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CONTROLE BIOLOGICO DE Sclerotinia sclerotiorum EM SEMENTES E
PLANTULAS DE GIRASSOL ORNAMENTAL

Resumo: O girassol (Helianthus annuus L.) € hoje cultivado mundialmente, e entre os fatores
bidticos que causam perdas de produgdo podemos destacar a ocorréncia de Sclerotinia
sclerotiorum que é um patdgeno destrutivo de varias culturas economicamente importantes e
de dificil controle. Desta maneira, teve-se como objetivo avaliar o controle desse patdgeno
através do uso de Oleos essenciais e por meio de bactérias, tanto no teste in vitro como in vivo.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 4 repeti¢des. Para
o teste in vitro foram utilizados 4 diferentes 6leos essenciais, Rosmarinus officinalis (alecrim),
Melaleuca alternifolia (tea tree), Corymbia citriodora (eucalipto) e Salvia officinalis (salvia
dalmaciana), em 4 diferentes concentrages (0, 500, 1000 e 3000 mg L™?); ja o uso de bactérias
se deu através da técnica de pareamento, testando o efeito antagénico de Bacillus subtilis e
Bacillus amyloliquefaciens x Sclerotinia sclerotiorum, sendo avaliada a percentagem de
inibicdo do crescimento micelial (PIC %). Para o teste in vivo, a dose escolhida dos dleos
essenciais foi de 1000 mg L™ e os tratamentos avaliados foram: T1) testemunha, apenas
substrato e sementes sem tratamento e sem a presenca do fungo; T2) testemunha, substrato +
Sclerotinia sclerotiorum e sementes sem tratamento; T3) substrato + Sclerotinia sclerotiorum
e sementes tratadas com o 6leo essencial de alecrim; T4) substrato + Sclerotinia sclerotiorum
+ sementes tratadas com tea tree; T5) substrato + Sclerotinia sclerotiorum + sementes tratadas
com eucalipto; T6) substrato + Sclerotinia sclerotiorum + sementes tratadas com salvia
dalmaciana; T7) substrato + Sclerotinia sclerotiorum + sementes tratadas com Bacillus subtilis
(3 mL kg de sementes); T8) substrato + Sclerotinia sclerotiorum + sementes tratadas com
Bacillus amyloliquefaciens (3 mL kg ! de sementes), sendo avaliados a emergéncia a campo,
comprimento, massa fresca e massa seca de plantas. No teste in vitro constatou-se que a medida
em que as doses dos Oleos foram aumentadas, consequentemente, o controle do patdégeno
também é aumentado, assegurando esse controle também no teste in vivo, quando comparados
a testemunha; ja as bactérias no teste in vitro ndo apresentaram inibicdo tdo elevada do
patdgeno, porém, no teste in vivo, além de garantir a sanidade de plantas, o Bacillus

amyloliquefaciens promoveu o crescimento das plantas.

Palavras-chave: Helianthus annuus L.; in vitro; in vivo; inibicdo; antibiose.



BIOLOGICAL CONTROL OF Sclerotinia sclerotiorum IN SEEDS AND PLANT
GROWTHS OF ORNAMENTAL CROPP

Abstract: Sunflower (Helianthus annuus L.) is now cultivated worldwide, and among the
biotic factors that cause production losses we can highlight the occurrence of Sclerotinia
sclerotiorum which is a destructive pathogen of several economically important crops and
difficult to control. Thus, this study aimed to evaluate the control of this pathogen through the
use of essential oils and bacteria in both in vitro and in vivo tests. The experiment was conducted
in an entirely randomized design with 4 repetitions. For the in vitro test, 4 different essential
oils were used, Rosmarinus officinalis, Melaleuca alternifolia, Corymbia citriodora and Salvia
officinalis, in 4 different concentrations each (0, 500, 1000 and 3000 mg L), testing the
antagonistic effect of Bacillus subtilis x Sclerotinia sclerotiorum and Bacillus
amyloliquefaciens x Sclerotinia sclerotiorum, being evaluated the mycelial growth inhibition
percentage (PIC %) for all treatments. For the in vivo test, the chosen dose of the essential oils
was 1000 mg L and the treatments evaluated were: T1) witness, only substrate and seeds
without treatment and without the presence of the fungus; T2) witness, substrate + Sclerotinia
sclerotiorum and seeds without treatment; T3) substrate + Sclerotinia sclerotiorum and seeds
treated with the essential oil of rosemary (Rosmarinus officinalis); T4) substrate + Sclerotinia
sclerotiorum + seeds treated with tea tree (Melaleuca alternifolia); T5) substrate + Sclerotinia
sclerotiorum + seeds treated with eucalyptus (Corymbia citriodora); T6) substrate + Sclerotinia
sclerotiorum + seeds treated with Salvia dalmaciana (Salvia officinalis); T7) substrate +
Sclerotinia sclerotiorum + seeds treated with Bacillus subtilis at a concentration of 3 mL kg
seeds; T8) substrate + Sclerotinia sclerotiorum + seeds treated with Bacillus amyloliquefaciens,
at a concentration of 3 mL kg of seeds. In the in vitro test, it was found that as the doses of
oils were increased, consequently, the control is also increased, ensuring this control also in the
in vivo test when compared to the control. The bacteria in the in vitro test did not show as high
inhibition of the pathogen, however, in the in vivo test, in addition to ensuring the health of

plants, Bacillus amyloliquefaciens promoted plant growth.

Key words: Helianthus annuus L.; in vitro; in vivo; inhibition; antibiosis.



1 INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annuus L.), ¢ uma planta oleaginosa que faz parte da familia
botanica Asteraceae. E oriundo da América do Norte e seu cultivo é realizado em todos os
continentes, por ser uma cultura de facil adaptabilidade climéatica (SILVA et al., 2014).

O cultivo inicial visava a produ¢do de aquénios para alimentagdo de passaros; producao
de 6leo comestivel e para a alimentac¢do animal (LIU ef al., 2018). Porém, aproximadamente
no ano de 2005, a cultura desencadeou o interesse de agricultores, técnicos € empresas, para a
fabricacdo de biodiesel. Com isso, possibilitou-se uma alternativa econdmica, principalmente
servindo como rotagao/sucessao de graos (BACKES et al., 2008). Além disso, o girassol ¢ uma
cultura acumuladora de potéssio, permitindo a ciclagem de nutrientes (SILVA et al., 2014).

Outra caracteristica relevante do cultivo do girassol, ¢ o seu desempenho como planta
ornamental, apresentando aumento significativo do seu uso nos ultimos anos, devido a sua
beleza, rusticidade, facil propagagdo, manuseio e por apresentar ciclo curto, fato que permite
seu cultivo, bem como a produgdo em diversas regides, sendo uma Otima alternativa para
pequenos produtores (DE MOURA, 2022).

Porém, a cultura ¢ afetada por uma doenga bastante comum que ¢ a podridao branca,
causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, a qual ocasiona o caimento de aquénios ou do
capitulo, gerando perda total da producdo. Além disso, o fungo permanece muitos anos no solo,
através de sua estrutura de sobrevivéncia (esclerddio), implicando ndo somente em prejuizos
para o girassol, mas também para outras culturas suscetiveis implantadas na mesma area
(ZIMMER; HOES, 1978; MASIREVIC; GULYA, 1992; NA et al., 2018).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum pode causar sintomas nas diferentes partes da planta
de girassol. Na base da haste, o sintoma inicial ¢ uma murcha repentina da planta sem lesdes
foliares. A lesdo possui tonalidade marrom-clara, mole e com aspecto encharcado, podendo ser
revestida por micélio branco. Os esclerddios podem ser observados no interior do local
colonizado na haste. J4 na podridao do capitulo, ocorrem lesdes pardas e encharcadas no lado
dorsal do capitulo, com presenga de micélio branco e posterior formagao de esclerddios dentro
da inflorescéncia. Por fim, ocorre a fragmentagao do capitulo, expondo os elementos vasculares
fibrosos (ZIMMER; HOES, 1978; MASIREVIC; GULYA, 1992; NA et al., 2018).

Tendo em vista esses aspectos, o controle quimico € dificultado, além de ser uma questao
preocupante tanto na questdo da saude humana, como também no quesito ambiental, entdo ha

uma busca maior por cultivos sem o uso de agrotdxicos. Com isso, ha o incentivo pela busca



por modelos alternativos para o controle das doengas, sem que haja tanta dependéncia do uso
de fungicidas e que ndo seja prejudicial ao meio ambiente e aos seres humanos (DE CAMPOS
SIEGA et al., 2020).

O estudo com espécies vegetais que produzem compostos antifungicos ¢ uma
ferramenta importante para o manejo de doengas, podendo auxiliar também na redugdo da
utilizagdo de fungicidas e, por consequéncia, redugdo do seu efeito toxico (PORTELLA et al.,
2021). Segundo Costa et al. (2011) os 6leos essenciais através da sua atividade antifungica, sdo
capazes de se distribuir pela parede celular e membrana plasmatica dos patogenos devido as
caracteristicas hidrofobicas, os dleos essenciais agem nos lipideos da parede, membrana celular
e mitocondria, provocando distirbios e modificacdes na permeabilidade dessas estruturas.

Outra alternativa de controle de fitopatdgenos ¢ através do controle bioldgico pelo uso
de microrganismos antagonistas (MOREIRA et al., 2008; SANTOS; SILVA, 2014). Nesse
quesito, ha pesquisas com as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs), que
habitam e sobrevivem na rizosfera, onde auxiliam no crescimento das plantas associadas através
de uma relacdo ndo simbidtica (CAMPOS, 2010).

Um dos géneros de rizobactérias com efeito antagonista ¢ o Bacillus, que além de
desempenhar varios mecanismos antagonicos, ¢ capaz de formar enddsporos resistentes,
assegurando a sobrevivéncia da bactéria e a manutencao dos nichos ecologicos especificos,
possuindo flexibilidade nos mecanismos de agdo contra o ataque de fitopatogenos (BRAGA
JUNIOR et al., 2017).

Tendo em vista que existem poucos fungicidas recomendados para o controle da
podridado branca em girassol, e a crescente utilizacdo de métodos alternativos de controle, teve-
se por objetivo com o presente trabalho, avaliar o controle in vitro e in vivo de Sclerotinia
sclerotiorum por meio da utilizagdo de 6leos essenciais e rizobactérias em sementes de girassol

ornamental.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e em casa de vegetagao
na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) - Campus Erechim/RS, sob o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC) com 4 repeti¢des.

Obten¢ao do material experimental:

Obtengao do isolado de Sclerotinia sclerotiorum: os esclerddios do fungo foram obtidos
através de plantas de soja que apresentavam sintomas da doenga (mofo branco), em lavoura
comercial no municipio de Erechim — RS. Os esclerédios foram expostos a assepsia com
hipoclorito de sddio a 1% durante 1 minuto em agua destilada e esterilizada, realizando trés
enxagues de 1 minuto cada (TORTELLI ez al., 2020). Nas placas de Petri, apds a adi¢do do
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA; Himedia™) os esclerodios foram colocados e,
posteriormente, incubados a 25 + 2 °C e 12 horas de fotoperiodo (PEREIRA et al., 2009).
Depois de 7 dias de incubacdo, foi feito o reconhecimento do patdégeno e, em seguida, a
repicagem do fungo para as placas de Petri (com BDA), com a finalidade da obtencao de cultura
pura (TORTELLI et al., 2020).

Obtencgdo dos oleos essenciais: 0s 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus officinalis),
tea tree (Melaleuca alternifolia), eucalipto (Corymbia citriodora) e salvia dalmaciana (Salvia
officinalis) foram adquiridos comercialmente da empresa Laszlo®.

Obtencdo de Bacillus amyloliquefaciens (3 x 10° UFC mL™) e Bacillus subtilis (3 x 10°
UFC mL™): ambos foram adquiridos da empresa Biovalens LTDA.

21 TESTEINVITRO

Utilizou-se 4 diferentes oleos essenciais, o alecrim (Rosmarinus officinalis), tea tree
(Melaleuca alternifolia), eucalipto (Corymbia citriodora), e sélvia dalmaciana (Salvia
officinalis). Os 6leos inicialmente foram emulsionados em Tween 20® a 0,5% (GRAF JUNIOR,
2018), garantindo melhor miscibilidade.

Depois de emulsionados os 6leos, os mesmos foram adicionados ao meio de cultura
BDA em quatro diferentes concentragdes: 0, 500, 1000 e 3000 mg L™! para cada 6leo essencial,
sendo que 500 mg corresponde a (0,5 mL), 1000 mg (1 mL) e 3000 (3 mL), levando em
consideragdo essa quantidade relativa para 1 L de BDA. Placas somente com BDA e Tween 20

foram utilizadas como controle (dose 0). A mistura dos 6leos nas placas contendo o BDA foi



11

realizada quando o meio ainda estava liquido, com uma temperatura aproximada de 45 °C. Para
obtencdo de um in6culo novo, a repicagem do patdégeno para as placas ocorreu 3 dias antes da
montagem do experimento. No momento do experimento, um disco contendo micélio de S.
sclerotiorum (5 mm de diametro) foi colocado no centro das placas de Petri contendo meio de
cultura BDA juntamente com os 6leos essenciais nas diferentes concentracdes (FONSECA et
al., 2015).

As placas posteriormente foram incubadas a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas (GRAF
JUNIOR, 2018) e realizou-se a medi¢ao do crescimento do patogeno no 3°, 6°, 9° e 12° dia ap6s
arepicagem do patdgeno para o meio de cultura contendo as doses de 6leos essenciais (BRAGA
JUNIOR et al., 2017). Essa avaliacdo foi feita a partir da medida dos didmetros das colonias
com o auxilio de um paquimetro digital, levando em consideragdo a média de duas medidas
opostas do diametro fingico (FONSECA et al., 2015).

A percentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC) foi calculada por meio da
equacao de Menten et al. (1976), em que: PIC = [(didmetro médio do controle — didmetro médio
do tratamento) / didmetro médio do controle] x 100. Os tratamentos nos quais nao foi
evidenciada a inibicao de crescimento do patdogeno obtiveram valor igual a zero.

Para avaliagdo do efeito antagénico de Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis,
utilizou-se a técnica proposta por Johnson; Curl (1972), em que foi feita 3 estrias através de
uma al¢a de platina a 1,5 cm em relag@o a borda da placa. Na borda oposta, foi disposto o disco
(aproximadamente 5 mm de didmetro) contendo o micélio fungico (GABARDO et al., 2020).

As leituras ocorreram no 3°, 6°, 9° e 12° dia apds as inoculagdes. Na avaliacdo foram
feitas medicdes do diametro das colonias, através de trés medidas diametralmente opostas,
através de um paquimetro digital, determinando uma média por colonia (BRAGA JUNIOR et
al.,2017). A percentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC) foi determinada através da
férmula de Menten ef al. (1976).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e comparagdo entre
médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). As analises foram realizadas com o auxilio do software

estatistico GENES (CRUZ, 2013).
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2.2 TESTEINVIVO

O teste in vivo foi conduzido em casa de vegetacdo. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 8 tratamentos e quatro repeticdes. Os
tratamentos escolhidos foram os que expressaram os melhores resultados no teste in vitro, nos
quais a dose escolhida foi de 1000 mg L para todos os 6leos.

Os tratamentos avaliados foram: T1) testemunha, apenas substrato e sementes sem
tratamento e sem a presenca do fungo; T2) testemunha, substrato + Sclerotinia sclerotiorum e
sementes sem tratamento; T3) substrato + Sclerotinia sclerotiorum e sementes tratadas com o
6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis); T4) substrato + Sclerotinia sclerotiorum +
sementes tratadas com 6leo essencial (OE) de tea tree; T5) substrato + Sclerotinia sclerotiorum
+ sementes tratadas com OE de eucalipto; T6) substrato + Sclerotinia sclerotiorum + sementes
tratadas com OE de sélvia dalmaciana; T7) substrato + Sclerotinia sclerotiorum + sementes
tratadas com Bacillus subtilis, na concentracdo de 3 mL kg™ de sementes; T8) substrato +
Sclerotinia sclerotiorum + sementes tratadas com Bacillus amyloliguefaciens, na concentracdo
de 3 mL kg " de sementes.

Foi utilizado sementes de girassol (Helianthus annuus L.) adquirido da empresa Isla
sementes com 100,0% de pureza e 98,0% de germinagdo, sem a presenca de tratamento
quimico.

Para a infestacdo de substrato, os isolados de Sclerotinia sclerotiorum foram cultivados
em meio fuba, conforme a metodologia adaptada de Garcia et al. (2012). Para isso, frascos
Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 gramas de fuba + 30 mL de agua destilada, foram
autoclavados na temperatura de 120 °C + 1 atmosfera, por 20 minutos. Posteriormente ao
resfriamento, foram adicionados 10 discos (& 5 mm) de micélio de Sclerotinia sclerotiorum
por frasco, onde os micélios foram oriundos apds 7 dias da repicagem do fungo. Os frascos
foram entdo levados a BOD, em um fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25 °C, por
aproximadamente 15 dias.

Antes de expor as sementes aos tratamentos, as sementes foram submetidas a assepsia
prévia, no intuito de extinguir possiveis fungos contaminantes presentes na superficie das
sementes. No fluxo laminar as sementes foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 1% por
30 segundos e, trés enxagues sucessivos com agua destilada esterilizada por um minuto cada.
Ap0s, as sementes foram deixadas por 24 horas em temperatura ambiente para a secagem das

mesmas (ORDONEZ, 2016).
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Para a impregnacéo dos tratamentos nas sementes, foi utilizada a metodologia adaptada
de Cappellaro (2021) para os 6leos essenciais por meio de contato indireto. Para isso, um
chumaco de algoddo foi embebido com 1000 mg L™ de cada 6leo essencial e colocado dentro
de caixas gerbox. Em seguida, as sementes (40 por gerbox) permaneceram 24 horas sobre uma
tela de aluminio posicionada acima do algoddo (Figura 1), dentro da gerbox que,
posteriormente, foram fechadas.

Figura 1 — Sementes de girassol em gerbox, tratadas com 6leo por meio de contato

indireto, UFFS, Campus Erechim.

Fonte: autor (2022)

Para o tratamento das sementes com Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis
adotou-se a dose de 3 mL kg " de sementes, deixando-as secar, em temperatura ambiente, por
24 horas.

Apbs a realizacdo dos tratamentos de sementes, vasos com capacidade para 3,6 L foram
preenchidos com substrato e alocados em casa de vegetacéo. Para a infestacdo do substrato, foi
distribuida uma concentragdo de 8g/L do inoculo, cultivado em fub4, por vaso (BARBOSA et
al., 2010). Apos a infestagdo do substrato, o mesmo foi irrigado e os vasos foram
acondicionados em sacos plasticos por um periodo de trés dias, a fim de formar uma camara
umida e proporcionar melhor colonizagdo do substrato pelo patdgeno. Posteriormente a esses
trés dias, realizou-se a semeadura de 3 sementes de girassol por vaso. Os vasos foram

submetidos a irrigacdo automatica, acionada trés vezes ao dia apos a semeadura, sendo uma
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realizada na parte da manhd, outra préxima ao meio-dia e uma mais a tarde, totalizando 300
mL ao dia.

Apos 30 dias da semeadura, avaliou-se a emergéncia a campo e 0 comprimento de
plantulas. Para a emergéncia a campo, foi definido o percentual de plantulas emergidas; ja para
a avaliagdo do comprimento de plantulas, foi utilizada uma régua milimetrada, levando em
consideracao a parte aérea e a raiz principal. O comprimento médio por planta foi dado pelo
quociente entre o somatorio dos comprimentos obtidos / nimero de plantas medidas
(PEDROSO et al., 2008).

Utilizando-se a metodologia proposta por Nascimento et al. (2013), imediatamente ap6s
a colheita dos girassois, foi realizada a pesagem da massa fresca das plantas (g), para cada
repeticdo, sendo considerada parte aérea e raiz (planta inteira). Para isso, ap0s a pesagem
(realizada em balanca devidamente calibrada), as plantas foram embaladas em sacos de papel
kraft, e levadas para estufa com ventilagdo de ar forcado a 65 °C, por 48 horas. Posteriormente,
realizou-se a pesagem da massa seca dos girassois.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparagdo entre
médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). As andlises foram realizadas através do software

estatistico GENES (CRUZ, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TESTE IN VITRO — OLEOS ESSENCIAIS E CRESCIMENTO MICELIAL

Os quatro 6leos essenciais, nas diferentes concentragdes (0, 500, 1000 e 3000 mg L)
diferem significativamente entre si (p < 0,05) para a percentagem de inibi¢cdo do crescimento
micelial - PIC (%), com uma média de 49,76% (Tabela 1). O maior controle do crescimento

micelial foi observado a medida que se aumentou a dose de 6leo essencial (Tabela 2; Figura 2).
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Tabela 1 — Analise de variancia para a percentagem de inibi¢do do crescimento micelial - PIC
(%) nos oOleos essenciais de alecrim, eucalipto, salvia dalmaciana e tea tree, em diferentes

concentracdes para o controle de Sclerotinia sclerotiorum.

Fontes de variacédo GL SQ QM F
PIC (%)

Tratamentos 19 173861,74 9150,62 340,51"

Residuo 60 1612,38 26,87

Total 79 175474,12

Média 49,76

Coeficiente de variacao (%) 10,42

“significativo a 5% (p < 0,05) de probabilidade de erro pelo teste F.

Os 6Gleos essenciais de alecrim (1000 mg L e 3000 mg L), eucalipto (1000 mg Lt e
3000 mg L), sélvia dalmaciana (500 mg L%, 1000 mg L e 3000 mg L) e tea tree (3000 mg
L) obtiveram o valor maximo de inibicdo, ou seja, PIC igual a 100%. Esses tratamentos ndo
diferiram significativamente do 6leo essencial de eucalipto (500 mg L) com PIC igual a
91,67% (Tabela 2).

Dos 6leos essenciais avaliados o de alecrim (500 mg L) obteve o menor valor de PIC
(10,33%), seguido do 6leo essencial de tea tree 500 mg L™ (38,39%) e tea tree 1000 mg L
(54,71%), respectivamente. Ja as testemunhas de cada 6leo, obtiveram valor de PIC igual a 0%,
e ndo diferiram significativamente.

Moraes et al. (2018) testando os 6leos essenciais de canela e citronela para o controle
de Aspergillus spp. e Sclerotinia sclerotiorum, no qual a melhor dose foi de 1,6 mL L%,
afirmaram que esse controle se deu devido a caracteristica antifungica dos dleos, ja que a
maioria dos 6leos essenciais contém terpendides, monoterpenos, sesquiterpenos e derivados
oxigenados. Os autores destacam que 0s terpenos sdo compostos cujo 0 mecanismo de agéo néo
¢ muito conhecido, mas, acredita-se que estd relacionado com a ruptura da membrana. E
conforme a classificacdo dos fungicidas, 6leos essenciais e extratos de plantas, tais como o de

tea tree, constituem o grupo 46, subgrupo F7 — disruptores de membrana celular (FRAC, 2020).
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Tabela 2 — Percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC, %) para os 6leos essenciais
de alecrim, eucalipto, salvia dalmaciana e tea tree, nas concentra¢fes 500, 1000 e 3000 mg L~

1 visando o controle de Sclerotinia sclerotiorum em meio de cultura BDA.

Tratamentos Dose (mg L) PIC (%)
500 10,33 d"

Alecrim 1000 100,00 a
3000 100,00 a

500 91,67 a

Eucalipto 1000 100,00 a
3000 100,00 a

500 100,00 a

Séalvia Dalmaciana 1000 100,00 a
3000 100,00 a

500 38,39

Tea tree 1000 5471 b
3000 100,00 a

BDA 0 0,00 e
BDA+Tween 0 0,00 e

“Médias seguidas pala mesma letra mintscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott
Knott (p < 0,05).

Fonseca et al. (2015) testaram a eficiéncia de Oleos essenciais em diferentes
concentracdes e observaram que o 6leo de Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo), teve
o melhor desempenho, inibindo 100% o crescimento fangico de Sclerotinia minor, Rhizoctonia
solani e Sclerotium rolfsii, na concentracio de 3000 mg L, e também apresentou eficiéncia
em menores doses, para outros fungos testados, incluindo Sclerotinia sclerotiorum. Ja o dleo
de arnica brasileira, nesse mesmo estudo, na concentragdo de 3000 mg L, reduziu o
crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em 72% quando comparado ao controle (sem

6leo essencial). Tais resultados se assemelham aos obtidos no presente estudo.
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Figura 2 — Inibi¢ao do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum por 4 diferentes 6leos

essenciais (alecrim, salvia dalmaciana, tea tree e eucalipto) em 4 diferentes concentragdes (0,

500, 1000 e 3000 mg L™).

—
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Legenda: Alecrim x S. sclerotiorum (A). Salvia dalmaciana x S. sclerotiorum (B). Tea tree x S. sclerotiorum (C).
Eucalipto x S. sclerotiorum (D). Fonte: autor, 2022.

A inibicdo completa do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em teste in
vitro com 6leo essencial de alecrim, melaleuca (tea tree), propolis, e cravo-botéo foi obtida com
5 mL de cada 6leo em 95 mL de BDA (PORTELLA etal., 2021). Similarmente, o 6leo essencial
de eucalipto também proporcionou a inibicdo total do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum quando o patdgeno foi exposto as doses de 500 e 1000 ppm, observando também
o valor de 44% na area abaixo da curva de crescimento micelial para a dose de 250 ppm, em
comparacao a testemunha (GRAF JUNIOR, 2018).

E ainda, um estudo realizado por Al-Taisan et al. (2014), denotou-se que os 6leos de
canela, cravo e horteld inibiram completamente o crescimento fangico de Sclerotinia
sclerotiorum, devido a presenca do grupo hidroxyl contido no éleo, que € capaz de ser reativo
e estabelecer ligacOes de hidrogénio com locais ativos de enzimas, podendo ser caracterizado
com potencial antimicrobiano.

Zhao et al. (2022) avaliando o mecanismo antifungico da pristimerina encontrada em
triterpendides pentaciclicos de metabolitos secundarios botanicos contra Sclerotinia
sclerotiorum, observaram que essa substancia pode ser usada como potencial fungicida contra
esse patdgeno, pois proporcionou inibicdo de seu desenvolvimento e de esclerddios,

colaborando com os resultados obtidos no presente estudo.
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3.2 TESTE IN VITRO — ANTAGONISMO DE BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS E
BACILLUS SUBTILIS NO CONTROLE DE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

Os tratamentos com Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis diferem
significativamente entre si (p < 0,05) para a percentagem de inibi¢do do crescimento micelial -
PIC (%). A média obtida para a PIC foi 16,19% (Tabela 3).

Tabela 3 — Analise de variancia para a percentagem de inibicdo do crescimento micelial - PIC

(%) para Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis no controle de Sclerotinia sclerotiorum.

Fontes de variagdo GL 5Q QM F
PIC (%)

Tratamentos 3 4254,02 1418,01 198,40"

Residuo 12 85,77 7,15

Total 15 4339,79

Média 16,19

Coeficiente de varia¢ao (%) 16,51

“significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F.

Conforme a Tabela 4, ndo houve diferenca significativa entre Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus subtilis para a variavel percentagem de inibicdo do crescimento
micelial — PIC (%), no qual, Bacillus amyloliquefaciens apresentou um PIC de 35,11% e B.
subtilis 29,66%; porém, houve diferenca significativa em relacdo ao controle (sem Bacillus sp.)
com PIC igual a 0,00%.

Tabela 4 — Percentagem de inibigé@o do crescimento micelial (PIC, %) para o antagonismo de
Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis contra Sclerotinia sclerotiorum em meio de
cultura BDA.

Tratamentos PIC (%)
Bacillus amyloliquefaciens 3511a"
Bacillus subtilis 29,66 a
Controle (sem Bacillus sp.) 0,00 b

“Médias seguidas pala mesma letra mindscula ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Nas figuras 3A e 3B pode-se perceber que houve a presenca do halo de inibicédo de
ambos os fungicidas microbioldgicos testados contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum,

resultado semelhante ao conduzido por Gabardo et al. (2020), que observaram o halo de
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inibicdo de Bacillus subtilis com Sclerotinia sclerotiorum, porém, houve formacdo de
esclerodios. Tal fato ndo ocorreu na condugdo do presente trabalho, jA que em nenhuma

repeticdo denotou-se a presenca esclerodios.

Figura 3 — Efeito antagénico de Bacillus amyloliquefaciens x Sclerotinia sclerotiorum e

Bacillus subtilis x Sclerotinia sclerotiorum e testemunha.

Legenda: ao lado esquerdo da Placa de Petri esta disposta a coldnia de Bacillus amyloliquefaciens e ao lado direito
a colonia de Sclerotinia sclerotiorum (A). Ao lado esquerdo da Placa de Petri estd disposta a coldnia de Bacillus
subtilis e, ao lado direito, a colonia de Sclerotinia sclerotiorum (B). Testemunha contendo esclerddios (C). Fonte:
autor, 2022.

A inibicdo na formacao de esclerddios em ambos os tratamentos contendo os fungicidas
microbioldgicos se torna importante sob o ponto de vista epidemioldgico, pois a diminuicao da
populacado de esclerddios é uma das premissas no controle do mofo branco, haja vista que anula
a formacdo de apotécios e a producdo de ascosporos, reduzindo a producdo de novos
esclerddios. Tais fungicidas devem ser posicionados objetivando o controle preventivo do mofo
branco na parte aérea das culturas (GORGEN et al., 2010).

Em outra pesquisa realizada por Braga Junior et al. (2017), onde testaram 7 isolados de
Bacillus subtilis, foram obtidos valores de PIC semelhantes com os do presente trabalho,
quando utilizada a técnica de pareamento de culturas. Para os autores, a inibicdo de Fusarium
subglutinans por Bacillus subtilis (isolado UFTBs 03) teve um valor de PIC igual a 37,9% apds
12 dias de incubacdo; ja a inibi¢do de Bipolaris sp. por Bacillus subtilis (isolados UFTBs 05 e
UFTBs 07) teve um valor de PIC maximo de 25,1%, apds 12 dias de incubagéo. A inibicdo de
crescimento micelial de Curvularia lunata por Bacillus subtilis (isolado UFTBs 07) atingiu um
PIC de 43,3%, ap0s 12 dias de incubagdo. Esses resultados se assemelham aos encontrados

neste estudo.
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Essa inibicdo de crescimento, assim como a formagdo do halo de inibicéo, se d& pelo
fato das bactérias possuirem um vasto espectro de acdo, agindo por antibiose, produzindo
substancias toxicas aos fungos. Tal mecanismo de acdo antagbnico € assegurado por muitos
metabolitos, como lipopeptideos das familias da surfactina, iturina e fengicina. Ainda, quando
se estabelece uma relagdo de contato entre bactéria e fungos fitopatogénico, ocorre a sintese de
antibioticos e a competicao por nutrientes e pelo espaco (BRAGA JUNIOR et al., 2017).

3.3 TESTE IN VIVO — EFEITO DE OLEOS ESSENCIAIS E CONTROLE BIOLOGICO
DE SCLEROTINIA SCLEROTIORUM EM PLANTULAS DE GIRASSOL
ORNAMENTAL

Os tratamentos avaliados diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para
emergéncia de plantas, comprimento, massa fresca e massa seca. A média obtida foi de 76,39%
para emergéncia, 23,30 cm para comprimento, 12,97 g para massa fresca e 1,90 g para massa
seca (Tabela 5).
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Tabela 5 — Andlise de variancia para emergéncia (%), comprimento (cm), massa fresca (g) e
massa seca (g) em plantulas de girassol ornamental cujas sementes foram tratadas com 6leos
essenciais (alecrim, salvia dalmaciana, tea tree e eucalipto) na dose 1000 mg L, Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus subtilis (ambos 3 mL kg™ de sementes), e semeadas em substrato

infestado ou ndo com Sclerotinia sclerotiorum.

Fontes de variacdo GL SQ QM F
Emergéncia (%)
Tratamentos 7 11714,95 1673,56 4,19
Residuo 24 9578,89 399,12
Total 31 21293,84
Média 76,39
Coeficiente de variacao (%) 26,15
Comprimento (cm)
Tratamentos 7 396,06 56,58 12,53"
Residuo 24 108,39 4,52
Total 31 504,45
Média 23,30
Coeficiente de variagao (%) 9,12

Massa fresca (g)

Tratamentos 7 209,26 29,89 10,16"
Residuo 24 70,65 2,94

Total 31 279,91

Média 12,97

Coeficiente de varia¢ao (%) 13,22

Massa seca (g)

Tratamentos 7 3,32 0,47 2,74"
Residuo 24 4,16 0,17

Total 31 7,48

Média 1,90

Coeficiente de variacao (%) 21,89

*Significativo: p < 0,05, pelo teste F.

As sementes que foram tratadas com Oleo essencial de tea tree e o tratamento
testemunha sem a presenga de Sclerotinia sclerotiorum tiveram 100,00% de emergéncia (Figura
4). Por outro lado, o tratamento testemunha inoculado com Sclerotinia sclerotiorum, assim
como as sementes tratadas com o 6leo essencial de salvia, obtiveram percentuais de emergéncia

correspondentes a 44,05% e 50,00%, respectivamente.
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Figura 4 — Emergéncia (%), comprimento (cm), massa fresca (g) e massa seca (g) de plantulas
de girassol ornamental cujas sementes foram tratadas com 6leos essenciais (alecrim, salvia
dalmaciana, tea tree e eucalipto; dose 1000 mg L), Bacillus amyloliquefaciens (B. amy.) e
Bacillus subtilis (B. subt.) — (ambos 3 mL kg* de sementes), e semeadas em substrato infestado

ou ndo com Sclerotinia sclerotiorum (SC).
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“Médias seguidas pala mesma letra néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para a variavel comprimento de plantulas, o tratamento com Bacillus amyloliquefaciens
+ Sclerotinia sclerotiorum (Figura 4 e 5) obteve o maior valor (28,52 cm); em contrapartida, a
testemunha com Sclerotinia sclerotiorum apresentou o valor mais baixo para essa variavel

(15,33 cm).
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Figura 5 — Plantulas de girassol ornamental cujas sementes foram tratadas com dleos essenciais
na dose de 1000 mg L, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis — (ambos 3 mL kg™ de

sementes), e semeadas em substrato infestado ou ndo com Sclerotinia sclerotiorum (SC).

A T ; C Froe ~ -
.
:

S i4-. & .
Legenda: alecrim + Sclerotinia sclerotiorum (SC) (A); salvia dalmaciana + SC (B); tea tree + SC (C); eucalipto +
SC (D); Bacillus amyloliquefaciens + SC (E); Bacillus subtilis + SC (F); substrato infestado sem tratamento, com
Sclerotinia sclerotiorum (G) e substrato sem tratamento, néo infestado com Sclerotinia sclerotiorum (H). Fonte:
autor, 2022.

Em relagdo a massa fresca, os tratamentos ndo diferiram significativamente entre si,
com excegao a testemunha com Sclerotinia sclerotiorum que obteve valor de 6,77 g (Figura 4).
Para massa seca o maior valor foi observado quando as sementes receberam tratamento com
OE de salvia (2,50 g). J4 o menor valor foi obtido no tratamento com Bacillus amyloliquefaciens
+ Sclerotinia sclerotiorum (1,46 g).

Venturoso et al. (2014) testando a inoculacdo de Sclerotinia sclerotiorum em niger, nabo
forrageiro, cartamo, girassol e crambe, verificaram que houve reducdo de emergéncia maior
que 60% para o nabo forrageiro, girassol, cartamo e crambe. Os autores ainda destacaram que
o fungo levou a morte das sementes antes mesmo de ocorrer a germinacao, demonstrando assim
a agressividade do patogeno.

Também foi constatado nesse mesmo estudo, a relacdo da reducao do IVE (indice de
velocidade de emergéncia) e da emergéncia, considerando que se a semente demora mais tempo
para germinar e a plantula para emergir, consequentemente, o tempo de contato da semente com

o fungo é maior, atrelado ao fato que esse atraso na germinagao faz com que seja aumentado os
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niveis de acucares liberados pela semente, facilitando a infec¢ao pelo patégeno (VENTUROSO
etal., 2014).

Pelo exposto, percebe-se que os 6leos essenciais € as rizobactérias tem potencial para
controle de Sclerotinia sclerotiorum, quando comparado com a testemunha em que havia a
presenga do fungo e que apresentou baixo valor de emergéncia (Figura 4 e 6), comprimento e
de massa fresca de plantulas. Vale destacar ainda que o Bacillus amyloliquefaciens além de
controlar o patdogeno, apresentou melhora no crescimento da planta (varidvel comprimento),
pois mesmo sendo observada a colonizagdo das raizes das plantulas pelo patogeno, as mesmas

continuaram vigorosas ¢ sem a presenca de sintomas (Figura 7).

Figura 6 — Testemunha com Sclerotinia sclerotiorum, sem a presenca de tratamento

Fonte: autor (2022)
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Figura 7 — Planta de girassol tratada com Bacillus amyloliquefaciens contendo esclerodios

Fonte: autor (2022)

O género de rizobactérias Bacillus tem acdo em diversos mecanismos na planta,
podendo atuar por antibiose direta, no crescimento do vegetal e induzindo a resisténcia
sistémica nos hospedeiros da planta. Por isso, essas bactérias podem atuar indiretamente
competindo com o patdogeno por nutrientes ou espago; ou de forma direta através da sintese de
lipopeptideos e, ainda, podem induzir a resisténcia por meio de compostos volateis, como
alcoois, aldeidos, entre outros (DIMKIC et al., 2022).

Os lipopeptideos e compostos volateis produzidos por Bacillus sdo capazes de dar
estimulos aos genes que codificam proteinas relacionadas a defesa da planta, ativando rotas
bioquimicas do acido jasmonico e acido salicilico, ou mesmo a sinalizagdo do etileno. Estes
compostos também estimulam as proteinas relacionadas a patogénese (RP-Proteinas). Além
disso, os compostos volateis podem reduzir a expressao de genes que sao responsaveis, pelo
crescimento micelial, penetracdo, esporulacao e viruléncia dos fungos (DIMKIC ef al., 2022).

Sobre o efeito dos 6leos essenciais pode-se explicar, principalmente, pelas alteragcdes
provocadas na parede celular, membrana plasméatica e mitocondria dos patdgenos, j4 que
conforme a classificagdao dos fungicidas, 6leos essenciais e extratos de plantas, tais como o de
tea tree, constituem o grupo 46, subgrupo F7 — disruptores de membrana celular (FRAC, 2020),
e ainda, Bernardi; Siega; Rey (2019) comprovaram que os dleos essenciais de Cynamommum
zeylanicum, Syzigium aromaticum, Eugenia uniflora e Thymus vulgaris, tiveram tamanho
médio de esclerodio igual a zero, diferindo da testemunha, demonstrando assim, o controle de
Sclerotinia sclerotiorum.

Segundo Menezes Filho; Cruvinel; Souza Castro (2020), a utilizagdo de dleos essenciais

estd trazendo bons resultados no controle de diversos fungos que acometem culturas de
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interesse agricola, como o milho, soja, grdo de bico, entre outras, sendo uma alternativa de
controle natural dos patégenos. O emprego de 6leos essenciais e de rizobactérias do género
Bacillus, tais como as que foram utilizadas no presente trabalho, constituem uma alternativa de
suma importancia para o meio agricola tendo em vista o patossistema mofo branco vs girassol
ornamental. Essas alternativas para o controle dessa doenga enquadram-se na perspectiva de
uma menor dependéncia de fungicidas quimicos na cadeia de produgdo agricola, respondendo

aos anseios da sociedade por produtos menos contaminados com agrotoxicos.
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4 CONCLUSAO

Os 6leos essenciais de alecrim, eucalipto, tea tree e salvia dalmaciana, bem como o uso
de agentes biologicos (Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis) promovem o controle de
Sclerotinia sclerotiorum, tanto in vitro como in vivo.

A inibi¢do de Sclerotinia sclerotiorum pelas rizobactérias Bacillus amyloliquefaciens e
Bacillus subtilis impede a formagdo de esclerddios no teste in vitro. No teste in vivo, além de
controlar o fungo, o Bacillus amyloliquefaciens proporciona aumento no comprimento de

plantulas de girassol ornamental.
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ANEXOS

Figura 8 — Visao geral do experimento em casa de vegetagdo, antes da colheita, UFFS,

Campus Erechim, 2022.

Fonte: autor (2022)

Figura 9 — Erlenmeyers contendo colonizagao de Sclerotinia sclerotiorum em meio fuba —

UFFS, Campus Erechim, 2022.

Fonte: autor (2022)



