 £ 3 °C com
fotoperiodo de 12 horas durante 48 horas. Posteriormente, as sementes foram postas para
secar a temperatura ambiente por 24 horas e misturadas na proporc¢do de 20% as sementes nao
inoculadas (PEREIRA et al., 2009).

Tratamento de sementes com Gleo essencial de gengibre
Apos a obtencdo da amostra média de sementes de soja inoculadas com F. solani, oito

subamostras de aproximadamente 350 g foram separadas pelo método manual (BRASIL,
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2009b), para entdo receberem o tratamento de sementes. O tratamento foi realizado pelo
contato da semente com a emulséo do 6leo essencial em agua destilada na dosagem de 50 mL
de solucdo Kg™ de sementes (DARONCO et al., 2015) e agitacdo constante durante cinco
minutos. Cada tratamento correspondeu as seguintes doses de 6leo essencial: T1 - 0,0%
(testemunha); T2 - 0,5%; T3 - 0,75%; T4 - 1,0%; T5 - 1,25%; T6 - 1,5%; T7 - 1,75%; T8 -
2,0%. Posteriormente, as sementes tratadas foram dispostas em papel toalha e secas a
temperatura ambiente durante 12 horas.

Avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes

O efeito do tratamento com Gleo essencial de gengibre sobre a qualidade fisiologica das
sementes foi avaliado pelos testes de germinacdo, primeira contagem de germinacéo,
comprimento e massa seca de plantulas, como descritos a seguir.

O teste de germinacdo foi realizado como descrito anteriormente pelo método padrdo
em rolo de papel. A primeira contagem de germinacdo foi avaliada no quinto dia e a
porcentagem final de germinacgdo no oitavo dia, quantificando as sementes que deram origem
a plantulas normais (BRASIL, 2009b).

Para o comprimento de plantulas, 80 sementes de cada tratamento subdivididas em
quatro repeticdes com 20 sementes, foram dispostas na parte superior do intermédio de trés
folhas de papel filtro tipo Germitest, umedecidos com agua destilada na propor¢do de 2,5
vezes a massa do papel ndo hidratado, e acondicionadas em B.O.D. a 25 + 3 °C no escuro,
durante cinco dias (SA et al., 2011). Em seguida, mensuraram-se 0s comprimentos da parte
aérea e raiz das plantulas normais formadas, com o auxilio de uma régua, obtendo-se a média
do comprimento da parte aérea e sistema radicular.

As plantulas provenientes do teste de comprimento foram separadas em parte aérea e
sistema radicular, colocadas em sacos tipo Kraft e mantidas em estufa de circulacdo forcada
de ar, a 65 + 3 °C durante 72 horas (SA et al., 2011). Em seguida, tiveram a massa
determinada em balanca analitica, e os resultados médios foram expressos em miligramas

plantula™.

Avaliacdo da qualidade sanitaria das sementes

A qualidade sanitaria das sementes foi determinada conforme adaptacfes da
metodologia do Manual de Analise Sanitaria de Sementes (BRASIL, 2009a). O teste de
incubacdo foi realizado pelo método em papel filtro (Blotter Test), com 100 sementes por

tratamento, subdivididas em quatro repeticOes de 25 sementes, como descrito anteriormente.
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Posteriormente, foi realizada a quantificacdo das sementes infectadas e a identificacdo dos
patdgenos com o auxilio de estereoscopio Optico, e quando necessario, uma lamina com
partes miceliais foi preparada para observacdo de estruturas e classificacdo do fitopatdgeno
em microscopio optico (BRASIL, 2009a).
Andlise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com oito tratamentos e
quatro repeticdes. As médias dos resultados das avaliagdes foram submetidas a analise de
variancia pelo teste F e regressdo a 5% de probabilidade. Para as varidveis que se ajustaram ao
modelo quadratico da regressdo foram determinados 0s pontos maximo ou minimo a partir da

derivacdo da equacéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O lote de sementes de soja apresentou qualidade fisioldgica inicial satisfatdria, com
90% de germinacgéo, 91% de viabilidade e 79% de vigor nos testes de germinacao e tetrazolio,
respectivamente. A umidade das sementes estava em torno de 9% e a qualidade sanitaria

inicial pode ser observada na Figural.
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truncatum

Figura 1. Qualidade sanitaria do lote de sementes de soja.

Visto que as sementes permaneceram por um determinado tempo armazenadas e que a
umidade estava baixa (9%), j& era esperada a presenca de Aspergillus spp e Penicillium spp,
por serem fungos considerados contaminantes ou de armazenamento (BRASIL, 2009a) e por

serem capazes de se proliferar em baixas condi¢des de umidade (DIAS, 2012). N&o existe um
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padrédo para sanidade de sementes no Brasil, entretanto a incidéncia de Colletotrichum
truncatum observada pode ser considerada baixa, ja que a ocorréncia desse patégeno em
sementes de soja é comumente observada devido a alta incidéncia da doenca nas lavouras de
soja do Mato Grosso do Sul (PESQUEIRA et al., 2016).

Do mesmo modo, é constantemente observada a presenca de bactérias em sementes de
soja, sobrevivendo de forma latente e na maioria das vezes ndo apresentando sintomas de
contaminacgdo (BRASIL, 2009a), sendo possivel detecta-las a partir da fase de embebicdo das
sementes, quando reiniciam sua multiplicacdo (DA SILVA et al., 2013).

Efeito do tratamento na qualidade fisiol6gica das sementes

A exigéncia minima de germinacao para a producao e comercializagdo de sementes de
soja é 80%, tanto para sementes certificadas de primeira quanto de segunda geracdo
(BRASIL, 2013). Nos resultados obtidos, verifica-se que apenas a testemunha (dose 0% =
84%) se encaixa nesse padréo (Figura 2).
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Figura 2. Germinacdo (G) e Primeira Contagem de Germinacdo (PCG) de sementes
de soja inoculadas com Fusarium solani e tratadas com 6leo essencial de gengibre.

Houve uma reducdo linear na germinacdo e primeira contagem de germinacdo das
sementes de soja com o aumento das dosagens utilizadas do 6leo essencial de gengibre
(Figura 2). Os compostos encontrados nos Oleos essenciais atuam como aleloquimicos,
interferindo diretamente nos processos fisiologicos das sementes podendo aumentar ou inibir
a porcentagem de germinacdo (LANGENHEIN, 1994).
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Resultados semelhantes foram observados com o uso do Oleo essencial de cravo
(Dianthus caryophyllus) no tratamento de sementes de soja, proporcionando a reducdo da
germinacdo conforme o aumento da dose utilizada (SANTOS, 2014). J4 os 6leos essenciais de
horteld-do-campo (Hyptis marrubioides), alfazema (Aloysia gratissima) e erva baleeira
(Cordia verbenacea) quando aplicados no tratamento de sementes ndo causaram interferéncia
na germinacgéo de soja (SILVA et al., 2012).

O efeito alelopatico inibitorio de 6leos essenciais também foi observado por Almeida et
al. (2019) que, ao aumentar a concentracdo de 0 a 1% da dose do 6leo de colénia (Alpinia
zerumbet) no tratamento de sementes de tomate, constataram diminui¢do da porcentagem de
germinagao.

Entretanto, quando se utiliza o extrato obtido do rizoma de gengibre é possivel que haja
0 incremento na germinacao das sementes de soja (PASCUALI et al., 2018) e arroz (SILVA
et al., 2019), sugerindo entdo, que o efeito alelopatico observado no presente trabalho possa
estar associado a concentragcdo dos compostos volateis presentes no 6rgéo (raiz) de onde foi
extraido o 6leo essencial.

Em relacdo ao comprimento de plantulas, o aumento da dosagem proporcionou reducédo
linear do comprimento da parte aérea (CPA), enquanto os dados de comprimento de raiz (CR)
ajustaram-se a regressao quadratica, apresentando ponto maximo de crescimento em dosagem

proxima da concentracdo zero (x = 0,32; y=17,42) (Figura 3).
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Figura 3. Comprimento médio da parte aérea (CPA) e da raiz (CR) de plantulas
provenientes de sementes de soja inoculadas com Fusarium solani e tratadas com éleo
essencial de gengibre.
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Estes resultados podem estar associados a presenca de terpenos no 6leo essencial de
gengibre, principalmente 0os mono e sesquiterpenos, que em determinadas quantidades podem
ser prejudiciais aos tecidos bioldgicos das plantas (WEIDENHAMER et al., 1993). Weir et al.
(2004) associa a alelopatia dos monoterpenos com a interferéncia na respiracéo celular,
atuando diretamente nas mitocondrias. Abrahim et al (2002) também atribuiu o resultado do
uso de terpenos sobre o comprimento de plantulas de soja ao efeito deletério que esses
compostos causam no metabolismo mitocondrial das plantas.

Visto que a respiracdo celular é um processo fundamental para a germinacdo das
sementes e 0 subsequente crescimento através da producdo de energia e formacdo de
compostos importantes para a sintese de aminoacidos, DNA e outras substancias (MARCOS
FILHO, 2015), a interferéncia nesse metabolismo pode provocar danos a germinagdo e ao
comprimento de plantulas, como observado neste trabalho.

Quanto a massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR), ambos os resultados se
ajustaram ao modelo quadratico de regressdo, evidenciando uma tendéncia decrescente
conforme o aumento da dose utilizada (Figura 4). Verificou-se maior massa seca da parte
aérea e de raiz em dosagens proximas a concentracdo zero (x=0,42; y=21,74 e x=0,63,;

y=9,78, respectivamente).
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Figura 4. Massa seca da parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR) de plantulas provenientes
de sementes de soja inoculadas com Fusarium solani e tratadas com 6leo essencial de
gengibre.

Jeronimo et al (2005) sup6s que a redugdo da massa seca de plantulas de gergelim

(Sesamum indicum) tratadas com extrato aquoso de lobeira (Solanum lycocarpum) ocorreu
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devido a interferéncia dos aleloquimicos na distribuicdo das reservas encontradas nos
cotilédones. Esse evento pode justificar os resultados obtidos de massa seca de plantulas, ja
que para a translocacdo das reservas presentes nos cotilédones para a radicula e hipocétilo é
necessario a utilizacdo de energia proveniente da respiracdo celular (MARCOS FILHO,
2015), processo alterado pela presenca de aleloquimicos como mono ou sesquiterpenos
(ABRAHIM et al, 2002).

O efeito alelopatico inibitério de déleos essenciais esta relacionado com a presenca e
maior concentragdo de mono e sesquiterpenos (KOMAI et al., 1991), justificando 0s
resultados encontrados nesse estudo, ja que os principais constituintes do 6leo essencial de
gengibre utilizado (zingibereno e beta-sesquifelandreno) pertencem a esta classe quimica
(MUNDA et al., 2018).

O efeito alelopatico de uma substancia esta relacionado tanto com a concentracéao
utilizada do composto quanto a suscetibilidade da espécie que recebe esse composto
(SOUZA FILHO et al., 2009), podendo entdo, ser constatado que o aumento da dose do
0leo essencial de gengibre afeta negativamente a qualidade fisiologica da semente e das

plantulas de soja.

Efeito do tratamento na qualidade sanitaria das sementes

Com relagédo a qualidade sanitaria das sementes tratadas, observou-se menor incidéncia
de F. solani nas maiores doses utilizadas do Oleo essencial de gengibre (Figura 5). Os
resultados se ajustaram ao modelo linear de regresséo, indicando um crescente controle do
patdgeno conforme o aumento das dosagens, com inibicdo de aproximadamente 67,9% na
dosagem de 2,0% (Figura 5).
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Figura 5. Incidéncia de Fusarium solani em sementes de soja tratadas com 6leo essencial de
gengibre.
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Infecgbes por Aspergillus spp., Penicilium spp. e Colletotrichum truncatum, em todos
tratamentos apds a inoculagdo e tratamento das sementes de soja foram praticamente nulas,
devido ao 6leo essencial de gengibre possuir efeito controle sobre esses microrganismos,
podendo ser usado como uma alternativa para suas limitagdes (SASIDHARAN; NIRMALA
MENON, 2010).

O 6leo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus) também apresenta atividade
fungitoxica in vitro conta F. solani (CRUZ et al., 2015), assim como 0s 0leos de canela
(Cinnamomum verum), capim-limdo (Cymbopogon citratus) e horteld (Mentha spicata)
(FERNANDES et al.,, 2014). O o0leo essencial de lucia-lima (Aloysia citrodora) em
concentragdes que variam de 0,0 até 0,25% aplicados em sementes de beterraba também
provocam uma linear reducdo da incidéncia de Fusarium sp. (FREDDO et al., 2016), o
mesmo ocorre com o tratamento de sementes de feijdo com Oleo essencial de pitangueira
(Eugenia uniflora), podendo reduzir a incidéncia do patdogeno em até 48,2% na concentragéo
de 2,0% (MOURA et al., 2017).

Quando estudaram o efeito do 6leo essencial de gengibre sobre o fungo Fusarium
verticillioides, Yamamoto-Ribeiro et al. (2013) constataram o efeito fungicida do 6leo devido
a mudancas na morfologia dos microconideos e inibicdo da producdo de ergosterol e
fumonisina, micotoxina produzida pelo género Fusarium.

O aumento da dosagem de Gleo essencial de gengibre no tratamento de sementes de soja
inoculadas com Fusarium solani reduz algumas caracteristicas da qualidade fisiolégica como
a porcentagem de germinacéo, primeira contagem de germinacdo, comprimento e massa seca

de plantulas, todavia é eficiente para o controle de patégenos associados as sementes.

CONCLUSAO
O oleo essencial de gengibre controla 67,9% a incidéncia de Fusarium solani em
sementes de soja na concentracdo de 2,0%. Entretanto, ndo é recomendado o tratamento via
sementes.
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