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Resumo

O artigo tem como objetivo avaliar o potencial antifiingico do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon
winterianus) no controle do fungo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici in vitro e in vivo em mudas de
tomate do tipo Santa Cruz. Foram realizadas as andlises de inibicdo micelial, esporulagédo e intensidade
de doenca em diferentes concentracBes utilizando o método de emulsdo. O 6leo apresentou efeito
significativo no crescimento micelial, sendo estipulado o valor CL50 de 0,73 uL/mL, assim como reduziu
a producéo de conidios. O teste in vivo apresentou resultados inferiores aos obtidos anteriormente,
entretanto, o tratamento utilizando 1,50 yL/mL apresentou melhores resultados. O éleo de citronela foi
nocivo para as mudas de tomate na concentracdo de 3 pL/mL.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum, Cymbopogon winterianus, controle.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas - Microbiologia

Introducéo

O cultivo de tomate pode ser profundamente afetado por diferentes tipos de patdégenos, tais como
bactérias, virus, nematoides e fungos. Dentre os fungos, o Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici,
causador da murcha do fusarium, possui uma grande letalidade, podendo acarretar na morte de
inimeras plantas em diferentes estagios de desenvolvimento. (REIS, et al., 2004) O Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici € um fungo deuteromiceto de macroconidios halinos com 2 a 4 séptos e
de paredes finas. Produzem estruturas reprodutivas denominadas clamidésporos, as quais possuem
parede espessa e lisa, sendo extremamente resistentes e duradouros no solo, podendo permanecer
viaveis durante longos periodos. (KUROZAWA; PAVAN, 1997)

Os tratamentos utilizados contra esse tipo de patégenos, em sua grande maioria, envolvem o uso
extensivo de agentes quimicos. Entretanto, o uso prolongado e indiscriminado desses produtos pode
acarretar em danos ao meio ambiente. Tais perigos vém fomentando a busca por métodos alternativos
de controle de doengas fungicas, utilizando principios ativos sustentaveis. Dentre os métodos
estudados, o uso de Oleos esséncias apresentam notaveis resultados no controle de diferentes
patdégenos. (SALGADO et al., 2003).

Oleos essenciais s&o misturas hidrofébicas de origem vegetal que possuem iniimeros compostos que
podem agir de maneira direta, inibindo o crescimento e esporulagdo de fungos, ou indireta, induzindo
a acdo imune de vegetais, no controle de fungos fitopatolégicos. Dentre os compostos de potencial
antifingicos, sdo destacados os pertencentes a classe dos fenilpropanoides, tais como: eugenol,
carvacrol e citral (SOUZA et al., 2021)

Portando, objetificou-se avaliar o potencial antifungo do 6leo essencial de Citronela (Cymbopogon
winterianus) no controle in vitro e in vivo de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
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Metodologia

O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal do Espirito Santo -
Campus Alegre (IFES). Os testes realizados foram desenhados para avaliar o efeito fungicida do éleo
de citronela no crescimento micelial de F. oxysporum. Os testes in vitro definidos foram a inibicdo de
crescimento micelial e inibicdo da formacao de conidios, ja o teste in vivo avaliou a severidade da
doenca em mudas de tomate do tipo Santa Cruz.

O teste de inibicdo micelial utilizou o método de emulsédo. A emulsdo consistiu em agua, 6leo
essencial e Tween 80 na proporcdo de 1 para 5 cuja e concentracédo de 50 uL/mL de 6leo essencial.
Foram utilizadas placas de Petri de 10 cm de diametro esterilizadas em autoclave por 20 minutos em
temperatura de 120 C°, juntamente com 5 Erlenmeyer de 100 mL contendo 60 mL meio de cultura Agar
Batata Dextrose dissolvido em agua destilada. Em camara de fluxo laminar, utilizando micropipetas,
foram adicionados 4 volumes de emulsdo ao meio de cultura, atingindo as concentracdes de: 0,14,
0,30 0,61; 1,21 pL por mL de meio de cultura. Foram vertidos 20 mL de meio em cada placa, sendo 3
repeticdes para cada concentracdo. Apos a solidificagcdo do meio, foi inoculado um disco fangico de 0,5
cm de didmetro com o auxilio de padronizador no centro de cada placa. O controle consistiu ho meio
de cultura sem o acréscimo de emulsédo inoculado com o fungo, o controle consistiu no meio de cultura
acrescido de solucdo a base de agua e Tween 80 a 1%. Apds a inoculacdo as placas foram
imediatamente seladas com plastico filme, identificadas e incubadas em camara BOD a temperatura
de 25 °C sob fotoperiodo por 7 dias. O precedimento foi repetido para cada 6leo essencial. Apds o
periodo de incubacéo, o diametro das coldnias foi medido em dois sentidos perpendiculares com o
auxilio de paquimetro eletrénico.

A inibicdo da formacao de conidios foi avaliada utilizando as mesmas amostras do teste anterior.
Foi retirado de cada placa um disco fangico de 10 mm de didmetro situado a aproximadamente em 1
cm da margem da coldnia. Cada disco foi inserido em tubos de ensaios contendo 2 mL de solugéo a
base de 4gua destilada e Tween 80 a 0,01%. Apos agitagdo vigorosa por 10 segundos, foi realizada a
contagem em camara de Neubauer ao microscopio com magnificacéo de 400 vezes.

O teste in vivo ocorreu na casa de vegetacdo do Ifes Campus Alegre. A variedade selecionada foi o
tomate do tipo Santa Cruz. Foram utilizados sacos de polietileno de 1L preenchidos igualmente com
terra vegetal industrial da marca Mogifertil. As mudas foram produzidas em sementeiras de poliestireno
de 128 células. Cada célula foi preenchida de terra vegetal e semeadas com 3 sementes. Apés 21 dias
de semeadura, as mudas com folhas verdadeiras foram retiradas, lavadas e tiveram as raizes cortadas
a cerca de 2 cm abaixo da regido do coleto. Apds isso, as plantas foram imediatamente mergulhadas
em uma suspencao de conidios de por 15 minutos. A mudas foram transplantadas para os sacos, sendo
5 sacos para cada repeticdo. A testemunha consistiu em mudas mergulhadas em agua destilada. A
aplicacdo dos tratamentos ocorreu por aplicacBes diarias de 10 mL de emulsdo a base de agua
destilada, 6leo essencial e Tween 80 a 1% préximo ao caule das mudas durante 4 dias. As emulsdes
possuiam concentrag@es de 0,37; 0,75; 1,50; 3,0 uL/mL de cada éleo. O controle consistiu na aplicacéo
de 10 mL de solucdo a base de adgua destilada e Tween 80 a 1%. Apés 30 dias do transplantio, a
severidade da doenca foi analisada utilizando a escala proposta por De Cal et al. (1995), atribuindo 1
as plantas sadias, 2 as plantas com folhas baixeiras amareladas, 3 as plantas com folhas baixeiras
mortas e algumas superiores amareladas, 4 as plantas com folhas baixeiras mortas e superiores
murchas e 5 as plantas mortas.

Ap6s o registro do crescimento micelial, os resultados foram submissos a analise de variancia, assim
como, estimado a concentracao inibitéria de 50% do crescimento do halo (CI150). Para diferengas que
foram significativas no teste F (p<0,01) foi realizado a comparacéo pelo teste de Tukey (p<0,05), assim
como para dados de concentragéo de conidios. Todas as analises descritas foram realizadas utilizando
o software R Studio versao 3.5.2.

Resultados

O valor CI50 para este oleo foi estimado em 0,73 uL/mL, tendo o 6leo efeito na inibicdo do
crescimento do fungo em todas as concentragfes. Os dados de inibicdo de inibicdo do 6leo essencial
de citronela estéo expressos na tabela 1 e o gréafico para estimativa da CI50 do 6leo esta na figura 1.
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Tabela 1 - Inibicao do 6leo essencial de citronela no crescimento de F. oxysporum.

Concentragdo (uL/mL) Inibicdo (%)
0,14 pL/mL.? 3+2d
0,30 pL/mL 15+4c
0,61 puL/mL 47 +5b
1,21 ul/mL 66+1a

Clso 0,73 pL/mL

@ Média de inibi¢do + desvio padrao. Ndo ha diferenca entre as médias seguidas pela mesma letra (p valor >
0,05).

Fonte: o autor

Figura 1 - Estimativa da CI50 do 6leo de Citronela no controle de F. oxysporum.
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Fonte: o autor.

Apos a contagem de conidios em microscopio 6ptico com auxilio de cadmara de Neubaur verificou-se
uma relacdo indiretamente proporcional entre a concentracdo de éleo essencial de Citronela e a

concentracao de conidios. Os dados de concentracéo de conidios de ambos dos 0leos esta expressa
na tabela 2.
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Tabela 2 - Efeito dos diferentes tratamentos de 6leo essencial de citronela na concentragéo de

conidios.
Tratamento (puL/mL) Citronela
0 pL/mL 61,4 a
0,14 plL/mL 54,4 a
0,3 uL/mL 44 b
0,61 uL/mL 36,6 b
1,21 pL/mL 25,8 ¢

Fonte: o autor.

Para o experimento in vivo, apds 30 dias de transplantio, a analise dos dados foi transformada em
valores percentuais de severidade através do indice de McKinniy, cuja equagéo é expressa em:

ID =299 400
n.x

Em que, ID = indice de doenca; f = nUmero de plantas com determinada nota; v = nota registrada; n =
nuamero de plantas por concentracdo; e x = maior nota da escala. Percebeu-se que o tratamento de 3,0
uL/mL apresentou efeito fitotéxico, ocasionando na queda de folhas logo ap6s a primeira aplicacdo e
consecutiva morte de todas as plantas do tratamento ao final do teste. O tratamento de 1,5 pL/mL
obteve o melhor resultado, possuindo severidade significativamente menor que o grupo controle. Os
resultados dos indices de doencga de cada tratamento estdo expressos na figura 4

Figura 2 - Efeito dos diferentes tratamentos de 6leo essencial de citronela no indice da doenga.
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Fonte: o autor
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Discusséo

O 6leo essencial de citronela apresentou resultados positivos em todos os testes. Em analises de
caracterizacdo, Da Silveira et al. (2012) identificou citronelal (41,80%) geraniol (19,63%) e a-Citronelol
(10,44%) na composicdo do 6leo. Tais compostos majotirarios afetaram diferentes funcdes fisiologica
do fungo analizado, podendo ser resultado de oxidacdes ou na metabolizacdo dos compostos em
outras substancias. Tal efeito seria decoréncia dos grupos alcodlicos, carbonilas e duplas ligacées dos
compostos do 6leo essencial (SALGADO et al., 2001).

O ¢6leo ocasionou um decréscimo significativo na esporulagéo do fungo, juntamente com a inibicao
do crescimento micelial. O mesmo resultado foi encontrado no controle in vitro de variedades de
Fusarium solani (CRUZ, 2015), e em Sphaceloma ampelinum (DE OLIVEIRA FIALHO; PAPA, 2015),
demonstrando um notavel potencial antifingico do 6leo de citronela em diferentes géneros de fungos.

O controle da doenca in vivo se mostrou inferior ao controle do fungo in vivo. Apesar de apresentar
indice de doenca significativamente menor, a concentragéo de 1,50 pL/mL foi o Gnico tratamento que
obteve valor significativamente inferior ao grupo controle. O tratamento com concentragéo de 3,0 pl/ml
apresentou grande efeito nocivo nas mudas de tomate. A fitotoxicidade do 6leo essencial de citronela
também foi observada por Brum (2014) em plantulas de melancia plantulas de melancia (C. lanatus),
feijdo-carioca (P. vulgaris) e arroz (O. sativa). Essa caracteristica pode dificultar a utilizagdo desse
método como alternativa aos tratamentos convencionais de Fusarium oxysporum.

Concluséo

O dleo essencial de citronela apresentou resultado significativo em todas as analises, diferenciando-
se do grupo controle em ao menos uma concentrac¢do. O valor CI50 de inibicdo de crescimento micelial
foi de 0,73 yL/mL O controle da doenca in vivo obteve melhor resultado no tratamento de 1,5 yL/mL,
entretanto, a concentragdo de 3,00 yL/mL apresentou efeito nocivo as mudas de tomate.
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