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RESUMO

ZABOT, Gisele Fabiana. Uso de compostos semissintéticos no controle de
Colletotrichum lindemuthianum e seus efeitos na qualidade fisiol0gica e sanitéaria
de sementes de feijao. 2019. 59f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PGs-
Graduagéo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

Dentre as principais doencas que acometem a cultura do feijoeiro esta a antracnose,
ocasionada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum. O controle geralmente é feito
com fungicidas sintéticos. Porém, sua utilizacao pode resultar em diversos problemas,
como o desenvolvimento da resisténcia do patdgeno e contaminacdo do meio
ambiente e dos alimentos. A utilizacdo de compostos semissintéticos para o controle
alternativo da doenca visa proporcionar maior equilibrio ao ecossistema e menor
impacto ambiental. Neste contexto o objetivo do trabalho foi: a) realizar a prospeccéo
dos compostos Phenyl S Citral, Phenyl Se Citronellal e Citral modificados a partir do
Oleo essencial de citronela e capim-limédo para o controle de C. lindemuthianum; b)
avaliar o desempenho inicial de plantulas de feijao tratadas com Phenyl S Citral e
Phenyl Se Citronellal; c) avaliar a incidéncia de C. lindemuthianum em sementes de
feijdo tratadas com Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronellal. Foram testadas diferentes
concentracfes dos compostos semissintéticos (1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%,
0,03125%, 0,015625%, 0,0078125% e 0,00390625%). Para prospeccdo dos
compostos, foi avaliada a inibicdo do crescimento micelial do fungo, sendo que Phenyl
Se Citronellal na concentragéo 0,5% controlou em 100% e Phenyl S Citral controlou
em mais de 50% o crescimento micelial de C. lindemuthianum nas concentracdes
0,5% e 1%. A partir dos resultados de prospeccédo dos compostos semissintéticos, as
concentragcbes que apresentaram bom desempenho (0,125% e 0,0625%) mas que
ndo oferecessem risco de fitotoxicidadeas plantulas, foram utilizadas nos
experimentos seguintes. Verificou-se entdo que, o tratamento das sementes com
Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronellal ndo afeta a qualidade fisioldgica de sementes
de feijao, proporcionando incremento no desenvolvimento de plantula pela
concentracdo 0,0625% do composto Phenyl Se Citronellal. O tratamento das
sementes com Phenyl Se Citronellal em ambas concentragdes diminuiu a incidéncia
de C. lindemuthianum em lotes infectados pelo fungo. As propriedades
antimicrobianas de compostos derivados de citronela (Cymbopogom nardus) e capim
limdo (Cymbopogom citratus) sugerem que o uso dessas substancias para proteger
as culturas contra fungos patogénicos merece maior exploracéo cientifica.

Palavras-chave: Antracnose; Phaseolus vulgaris L.; compostos semissintéticos;
controle alternativo; qualidade fisioldgica e sanitaria.



Abstract

ZABOT, Gisele Fabiana. Use of semisynthetic compounds for controling
Colletotrichum lindemuthianum and its effects on the physiological and sanitary
guality of been seeds. 2019. 59f. Dissertation (Master) — Phytosanitary Postgraduate
Program. Federal University of Pelotas, Pelotas, Brasil.

Anthracnose is one of the main diseases that affect the bean crop, which is caused by
the fungus Colletotrichum lindemuthianum. The control is usually done with synthetic
fungicides, but their use can cause several problems, such as the development of
pathogen resistance and contamination of food and environment. The use of
semisynthetic compounds for the alternative control of such disease aims at providing
higher balance to the ecosystem and lower environmental impact. Based on this
context, the objective of this work was: a) to carry out the prospection of compounds
such as Phenyl S Citral, Phenyl Se Citronellal and Citral, which were modified from the
essential oil of citronella and lemongrass, for controlling C. lindemuthianum; b) to
evaluate the initial performance of bean seedlings treated with Phenyl S Citral and
Phenyl Se Citronellal; c) to evaluate the incidence of C. lindemuthianum in bean seeds
treated with Phenyl S Citral and Phenyl Se Citronellal. Different concentrations of the
semisynthetic compounds (1%, 0.5%, 0.25%, 0.125%, 0.0625%, 0.03125%,
0.015625%, 0.0078125% and 0.00390625%) were tested. The inhibition of the
mycelial growth of the fungus was evaluated in order to prospect the compounds.
Phenyl Se Citronellal at 0.5% concentration controlled 100% of mycelial growth and
Phenyl S Citral at 0.5% and 1% concentrations controlled more than 50% of mycelial
growth of C. lindemuthianum. Based on the results of prospection of the semisynthetic
compounds, the concentrations that presented good performance (0.125% and
0.0625%) but did not offer risk of phytotoxicity to the seedlings were used in the next
experiments. The treatment with Phenyl S Citral and Phenyl Se Citronellal does not
affect the physiological quality of bean seeds, while increasing the seedling
development when using the 0.0625% concentration of Phenyl Se Citronellal. Seed
treatment with Phenyl Se Citronellal at both concentrations decreased the incidence of
C. lindemuthianum in batches with up to 4% fungal infection. The antimicrobial
properties of compounds obtained from citronella and lemon grass suggest their use
to protect crops against pathogenic fungi, which this subject deserves further scientific
study.

Keywords: Antracnose; Phaseolus vulgaris L.; semisynthetic compounds; alternative
control; physiological and sanitary quality.
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1 Introducéo

A antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum (Sacc & Magnus)
Lams.-Scrib é a principal doenca flngica da cultura do feijgdo. E uma doenca
transmitida essencialmente via sementes, com alto potencial destrutivo em regides
onde o clima favorece, como temperatura moderadamente baixa e alta umidade
relativa do ar (PADDER et al., 2017).

A doenca pode causar danos de até 100% no rendimento de grdos em
cultivares suscetiveis e pode comprometer a qualidade das sementes (GOTIJO NETO
et al., 2016; PEREIRA, 2018). O principal meio de sobrevivéncia e disseminacdo de
C. lindemuthianum s&o as sementes, representando ameacas ao estabelecimento da
cultura. Nas lavouras, sementes infectadas podem reduzir o estande inicial e, em
casos mais severos, podem causar a morte da plantula, pois nesta fase os tecidos da
plantula ainda estdo em formacdo, apresentando pouca lignificacdo ficando as
plantulas mais vulneraveis ao ataque do patégeno (SINGH; SCHWARTZ, 2010; SILVA
et al. 2013; CAMPA et al., 2014; MIGLIORINI, 2018).

Praticas de manejo da cultura visando o controle da doenca incluem uma série
de medidas, tais como a rotacdo de culturas, uso de cultivares resistentes, uso de
fungicidas sintéticos para tratamento de sementes e pulverizacdo da parte aérea. No
entanto, o uso sequencial de fungicidas sintéticos pode levar a sele¢édo de individuos
resistentes a determinados grupos quimicos (SINGH; SCHWARTZ, 2010; CRUZ et
al., 2014; TRABANCO et al., 2015). Assim, outras estratégias, como o uso de medidas

alternativas, s&o importantes para reduzir os danos da doenca.

Uma classe de substancias de fonte natural que tem sido alvo de varios
grupos de pesquisa em ciéncias farmacéuticas, alimenticias e agrarias sao os 0leos
essenciais. A composicdo complexa de compostos volateis apresenta atividade
antifangica, antibacteriana, antioxidante, inseticida e antimicrobiana. Porém, sua acao
depende dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais. No geral, o seu modo
de acao pode provocar a inibicdo e morte do microrganismo por romper a membrana
celular, resultando na inibicdo do transporte de elétrons e afetando a translocacéo de
proteinas, a fosforilacdo e outras atividades enziméaticas. Isto provoca a destruicdo da
integridade da membrana celular, culminando com a morte microbiana (LENARDAO
et al., 2015).
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Compostos do metabolismo secundario presentes no extrato bruto ou 6leo
essencial de citronela e capim limdo podem desempenhar funcdes importantes no
controle de fitopatégenos por meio da ac¢do antimicrobiana direta ou por meio da
inibicdo do crescimento micelial e da germinacéo de esporos (OLANDA, 2014). O
controle pode ocorrer também por meio da ativacdo dos mecanismos de defesa das
plantas tratadas com a inducéo de fitoalexinas, indicando a presenca de compostos

com caracteristica de elicitores e acao fungitoxica (STANGARLIN et al., 2011).

Uma limitagcdo na utilizacdo dos Oleos essenciais € a ampla variacdo na
constituicdo da molécula (BRUM, 2012). E com base nesses entraves que tecnologias
inovadoras envolvendo a sintese e a modificacdo quimica de compostos naturais vém
sendo divulgadas no controle de muitos patdégenos. A sintese de compostos
semissintéticos permite melhorar as atividades biol6gicas apresentadas pelas
moléculas naturais e ndo modificadas diminuindo a volatilizagdo do 6éleo essencial e
proporcionando maior incremento quando aplicado as culturas (CHAKRAVORTY,
2012).

BN

A adicdo de um elemento quimico sintético a estrutura do componente
majoritario de um 6leo essencial pode aumentar seu desempenho. O selénio (Se),
utilizado como elemento adicionado a estes compostos, ndo € considerado um
nutriente essencial para as plantas superiores, mas desempenha um papel benéfico,
especialmente em reduzir estresses abidticos e retardar o processo de senescéncia
nas plantas (PRAUCHNER, 2014; OLIVEIRA et al., 2016; MONDO et al., 2016;
RUFINO et al., 2017).

Para muitas culturas, o enxofre desempenha papel importante na nutricdo,
auxiliando no crescimento da planta e, consequentemente, no aumento da
produtividade. Ele € importante também para a biossintese de compostos
antimicrobianos responsaveis pela protecao das plantas ao ataque de patdgenos e

maior resisténcia a varias doencas (FORNEY et al., 2010; BAYOUMI et al., 2018).

Por outro lado, um dos grandes problemas na utilizacdo de novas moléculas
esta na determinacédo da dose efetiva, pois muitas vezes a dose efetiva para controlar
0 patdgeno pode gerar fitotoxicidade na planta. As reacdes de fitotoxicidade
dependem da espécie da planta na qual o 6leo essencial estd sendo aplicado, sua

concentracdo, sua idade e seu estagio de desenvolvimento. Quanto maior a dose
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aplicada maior a probabilidade de ocorrer um efeito fitotoxico a planta (FIALHO et al.,
2015).

A exploracéo da atividade biolégica destes compostos pode constituir uma
forma efetiva de controle de doencas em plantas cultivadas. Porém, pouco se sabe
sobre a eficiéncia destes no controle de fitopatdgenos de importancia agricola, bem
como, a melhor forma de aplicacdo destes nos cultivos agricolas, se € via pulverizacao
ou tratamento das sementes, ainda ndo esta definida e requer mais estudos. No
entanto, o tratamento de sementes é uma das formas ambientalmente mais eficientes
no controle de patégenos, visto a pequena quantidade de produto que € liberado no
meio, além de que algumas moléculas modificadas podem conter elementos que
melhoram o desempenho inicial da cultura, conferindo a planta condicfes de defesa
(AGUIAR et al., 2017).

Assim, o tratamento de sementes de feijdo com compostos semissintéticos
pode ser potencialmente benéfico para reduzir a incidéncia do C. lindemunthianum
nas sementes e favorecer o desenvolvimento das plantulas, seja pela reducdo do
inoculo transmitido pelas sementes que podera levar a morte da mesma, ou por
fortalecer a defesa da planta contra o ataque de patdégenos nos estadios iniciais da
cultura. Além dos efeitos benéficos, é importante conhecer se as doses que sao
eficientes no controle do fungo ndo alteram o potencial fisiologico das sementes apos
o tratamento (TUNES et al., 2014; MIGLIORINI, 2018).

Diante deste contexto, neste estudo foi realizada a prospeccdo de trés
compostos semissintéticos para o controle do fungo C. lindemuthianum, bem como a
avaliacao dos potenciais fisiolégico e sanitario de sementes de feijao tratadas com as

melhores doses e moléculas identificadas a partir do estudo de prospeccao

2 Revisado de literatura

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € um dos alimentos mais importantes
para a nutricAo humana, sendo cultivado e consumido em todos 0s continentes,
destacando-se por sua producdo e area de cultivo, desempenhando um papel
importante pelo seu valor social e econdmico (POLANCO, 2011; LOVATO, 2018). No
mundo, de acordo com dados da FAOSTAT (2017), o feijdo ocupa uma area em torno
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de 30 milhdes de hectares. Anualmente, sdo produzidas 30 milhdes de toneladas da
cultura, sendo cerca de 60% desta producao oriunda do sistema de cultivo familiar
garantindo significativa fonte de renda (FAOSTAT, 2017).

O Brasil desponta como grande produtor de feijao, ocupando o terceiro lugar
na producao mundial com 3,033 milhdes de toneladas no ano-safra de 2017/2018 em
3,175 milhdes de hectares de area plantada em diversos sistemas de cultivo. O pais
ocupa o quarto lugar em area cultivada, antecedido pela soja, milho e trigo (FAOSTAT,
2017; CONAB, 2019). A regido Sul do Brasil € a maior produtora do gréo, responsavel
por cerca de 94% da producgao nacional. Aproximadamente 587 mil toneladas séo
produzidas no Parana, 127 mil toneladas em Santa Catarina e 108 mil toneladas no
Rio Grande do Sul (CONAB, 2018).

O feijao, durante todo o seu ciclo de cultivo, pode ser afetado por diversas
doencas que reduzem a qualidade e a producéo dos gréos, tornando-se um fator
limitante na produtividade da cultura. Dentre as principais doengas que acometem a
cultura do feijoeiro estd a antracnose, ocasionada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scribner (PADDER et al., 2017; PEREIRA et al.,
2018). Atualmente, é encontrada em todos 0s continentes, sendo mais agressiva em
zonas tropicais e subtropicais sendo citada nos ultimos anos como a doenca mais

frequente nas regides produtoras do gréo.

A gravidade da doenca depende em grande parte das condi¢cfes climaticas.
A doenca é mais acentuada em anos com alta umidade relativa do ar, precipitacao
frequente e temperaturas moderadas. Quando aliado a estes fatores, propicios ao
desenvolvimento da doenca, e a suscetibilidade das varias cultivares em uso, 0s
danos gerados pelo fungo podem ocasionar perdas de até 100% da producao
(PASTOR-CORRALES; TU, 1989; LENE, 1992; BALARDIN, 1997; MARTINS et al.,
2019).

O agente causal sobrevive em restos culturais, no préprio hospedeiro ou em
outras plantas hospedeiras. Como os propagulos desse fungo sdo disseminados por
respingos de agua, a acdo do patdgeno e favorecida pela alta umidade, principalmente
guando ha chuvas abundantes. Temperaturas entre 22 °C e 27 °C favorecem a

producd@o de esporos. Em periodos de temperaturas mais baixas, a importancia da
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doenca diminui, sendo pequena a sua incidéncia nos meses de inverno, mesmo que
ocorram chuvas (PADDER et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

O C. lindemuthianum produz micélio septado e ramificado, de coloracéo
hialina a quase negra, a medida que envelhece. Os conidios s&o hialinos, unicelulares,
podendo ser oblongos, cilindricos, com pontas arredondadas ou uma delas
pontiaguda, medem de 2,5-5,5 x 11-20 um e podem apresentar area clara semelhante
a um vacuolo central. A massa de esporos formada nos acérvulos possui coloracao
rosea ou salmdo. Os conidiéforos sdo hialinos, eretos, sem ramificacdes, com
comprimento de 40 a 60 pm. A fase sexuada, Glomerella cingulata f. sp. phaseoli,
dificilmente se desenvolve em condicdbes de campo. Entretanto, esta fase é
considerada responsavel por proporcionar alta variabilidade ao patégeno, devido as
diferentes combinacdes alélicas, resultantes de mutacdes (BIANCHINI et al., 2005;

DARBEN, 2010).

O fungo pode infectar diferentes estadios da cultura, causando lesdes
necréticas em plantulas, folhas, caules, vagens e sementes, podendo levar até a
morte da planta (RIBEIRO et al., 2016). As lesbes variam de arredondadas a ovaladas
deprimidas, apresentam manchas de coloracdo pardo-avermelhada a laranja-
avermelhado, delimitada por um anel mais escuro (SILVA, 2011). Os sintomas sao
mais evidentes nas vagens, onde as manchas castanho-alaranjadas desenvolvem-se
nos estagios iniciais da infeccdo do patdgeno seguidas por lesdes marrom-escuras
caracteristicas da progressdo da infeccdo, apresentando a borda marrom-
avermelhada (CRUZ et al., 2014).

O fungo C. lindemuthianum destaca-se como o principal patdgeno das
sementes de feijdo, sendo elas um importante meio de disseminac¢ao, sobrevivéncia
e transmissao do fungo. Através das sementes pode ocorrer a introducéo do patdégeno
em areas isentas, bem como a introdu¢éo de racas mais agressivas e de maior indculo
em areas ja infestadas. A quantidade de indculo inicial nas sementes pode constituir
focos primarios de infeccdo no cultivo e, consequentemente, reduzir a qualidade
fisiologica do produto, além de influenciar na epidemia das doencas (GADAGA, 2017
DANIELLI et al., 2011).

O uso de sementes livres do patdgeno € umas das principais medidas de

controle de doencas. Porém, a taxa de utilizacdo de sementes certificadas € minima,
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cerca de 19%, a mais baixa dentre as culturas, o que pode ser explicado pelo fato da
grande maioria dos produtores serem de pequeno porte (MIGLIORINI, 2018). Os
outros 81% utilizados para a implantacdo das lavouras ndo sao provenientes da
aquisicao de sementes certificadas, o que pode comprometer toda a cadeia produtiva,
uma vez que estas sementes ndao seguem os padrdes estabelecidos pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) para a sua producdo e
comercializacdo (MAPA, 2013; ABRASEM, 2018; MIGLIORINI, 2018). Com isso, a
gualidade das sementes nao é garantida, devido a procedéncia duvidosa, a qual pode
afetar a capacidade de desempenhar fung@es vitais relacionadas a germinacéo e ao
vigor. A procedéncia de sementes sem certificacdo pode provocar alto indice de
contaminacgéo por patégenos, culminando em perdas na producéo e produtividade da
cultura (GADAGA, 2017; SUZANA et al., 2017).

Devido a importancia das sementes como a principal fonte de inéculo primario
de C. lindemuthianum, o nivel de tolerancia desse patdégeno em lotes de sementes
proposto pelo Grupo Técnico Permanente em Sanidade de Sementes (GTPSS), do
MAPA seria Zero (MENTEN et al., 2006). No entanto, estudos tém demostrado
elevados niveis de indculo nas sementes de feijao, correlacionando-os com o0 aumento
da severidade da doenga em campo. O fungo pode apresentar elevadas taxas de
transmissdo, sendo reportados percentuais acima de 60% (SANTOS et al., 1996;
YESUF; SANCHOTE, 2005; REY et al., 2009).

Diferentes formas de controle do fungo podem ser adotadas para reduzir a
disseminacéo, desde a rotacao de cultura, utilizacédo de cultivares resistentes, nutricao
mineral e aplicacdo de fungicidas sintéticos (POLANCO, 2011; MIGLIORINI, 2018).
Atualmente, o controle da antracnose no feijdo é realizado através do tratamento
convencional com agrotoxicos sistémicos ou de contato. A aplicacdo de agrotéxicos
traz efeitos imediatos, tais como reducao das perdas na produtividade e maior oferta
de alimentos. Porém, sua utilizagdo pode resultar em diversos problemas, como o
desenvolvimento da resisténcia do patdgeno, contaminacdo do meio ambiente e
contaminacgao dos alimentos. O tratamento de sementes e a producdo de sementes
livres do patdgeno constitui o principal método para reduzir significativamente a
extensdo da doenca (GADAGA, 2017).

Outro fator que dificulta o controle da antracnose esta relacionado a ampla

variabilidade genética do fungo, devido a ocorréncia de varias racas de C.
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lindemuthianum, o que dificulta a utilizacdo de genes de resisténcia (SILVA et al.,
2013). Em virtude desses fatores negativos, pesquisadores tém direcionado seus
esforcos na busca por medidas de controle menos agressivas e mais favoraveis a
saude e ao meio ambiente, o que tem aumentado o numero de estudos com
substancias alternativas cujas propriedades sdo capazes de inibir o crescimento e
desenvolvimento desses microrganismos, além de apresentarem baixo impacto
ambiental. Sistemas de cultivo mais sustentaveis e menos dependentes do uso de

agrotoxicos tém sido desenvolvidos.

Muitos produtos naturais, dentre 0s quais 0s extratos e 0s 6leos essenciais de
plantas medicinais, condimentares e aromaticas, apresentam potencial para 0 manejo
de doencas de plantas. As substancias bioativas presentes nessas plantas sao
produzidas a partir do metabolismo secundério, variando a intensidade e a
composicdo de acordo com a espécie (ABREU e NERY, 2015). A biossintese desses
metabolitos é realizada por rotas metabdlicas especificas do organismo. A relagéo
dessas rotas com a sintese dos metabdlitos primarios € estreita, uma vez que esta
sintese fornece moléculas precursoras para as principais rotas de producdo dos

compostos secundarios (CASTRO et al., 2004a).

De acordo com Bakkali et al. (2008), os 6leos essenciais sdo compostos
complexos, naturais, volateis, caracterizados por um forte odor. Podem ser
sintetizados por todos os 6rgaos das plantas. Na natureza, eles desempenham papel
importante na protecdo das plantas como antibacterianos, antivirais, antifingicos e
inseticidas. Esses 6leos podem ser formados por cem ou mais compostos organicos,
sendo 0s monoterpenos e sesquiterpenos 0s compostos encontrados com maior
frequéncia (CASTRO et al., 2004b; CASTRO et al., 2010).

A atividade biologica dos 6leos essenciais e de seus constituintes pode atuar
como agentes fungistéticos e/ou fungicida, dependendo das concentra¢gdes utilizadas
(FONSECA et al., 2015; GARCIA et al., 2012). O mesmo 0leo pode ser ativo contra
um amplo espectro de espécies de microrganismos. Porém, as concentracdes
minimas inibitérias (CMI) podem variar dependendo da fonte de Oleo essencial
(ANTUNES e CAVACOB, 2010). Devido a composicdo complexa dos Oleos
essenciais, 0 seu modo de agao, que provoca a inibicdo e/morte dos microrganismos,
envolve diferentes mecanismos, onde todos os componentes da célula tornam-se

possiveis alvos de atuacéo desses 6leos e em geral, depende dos seus componentes
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majoritarios (ABREU e NERY, 2015). Ao encontro de uma agricultura mais limpa,
estes Oleos apresentam maior biodegradabilidade, sendo, portanto, menos

prejudiciais ao meio ambiente (OOTANI et al., 2011).

O Oleo essencial de capim citronela (Cymbopogon nardus) apresenta
atividade repelente e acdo bactericida e fungicida. Sua fungitoxicidade deve-se a
presenca de monoterpenos e sesquiterpenos. A producdo desses metabdlicos
secundarios pode variar em funcdo das relacdes ecoldgicas e genéticas da planta
(OOTANI et al.,, 2011; CASTRO et al., 2010). Oliveira et al. (2011) avaliaram a
composicdo quimica do 6leo essencial de citronela e observaram como compostos
majoritarios citronelal, geraniol e citronelol, destacando entre eles o citronelal. Castro
et al. (2010) apresentaram como compostos majoritarios, estudando a mesma espécie
de planta, o citronelol, geraniol e elemol, sendo o geraniol destague entre 0s outros
compostos. Os monoterpenos citronelal e geraniol atuam na defesa da planta e podem
inibir o crescimento de fungos (CASTRO et al., 2007).

Em virtude da ampla variacdo da constituicdo da planta, estudos estdo sendo
desenvolvidos a fim de adicionar ou substituir os compostos aditivos sintéticos, como
selénio e enxofre, para potencializar o efeito protetor. Diversos trabalhos descrevem
a biotransformacéo do citronelal, do citral e do citrol em compostos industrialmente
aplicaveis. Novos compostos de organosselénio derivados de (R)-citronelal, o
principal constituinte do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon nardus (L) Rendle),
indicaram que a-fenilseleno citronelal e fenilseleno citronelol foram potenciais agentes
antimicrobianos (VICTORIA et al., 2009).

Estudos com os compostos semissintéticos Phenyl Se Citronellal e Phenyl S
Citral no controle de fitopatdogenos sao escassos. Por isso, fazer comparacoes diretas
torna-se dificil. Grande parte dos estudos com esses compostos, e até mesmo em sua
forma natural, ja foi conduzida com agentes patogénicos de humanos ou de alimentos.
Encontram-se estudos com este composto semissintético na area de
neurobiotecnologia, onde o grupo de pesquisa da UFPel nesta area (VICTORIA et al.,
2014) estudaram as atividades antioxidantes e antidepressivas do composto a-
Phenylseleno Citronellal e Citronellal. O potencial bioldgico foi avaliado in vitro e 0s
resultados demonstraram que a adicdo de um grupo organosselénio a (R) Citronellal

aumentou suas propriedades antioxidantes, uma vez que o Phenylseleno Citronellal
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apresentou melhor atividade que o Citronelal. Esses dados demonstram o papel do

selénio nas atividades antioxidantes e antidepressivas de (R) Citronelal.

Em outro trabalho realizado pelo grupo de pesquisa, Victoria et al. (2012)
estudaram as atividades antimicrobianas de a Phenylseleno Citronellal e de a
Phenylseleno Citronelol, dois novos derivados de 6leo de citronela contendo selénio.
A presenca do grupo fenilselénio na molécula Citronelal aumentou a atividade

antimicrobiana, em comparacao com um terpeno natural ndo substituido.

A fim de investigar o uso de compostos antimicrobianos semissintéticos, um
novo composto, 3-(p-clorofenil) tio citronelal, derivado do éleo essencial de C. citratus,
foi avaliado contra bactérias patogénicas de alimentos (GOLDBECK et al., 2014). Este
estudo também avaliou os possiveis mecanismos de acdo e alvos celulares. Foi
observado que o 3- (p-clorofenil) tio citronelal é um potencial agente antimicrobiano
com atividade bactericida contra diferentes bactérias patogénicas e de deterioracéo,
das quais as espécies Gram-positivas foram as mais sensiveis. Adicionalmente, este
estudo mostrou que a adicao de tiol aumenta a bioatividade do citral. Testes in vitro
mostraram que o composto ndo apresenta toxicidade. As imagens de microscopia
eletronica de varredura mostraram dano celular com a formacao de poros na parede

e membrana celular, possivelmente os alvos celulares do composto.

O selénio é um micronutriente essencial para varios organismos devido as
suas propriedades antioxidantes. No entanto, por muito tempo, era considerado um
elemento téxico para animais e plantas, independente da sua concentracdo, e
responsavel pela inviabilidade de areas agricolas. Sua estreita faixa entre os teores
benéficos e toxicos é motivo para diversas pesquisas cientificas. De acordo com
Malavolta (2006), o selénio € um micronutriente essencial para que a planta complete
seu ciclo de vida. Embora ndo seja considerado um nutriente essencial para plantas
superiores, estudos mostram que o selénio em baixas concentracdes (< 0,5mg kg *?)
proporciona efeitos benéficos para as plantas ndo-hiperacumuladoras por parte dos
sistemas de defesa antioxidantes e melhora a tolerAncia ao estresse abiotico
(ANDRADE et al., 2018). A aplicacdo de selénio pode aumentar o crescimento da
planta e minimizar os efeitos causados por estresses abidticos como seca, salinidade
e altas temperaturas ou devido a presenca de elementos potencialmente toxicos as
plantas (NAWAZ et al., 2015; JIANG et al., 2017; REIS et al., 2017; REIS et al., 2018).
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Na agricultura, o enxofre é largamente utilizado tanto no controle de doencas
guanto para a nutricdo da planta. O enxofre, juntamente com cal liquida, foi o primeiro
fungicida erradicante utilizado para controlar a crespeira em pessegueiro. O enxofre
faz parte da primeira e da segunda geracdes de fungicidas protetores inorganicos e
organicos. Os fungicidas da segunda geragcédo sao os mais utilizados atualmente no
controle de doencas de plantas, possuindo amplo espectro de acdo. Na nutricdo da
planta, o enxofre atua em inlUmeras areas, dentre elas: no desenvolvimento de
enzimas e vitaminas, na formacdo de proteinas e nitrogenases e no aumento da
resisténcia ao déficit hidrico. O enxofre esta presente em varios compostos organicos
gue dao os odores caracteristicos do alho, da mostarda e da cebola (ESFREDO e
LANTMANN, 2007). As quantidades de enxofre requeridas pelos vegetais e seu teor
nas diversas espécies e partes da planta muitas vezes ultrapassam as quantidades
requeridas de fésforo. A cultura do feijao, por exemplo, requer enxofre em quantidade
de 25 kg ha'! (BORKERT, 1988; MALAVOLTA, 1982).

Tendo em vista a preocupacdo com o meio ambiente, torna-se interessante a
busca de novas estratégias, devido as aplicacdes de residuos de agrotoxicos cada
vez maior, aliado ao potencial de dano desse patdgeno, uma tecnologia limpa de baixo
impacto ambiental utilizando insumos renovaveis pode substituir os derivados de
petréleo. A utilizacdo de moléculas quimicas sintetizadas a partir do 6leo essencial de
citronela e capim limdo pode complementar a reducédo do dano a cultura do feijao,

principalmente durante o estabelecimento inicial das plantulas.

N&o héa na literatura nenhuma informacgéo a respeito do efeito de compostos
semissintéticos no controle da antracnose do feijoeiro. Deste modo, a prospeccéo de
compostos é uma area que pode ser de grande valia na busca por uma agricultura

saudavel e sustentavel para sociedade.

3 Material e métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes/Fungos
Fitopatogénicos (PLSFF) e no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Sementes da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas (FAEM-
UFPel), no municipio de Capdo do Ledo - RS. O isolado fungico de C.
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lindemunthianum utilizado nos estudos pertence a colecdo do LPSFF, FAEM-UFPel.
O isolado foi coletado em Seberi, regido central do estado do Rio Grande do Sul,

sendo obtido de vagens de feijao.

As moléculas utilizadas pertencem ao Laboratério de Quimica Orgéanica —
UFPel, sintetizadas a partir dos 6leos de citronela (Cymbopogon nardus) e capim
limdo (Cympobogon citratus) e modificadas quimicamente quanto a sua estrutura,
Phenyl S Citral, Phenyl Se Citronellal e Citral.

3.1 Experimento 1: Prospeccdo de compostos semissintéticos

modificados a partir do 6leo de citronela e capim limao

Para prospeccdo das moléculas sob o desenvolvimento do fungo, foram
avaliados crescimento micelial, esporulacdo e caracteristicas macroscépicas das
colonias. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3x9, em que o fator A consistiu nas moléculas
Phenyl S Citral, Phenyl Se Citronellal e Citral e o fator B por 9 concentracfes (g 100
mL1): 1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%, 0,03125%, 0,015625%, 0,0078125% e
0,00390625%, com quatro repeticoes independentes. Foram utilizados meio sem

moléculas (testemunha) e meio acrescido de dimetilsulféxido (DMSO) como controles.

Para avaliar o crescimento micelial e a morfologia macroscoépica das coldnias
fungicas, uma aliquota de 100 pL das diferentes moléculas e concentracdes foram
espalhadas com o auxilio de uma alca de Drigalski em placas contendo meio Mathur
solidificado. Posteriormente, um disco (5 mm) do fungo foi transferido para o centro
da placa a partir de colbnias jovens (dez dias de crescimento). As placas foram

mantidas em sala de incubagcéo em temperatura de 22+1 °C e fotoperiodo de 12 h.

Para o crescimento micelial, as avaliacoes foram realizadas diariamente a
partir do terceiro dia de incubagdo com o auxilio de um paquimetro digital, levando-se
em consideracdo a média de dois diametros ortogonais das colbnias em
desenvolvimento, até o décimo quinto dia de crescimento. A partir destes dados, foi
avaliado o valor da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) (Equacao

1), de acordo com Mccalley et al. (1992):

(Crescimento da testemunha—Crescimento do tratamento)

PIC =

X 100 (1)

Crescimento da testemunha
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Apés a avaliagdo da PIC, as placas retornaram para sala de incubacéo por
mais sete dias nas mesmas condicdes iniciais. Apos esse periodo, foi realizada a
avaliacdo das caracteristicas macroscopicas das colonias como: forma, margem e
elevacao de acordo com a chave descrita por Microbiology Society (2016, Anexo 1) e
cor predominante da coldnia com auxilio da escala de Munsell (1979).

Para a avaliacdo da esporulacdo do fungo nos diferentes compostos e doses,
oito discos de micélio de 5 mm de diametro foram retirados com auxilio de um vazador
de maneira igual para todas as coldnias apos 21 dias de incubagéo e colocados em
tubos de ensaio com 5 mL de &gua estéril autoclavada e agitados por 10 s em vortex.
Posteriormente, as suspensdes foram retiradas para a contagem de esporos com
auxilio da camara de Neubauer (400X), conforme adaptacdo de metodologia descrita

por Fregonesi et al. (2016).

A partir dos dados de PIC e esporulacdo, foram construidos graficos para
conhecer qual a molécula e qual a concentracdo mais eficiente no controle do
patdgeno. A coloracao das culturas foi descrita conforme o sistema de Munsell Color
Company de anotacao de cores para comparacao durante a avaliacdo visual das

colonias eliminando assim a subjetividade nas avaliacdes.

As varidveis respostas, crescimento micelial e esporulacdo, foram submetidas
a comparacao de média pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade para comparacéao
entre os tratamentos e para verificar se houve interacdo significativa a 0,01% de
probabilidade de erro. Portanto, foi feito desdobramento da interacdo com analise de
regressao para estudar o efeito de doses das moléculas, dentro de cada molécula, e
comparacao de médias entre as moléculas, dentro de cada dose testada. Os dados
foram submetidos a analise estatistica pelo programa estatistico RStudio (R), versao
3.5.1.

A partir dos resultados de prospeccdo dos compostos semissintéticos, as
doses que apresentaram bom desempenho mas que néo oferecessem risco de
fitotoxidez foram utilizadas nos experimentos seguintes para verificar a eficiéncia
dessas no controle do fungo associado as sementes de feijao e também na melhoria

do desempenho fisioldgico das sementes.
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3.2 Experimento 2: Desempenho inicial de plantulas de feijao tratadas

com Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronellal

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial com quatro repeticées, onde os fatores foram constituidos de seis
tratamentos, controle negativo com piraclostrobina + tiofanato-metilico, mais a
testemunha. Foi feita a analise dos pressupostos da analise de variancia. Quando os
pressupostos ndo foram atendidos, os dados foram transformados e os pontos fora
da curva foram eliminados, quando necessario. Apoés, foi feita a analise de variancia
dos dados, e quando significativa a 5% de probabilidade, foi feita a andlise de

comparacao de médias pelo teste de Tukey a 5%.

3.2.1 Sementes utilizadas

Foi utilizada para os experimentos a cultivar de feijao IPR Tuiuil (IAPAR,
2010). A desinfestacdo superficial das sementes foi realizada por meio de banhos
sequenciais de 60 s com alcool 70% (v/v), seguido de hipoclorito de sodio 1% (v/v) e
trés banhos de 4gua destilada e esterilizada (JUNGES et al., 2017). Apos teste inicial
de germinacao e sanidade, obteve-se 88% de germinacéo e incidéncia zero por C.
lindemuthianum. Em seguida a desinfestacdo e concomitantemente aos testes de
germinacdo e sanidade, as sementes foram postas para secar sob papel filtro em
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) durante 24 h, sendo posteriormente

submetidas ao processo de inoculacéo artificial.

3.2.2 Aplicagdo de compostos semissintéticos

Os compostos semissintéticos utilizados foram Phenyl S Citral e Phenyl Se
Citronellal nas concentracbes de 0,125% e 0,0625%. A forma de aplicacdo dos
compostos foi através do tratamento das sementes, na dose de 200 mL de produto
para 100 kg de semente e agua, totalizando um volume de calda de 1 L para 100 kg
de sementes. O processo de tratamento foi realizado manualmente em sacos
plasticos de polietileno. Para tal, 0,08 mL de composto semissintético e 1,92 mL de
agua foram homogeneizados e, em seguida, foram adicionados 0,04 kg de sementes,
seguido de agitacdo manual dos sacos por 2 min até que o produto ficasse
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completamente aderido a semente. Em seguida, 0os sacos contendo as sementes
tratadas foram abertos e as sementes foram colocadas para secar a 20 °C por 48 h.
No tratamento testemunha, as sementes somente receberam 2 mL de agua

esterilizada.

3.2.3 Parametros analisados

Na avaliacdo do desenvolvimento inicial da cultura, as seguintes variaveis
foram mensuradas: germinacdo (G), primeira contagem do teste de germinacéo
(PCG), indice da velocidade de emergéncia (IVE), comprimento total da plantula
(CTP), comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz (CR), massa seca total (MST),
massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), massa fresca de raiz
(MFR), massa fresca de parte aérea (MFPA) e massa fresca total (MFT). A qualidade
fisiologica foi realizada com o intuito de verificar a fitotoxidez no desenvolvimento

inicial das plantulas.

A avaliacdo da germinacdo foi realizada com quatro repeticbes de 50
sementes por tratamento, semeadas em rolo de papel germitest, umedecidas com
agua destilada na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel e acondicionadas em
germinador a 25 + 2 °C. A contagem de plantulas normais foi realizada aos cinco e
nove dias apos a instalacdo do teste e o0s resultados foram expressos em
porcentagens. O teste de primeira contagem de germinacdo foi realizado
conjuntamente com o teste de germinacéo. Ele constituiu no registro da porcentagem
de plantulas normais verificadas no quinto dia apds a semeadura, sendo os resultados

expressos em porcentagens de plantulas normais (BRASIL, 2009).

A avaliacado da emergéncia de plantulas foi realizada com 200 sementes por
tratamento, distribuidas em quatro repeticdes de 50 sementes. Cada repeticdo foi
composta de uma bandeja plastica de aproximadamente 4 L com dimensdes de 29,5
cm de comprimento, 21 cm de largura e 7 cm de altura, contendo vermiculita estéril.
Em cada bandeja foram semeadas 50 sementes na profundidade de 2 cm. A
vermiculita foi umedecida com agua, obedecendo a capacidade de campo de 60% da
retencdo e conservada Umida sempre que necessario. Os tratamentos foram mantidos
em ambiente controlado com temperatura de 25 = 1°C e fotoperiodo de 12h. A

avaliacdo foi realizada diariamente até 15 dias apds a semeadura (DAS), sendo
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consideradas, na emergéncia final, plantulas normais emergidas aquelas que
apresentavam as folhas primarias expandidas, com resultados expressos em

porcentagens.

Os dados da avaliacdo diaria da emergéncia foram utilizados para determinar
o IVE. Para tal, para cada repeticdo foi aplicada a formula de Maguire (1962), de

acordo com a Equacao (2):

IVE = (EL/N1) + (E2/N2) + ... + (En/Nn) )

Onde: IVE = indice de velocidade de emergéncia; E1, E2, En: nUmero de plantulas
normais computadas na primeira, segunda e Ultima contagens e N1, N2, Nn: nUmero

de dias entre a semeadura e a primeira, segunda e Ultima contagens.

A determinac&o do comprimento de parte aérea, da raiz e do total da plantula
foi realizada de modo similar ao usado no teste de germinacéo, sendo avaliada no
quinto dia ap6s a montagem do teste, em quatro subamostras de 10 plantulas para
cada tratamento. As plantulas foram amostradas aleatoriamente a partir da
semeadura de 20 sementes por repeticdo no ter¢co superior da folha de papel

germitest, umedecidas com agua destilada com 2,5 vezes a massa do papel.

Os rolos foram acondicionados em germinador a 25 + 2 °C. Determinaram-se
as mensuracdes com auxilio de régua graduada em milimetros, sendo o comprimento
da raiz obtido pela subtragdo do comprimento total pelo comprimento da parte aérea.
Os resultados foram expressos em centimetros (NAKAGAWA, 1999). A determinacéo
da massa seca de parte aérea, massa seca de raiz e massa seca total foi realizada

nas plantulas normais avaliadas no teste de comprimento.

Foram separadas a raiz e a parte aérea das plantulas de cada repeticédo e
secas em estufa a 70 °C, até o peso constante, obtido em 72 h. A massa seca total foi
obtida pelo somatorio do peso da massa seca de raiz e massa seca de parte aérea,

sendo os resultados expressos em gramas (NAKAGAWA, 1999).
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3.3 Experimento 3: Avaliagdo da incidéncia de C. lindemuthianum em
sementes de feijao tratadas com Phenyl S Citral e Phenyl Se

Citronellal

Este experimento foi similar ao experimento 2, com a mesma cultivar e método
de tratamento de sementes, porém foi feito com dois niveis de infeccdo do patégeno.
O experimento foi submetido a uma andlise de variancia em esquema fatorial, com
comparacao de média pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Atendendo
a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk com interagéo significativa,
houve o desdobramento da interacéo para comparagao dos tratamentos dentro de

cada nivel e dos niveis dentro de cada nivel de tratamento.

3.3.1 Inoculacéo artificial de sementes de feijao

Foi utllizado para inoculagdo das sementes o isolado CL16 de C.
lindemuthianum. O fungo foi repicado em placas de Petri contendo meio de cultura
Mathur (TUITE, 1969), modificado osmoticamente com soluto sacarose a -0,8 MPa,
para evitar a germinacao das sementes durante o processo de inoculagcdo. Apos a
repicagem do fungo, as placas foram incubadas em camara de crescimento a 22 + 1
°C e fotoperiodo de 12 h por 7 dias. Posteriormente, as sementes de feijdo foram
distribuidas aleatoriamente sobre as placas e levemente prensadas sobre o meio
completamente colonizado pelo fungo. O tratamento contendo sementes nao
inoculadas (artificialmente) com o fungo foi acondicionado somente sobre 0 meio de
cultura modificado por 96h em temperatura de 22 °C e fotoperiodo de 12 h. Em
seguida, as sementes foram removidas e distribuidas sobre papel filtro, em
temperatura controlada de 20 °C por 48 h para que pudessem retornar ao teor de agua
inicial (REY, 2008).

3.3.2 Avaliacao daincidéncia

Decorrido o periodo de inoculacdo, as sementes foram desinfestadas e
avaliadas quanto a qualidade sanitaria inicial, seguindo as Regras para Andlise de
Sementes. A partir desse resultado foram preparados lotes com diferentes niveis de
infeccdo por C. lindemuthianum, correspondendo a 4% (N1) e 14% (N2). Na
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sequéncia, as sementes foram submetidas ao processo de tratamento com o0s

compostos semissintéticos e concentracdes selecionados no estudo anterior.

A incidéncia de C. lindemuthianum em feijao foi determinada pelo método do
rolo de papel, utilizando quatro repeticbes de 50 sementes (BRASIL, 2009b). As
sementes foram distribuidas sobre folhas de papel germitest, umedecidas com agua
destilada na proporcéo de 2,5 vezes a massa do papel. Os rolos foram acondicionados
em germinador, com temperatura controlada de 22 °C, permanecendo durante um
periodo de 7 dias. A avaliacao foi realizada no sétimo dia apos a incubacgéo, por meio
da observagcdo de lesbes necroéticas escuras nos cotilédones e no hipocétilo. Os

resultados foram expressos em porcentagem de incidéncia (MAFFIA et al., 2007).

4 Resultados e discussao

4.1 Experimento 1: Prospeccdo de compostos semissintéticos

modificados a partir do 6leo de citronela e capim liméo

Em relacdo a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), pode-se
observar na Tabela 1 que todas as doses avaliadas neste estudo apresentaram
diferenca significativa entre as moléculas, obtendo-se 100% de eficiéncia em um dos
tratamentos (Phenyl Se Citronellal, a 0,5%). Percebe-se que, a partir da dose
0,0078%, o tratamento com o composto semissintético Phenyl Se Citronellal
apresentou as maiores inibicdes no crescimento micelial do C. lindemunthianum,
atingindo 100% de inibicdo quando exposto a concentracdo de 0,5%. Quando
submetido as concentragdes de 1% e 0,25% do tratamento com Phenyl Se Citronellal,
o fungo apresentou crescimento inferior a 30%. O mesmo comportamento aconteceu
para a concentracado de 0,125%, sendo que houve reducédo do crescimento micelial
em 67,45%. Adicionalmente, o composto semissintético Phenyl S Citral nas
concentracdes de 1% e 0,5% apresentou controle no crescimento micelial do fungo
superior a 50%. O crescimento, na concentragcao maior (1%), sugere a adaptacéo do
fungo ao composto semissintético. Entretanto, seu potencial no controle de C.
lindemuthianum ficou evidente com a inibicdo total, na dose de 0,5%, ao final do

periodo de avaliagdo.
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Em relacdo ao composto semissintético Citral, houve maior porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial a medida que a concentragdo do composto foi
aumentada. Embora ele tenha sido efetivo na inibicdo do crescimento de C.
lindemunthianum em todas as concentracdes estudadas, sua eficiéncia no controle
nao atingiu 50%. O principal componente do 6leo essencial de capim lim&o é o citral,
e a atividade antifangica € uma propriedade proeminente desse 6leo (SILVA et al.,
2009). Além disso, Oliveira et al. (2011) relacionam o potencial antimicrobiano do 6leo
de capim lim&o aos seus principais componentes, os aldeidos monoterpénicos, neral

e geranial.

Tabela 1. Porcentagem de inibicdo (%) do crescimento do fungo C. lindemunthianum submetido a
diferentes concentracdes de DMSO, Phenyl S Citral, Phenyl Se Citronellal e Citral.

Concentracéo (%)

0,0039 0,0078 00156 00312 00625 0,125 0,25 0,5 1
DMSO -012ab -154c -7,83c -220b 3,40b 1,88c 371lc 346c 928¢
Phenyl S Citral 263b 393bc 4,90b 11,01a 44,77a 41,36b 40,06b 50,60b 54,91 b
Phenyl Se 307ab 21,23a 2329a 10,84a 4623a 67.45a 74,73a 100,00a 77,98 a
Citronellal ’ ! ! ! ’ ! ! ' ’
Citral 610a 608b 486b 1577a 41,32a 4291b 4228b 4523b 4838b
Valor-p 0,0063* <0,001** <0,001** <0,001* <0,001** <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**

* Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
** Significativo a 0,1% de probabilidade pelo teste F.
Médias seguidas por letras iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Para os tratamentos com o0s trés compostos semissintéticos, as
concentracbes de 0,03125% e 0,0625% nao diferiram estatisticamente entre si
(Tabela 1). Nas concentracdes subsequentes (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1%), o Phenyl
Se Citronellal destacou-se diferindo dos outros dois compostos semissintéticos. Para
0 tratamento controle com DMSO, as concentracdes de 0,0039% a 0,03125%
apresentaram porcentagem negativa, indicando que o fungo teve crescimento
superior a testemunha. No geral, para todos os tratamentos, h4 uma tendéncia entre
as menores concentragdes e as porcentagens de inibicdo do fungo, indicando menor
eficiéncia de controle. Isso porgue os 6leos essenciais sdo volateis e quanto mais
diluidos menor sera a acdo dos componentes majoritarios em funcéo da volatilizacao

do 6leo.
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Como exemplo da efetividade de 6leos essenciais no controle direto sobre
fitopatogenos, pode-se citar o trabalho desenvolvido por Agredo-Hoyos (2012), que
evidenciou, assim como neste trabalho, atividade completa na inibicdo do crescimento
micelial de duas racas de C. lindemuthianum por parte dos Oleos essenciais de
Cymbopogon citratus, Cymbopogon martini e Eugenia caryophyllata a 0,1%. No
tratamento com fungicida, observou-se pouco crescimento micelial apés quatro dias.
Por meio da microscopia eletrénica de transmisséo, verificou-se que C. citratus, C.
martini e E. caryophyllata apresentaram acao antifingica direta sobre o patdgeno,
causando graves danos a estrutura celular dos conidios, tais como vacuolizacéo,
vazamento do citoplasma e invaginacao e ondulacéo do plasmalema. Neste mesmo
estudo (AGREDO-HOYOS, 2012), o autor demostrou também que os 0leos essenciais

de C. citratus e E. caryophyllata reduziram a severidade da antracnose do feijoeiro.

A atividade direta de 6leos essenciais sobre fitopatdgenos € ampla e abrange
varios géneros de Colletotrichum conforme o que foi relatado pelos estudos
seguintes. Sarmento-Brum et al. (2012), relataram efeito fungitéxico por parte dos
Oleos essenciais de C. citratus e C. nardus, com inibicdo de 100%, a partir da
concentragdo 0,50 yL mL* no crescimento micelial de C. graminicola, potencial
patdbgeno causador da antracnose do sorgo. Veloso et al. (2012), ao avaliarem o
potencial de inibicdo do 6leo essencial de citronela sobre o crescimento micelial de C.
gloeosporioides, constataram eficiéncia em todas as aliquotas testadas. A medida que
se aumentou a aliquota utilizada, elevou-se o efeito de inibicdo do crescimento
micelial. Da mesma forma, ao avaliar o efeito fungitoxico do 6leo essencial de C.
citratus sobre C. gloeosporioides, nas doses de 1, 3, 5 e 10 uL, Souza Junior et al.
(2009) observaram 100% de inibicdo do crescimento micelial. Souza et al. (2006)
observaram 100% de inibicdo do crescimento micelial in vitro de C. lindemuthianum e
Rhizoctonia solani com a utilizacdo de 6leo essencial de citronela a partir da dose de
1000 ppm.

Outro exemplo de efetividade direta dos Oleos essenciais foi demostrado por
Ordofiez (2016), trabalhando com capim liméo, citronela e tomilho, que, na
concentracdo de 2.000 ppm inibiram totalmente o crescimento micelial de C.
gloeosporioides f. sp. cepae. Inibic&o total do mesmo fungo foi relatada por Ramos et

al. (2016), ao avaliarem a atividade antifiungica dos 6leos essenciais de citronela e
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capim limdo nas concentracdes de 12,5% e 6,25% respectivamente. No controle de
doencas de poés-colheita, os 6leos essenciais tém mostrado ser efetivos contra
antracnose em culturas como goiaba, mamao, banana, manga, tanto diluidos quanto
associados ou revestidos (GOMES, 2008, MACHADO et al., 2013, DE ARAUJO et al.,
2018).

A efetividade na inibicdo do crescimento fungico dos patdgenos esta
relacionada a acdo dos 6leos essenciais e de suas substancias, que, em contato com
0S microrganismos, promove a permeabilidade das células, causando
extravasamento dos seus constituintes (PIPER et al., 2001). O citral e o citronelal
podem atuar rompendo a integridade da parede celular e a permeabilidade da
membrana, resultando em alteracdes fisiolégicas e causando citotoxicidade, bem
como alterar a morfologia das hifas. E importante ressaltar que o efeito inibitorio pode
estar associado aos seus efeitos sobre os micélios, reduzindo o acucar, a proteina

soluvel, a atividade da quitinase e o contetudo de piruvato (RONG-YU et al., 2014).

Analogamente, as atividades biologicas e técnicas de aplicacéo destes 6leos
também foram relatadas em outros estudos com diferentes fitopatdgenos. Em
pesquisa realizada por Santos et al. (2013), os autores observaram que o0s 0Oleos de
citronela e capim limdo apresentaram controle total no crescimento micelial de
Helminthosporium sp. nas maiores concentragdes (750 pg Lt; 1000 pg Lt; 1250 ug L
1). Da mesma forma, Santos (2013) observou que os 6leos de capim limao e citronela
inibiram em 100% o crescimento fungico de Phomopsis sojae, patégeno da cultura da
soja, em todas as concentracdes testadas. O desenvolvimento da técnica de nano
emulsdes de Oleo essencial de citronela para o controle in vitro de Rhizoctonia solani
e Sclerotium rolfsii, realizado por Ali et al. (2017), comprova a efetividade do 6leo
aliado a técnica. Os resultados obtidos demonstraram que as nano emulsées
apresentaram atividade antifingica na concentracdo de 5% de 6leo de citronela para

R. solani e S. rolfsii.

Em relacdo a capacidade de esporulacdo, houve grande variacao entre as
concentracbes e tratamentos testados. Os resultados apresentados na Tabela 2
mostram que o tratamento com DMSO foi o que menos esporulou. Embora o

crescimento da colbnia do fungo tenha sido maior que a testemunha, em algumas
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doses praticamente ndo houve producéo de esporos. Este comportamento pode ser

atribuido a adaptabilidade do fungo ao meio em que foi submetido.

E importante ressaltar que, o crescimento micelial é a parte vegetativa da
colénia do fungo responsavel por carregar nutrientes e dar continuidade aos
processos seguintes do ciclo biolégico do fungo, como por exemplo, dar sustentacéo
aos corpos de frutificacdo ou propagulos para reproducdo. No processo seguinte
ocorre a producdo de esporos com O objetivo de garantir a sobrevivéncia e
perpetuacédo da espécie por meio da disseminac¢ao pelo ambiente. No entanto, quando
submetido a condigBes adversas, o fungo passa a produzir mais esporos como
método de sobrevivéncia, porem esse esporo nem sempre € viavel ndo garantindo a

germinacdo dos mesmos.

| TESTEMUNHA‘ PHENYL Se CITRONELLAL
0,5%

Figura 1 — Crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum apos 15 dias de incubacédo sem
contato com o composto e com contato do composto semissintético Phenyl Se Citronellal

Dos compostos semissintéticos, o tratamento com Phenyl Se Citronellal
repete 0 mesmo comportamento observado na inibicdo do crescimento micelial,
inibindo também a fase de esporulacdo e apresentando niumero médio de esporos
inferior a 3 x 10%. Este resultado também j& era esperado, uma vez que na avaliagdo

do crescimento micelial a inibicdo atingiu 100% (Figura 2).

No tratamento com Citral, notou-se que a medida que se aumentou a
concentracdo, ocorreu aumento na média da esporulacéo. Este efeito é contrario a

inibicdo do crescimento micelial. Isto ocorreu também para o tratamento com Phenyl
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S Citral nas concentragdes 0,25% e 1%. A taxa de esporulagéo do patdgeno influencia
na determinacdo da sua capacidade de disperséo, afetando a distribuicdo espacial da
espécie (PEREIRA; SILVA; RIBEIRO, 2006). Além disso, é relatado na literatura que
C. lindemuthianum tem limitada capacidade de dispersdo, 0 que ocorre
preferencialmente entre diferentes partes da mesma planta e, ocasionalmente, entre
plantas adjacentes (SOUZA; CAMARGO JUNIOR; PINTO, 2010). O isolado de C.
lindemuthianum apresentou baixa esporulacao e isso ocorreu porque houve efeito dos
compostos semissintéticos e porque a melhor maneira dessa espécie esporular € por

meio de vagens.

Tabela 2. Taxa de esporulacdo (x 10% do fungo C. lindemuthianun, submetido a diferentes
concentragdes de DMSO, Phenyl S Citral, Phenyl Se Citronellal e Citral.

Concentragao (%)

0,0039 0,0078 0,0156 0,0312 0,0625 0,125 0,25 0,5 1

Controle 019 016 013 031 022 b 065 b 156 ¢ 250 b 7,81 bc

Phenyl S Citral 094 1037 072 119 050 b 344 b 3479 a 887 ab 3861 a

Phenyl Se

Citronellal 034 009 000 122 263 b 272 b 119 c¢ 000 b 293 ¢
Citral 031 025 0,25 059 1228 a 1366 a 1662 b 14,75 a 16,75 b
Valor-p 0,99 0,99 0,99 0,99"s 0,003* 0,002* <0,001**  <0,001** <0,001**

nsN&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

*Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

**Significativo a 0,1% de probabilidade pelo teste F.

Médias seguidas por letras iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Em relacdo a capacidade de esporulacdo, também foram encontrados
resultados variando de 5,52 x 10% a 50,92 x 10° entre os isolados de C.
lindemuthianum (SOUZA et al., 2007). A acdo fungitoxica de capim limdo é
apresentada em outros estudos. Por exemplo, Itako et al. (2009) observaram reducao
da esporulacdo e germinagdo de conidios de Alternaria solani sob concentragdo de
20% do extrato bruto aquoso de capim limao. Souza-Janior et al. (2009) observaram
total inibicdo da germinacéo de esporos de C. gloeosporioides, sob o tratamento com

Oleo essencial de capim liméo.

7

Um exemplo de efetividade direta dos 6leos essenciais € mostrado pelo

estudo desenvolvido por Ordofiez (2016), os 6leos essenciais de capim limdo e



35

citronela reduziram totalmente a esporulagdo e germinacdo dos conidios de C.
gloesporioides f. sp. cepae a partir da concentracdo de 1.000 ppm. Em contrapartida,
Moreira et al. (2008), ao avaliarem extratos de folhas de citronela, ndo observaram
efeito significativo sobre a germinacdo de esporos e formacdo de apressoérios por
Colletotrichum lagenarium. Porém, a agdo fungitéxica do éleo essencial de citronela
foi observada sobre a germinacéo e alongamento dos tubos germinativos do patégeno
Cercospora coffeicola (PEREIRA et al., 2011).

Apoés avaliagdo do crescimento micelial e esporulagdo, foram avaliadas as
caracteristicas macroscopicas das colonias do fungo dos tratamentos e comparadas
com a testemunha para observacdo da variabilidade. Quanto as caracteristicas
macroscopicas, pode-se observar que a colora¢do, margem, elevacédo e formato das
colonias teve pouca variacdo (Anexo 1). As colbnias, em sua maioria, apresentaram
coloracao cinza muito escuro, variando para cinza verde escuro, nao diferenciando-
se da testemunha que obteve coloracao cinza muito escuro e apresentando margem

concéntrica, elevagao plana a levemente levantada e formato circular (Anexo 1).

Neste estudo, notou-se uma pequena variacdo de cor, de margem, de
elevacgéo e de borda somente quando o fungo recebeu o tratamento com Phenyl Se
Citronellal para todas as concentragfes. A eficiéncia deste composto semissintético,
além de inibir o crescimento micelial e a producédo de esporos, também altera a

morfologia da colonia do fungo.

As cores das colbnias variaram dentro das tonalidades de cores descritas para
0 género Colletotrichum, de acordo com o descrito por Sutton (1992). Em um estudo
realizado por Silva (2016), ao caracterizar a morfologia e a genotipagem de
Colletotrichum guaranicola endofitico e patogénico, observou-se que os isolados
apresentaram predominéancia de coloragdo cinza diferenciando-se apenas na
intensidade da cor. Sabe-se que o fungo possui varias racas e que sua variabilidade
genética € ampla. Além disso, tem sido detectada variabilidade patogénica dentro das
racas de C. lindemuthianum (ISHIKAWA et al., 2011).

Souza et al. (2007), ao caracterizarem por meio de marcadores morfologicos
diferentes isolados de C. lindemuthianum, quanto aos caracteres morfolégicos e
culturais, todas as coldnias apesentaram coloracdo variando de cinza claro a cinza

escuro, além de apresentarem crescimento lento. Em outro estudo, a variabilidade de
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C. lindemuthianum foi avaliada em feijoeiro comum para o parametro morfologia da
colénia. Os isolados do fungo, desde o inicio do crescimento, apresentaram coloracao

cinza a negra, tornando-se totalmente escuros aos 15 dias (MOTA, 2013).

Resultados obtidos neste estudo indicam a potencialidade dos compostos
semissintéticos no controle alternativo do patégeno C. lindemuthianum. A ampla gama
de concentracbes e de compostos derivados de 6leos essenciais, assim como 0s
diversos modos de aplicacéo citados na literatura, ndo permitem comparacoes diretas

entre diferentes estudos publicados.

4.2 Experimento 2: Desempenho inicial de plantulas de feijédo tratadas

com Phenyl S citral e Phenyl Se citronellal

Na Tabela 3, encontram-se 0s resultados obtidos para as variaveis de
gualidade fisiolégica das sementes, provenientes de sementes da cultivar Tuiuil
tratadas com Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronellal em duas concentracfes de
0,125% (C1) e 0,0625% (C2).

Plantulas normais do teste de germinacdo, verificadas pelas variaveis de
primeira contagem de germinacdo (PCG) e germinacdo (G), ndo apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos, demonstrando que nao foram
influenciadas pelos tratamentos e as diferentes doses. Estes resultados estdo de
acordo com os resultados obtidos em estudos realizados por Ordofiez (2016),
constatando que os o6leos essenciais de citronela e capim-limdo nao afetaram a
gualidade fisiol6gica de sementes de cebola em concentracdes de 1% e 2%. O mesmo
comportamento foi verificado para as variaveis de massa seca de raiz, massa seca de
parte aérea e massa seca total, comprimento total da plantula, massa fresca de parte
aérea e massa fresca total, os quais avaliam o vigor. Estas variaveis também nao
apresentaram diferenga significativa. Portanto, elas ndo foram submetidas ao teste de

comparacao multipla de médias.

Resultados obtidos por Nascimento (2016), demonstraram que nao ocorreram
diferencas significativas entre os tratamentos com citronela, cravo, eucalipto, hortela
e manjericao na primeira contagem de germinagao, contudo, na contagem final, maior
porcentagem de plantulas normais germinadas foi verificada no tratamento com o 6leo

essencial de cravo (95,25%), ndo diferindo da testemunha, mas diferindo do 6leo
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essencial de citronela, o qual resultou em baixa germinacdo das sementes tratadas
(87,50%).

Tabela 3. Média das varidveis de qualidade fisioldgica de sementes e de plantulas de feijao
provenientes de sementes tratadas com Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronellal em concentracdes de
0,125% (C1) e 0,0625% (C2).

Tratamento PCG G (%) CT MFPA MFT MSR MSPA MST
(%) (cm/plantula) (g/plantula) (g/plantula) (g/plantula) (g/plantula) (g/plantula)

Testemunha 82 84 23,50 7,35 8,52 0,11 0,95 1,06
Fungicida 88 88 18,02 6,65 7,59 0,09 1,31 1,40
DMSO C1 90 90 23,25 6,81 7,71 0,10 1,12 1,21
DMSO C2 87 88 21,50 6,66 7,86 0,09 1,17 1,26
Phenyl S

Citral C1 84 84 22,03 7,16 8,27 0,09 0,99 1,08
Phenyl S

Citral C2 86 86 21,91 6,83 8,09 0,10 1,11 1,20
Phenyl Se

Citronellal 83 83 22,35 6,89 8,11 0,10 1,13 1,23
C1

Phenyl Se

Citronellal 89 89 23,48 7,40 8,94 0,36 1,19 1,55
Cc2

Valor-p 0,07ns 0,25ns 0,14ns 0,56ns 0,38ns 0,41ns 0,70ns 0,48ns

"s N&do significativo segundo teste F a 5% de probabilidade de erro.
PCG: Primeira contagem de germinacéo;

G: Germinagao

CT: Comprimento total da plantula

MFPA: Massa fresca de parte aérea

MFT: Massa fresca total

MSR: Massa seca de raiz

MSPA: Massa seca de parte aérea

MST: Massa seca total

As variaveis indice de velocidade de emergéncia, comprimento de raiz,
comprimento de parte aérea e massa fresca de raiz apresentaram diferenca

significativa e os dados obtidos s&o apresentados na tabela 4.

Os dados de comprimento de raiz e massa fresca de raiz demonstraram que
ocorreu incremento no desenvolvimento das plantulas, em resposta ao tratamento
com o0s compostos semissintéticos, indicando que os mesmos influenciam
positivamente na expressao do vigor através de um maior crescimento das plantulas
de feijdo, visto que a concentracao ideal foi alcancada com 0,0625% do composto

Phenyl Se Citronellal. Isto gerou uma expectativa de incremento de 8 e 33%,
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respectivamente, a mais em relacdo a testemunha (Tabela 4). No entanto, para a
variavel comprimento de parte aérea, ndo houve incremento entre os tratamentos,

sendo que a testemunha apresentou melhor resultado.

Quanto aos dados obtidos referentes ao indice de velocidade de emergéncia,
0 maior incremento foi observado para o tratamento com o DMSO na concentracao
0,125% (Tabela 4), ingrediente que faz parte da composi¢cdo dos compostos. Menor
indice de velocidade de emergéncia foi observado para o tratamento com Phenyl S
Citral na concentracédo 0,0625%, enquanto que para o restante dos tratamentos,
incluindo a testemunha, ndo houve diferenca entre si. Em contrapartida, estudos
realizados por Araujo et al. (2012) mostram que o tratamento com 6leo essencial de

citronela néo influenciou na velocidade de germinacdo de sementes de erva-doce.

Para as variaveis comprimento de raiz, comprimento de parte aérea e massa
fresca de raiz, o tratamento com fungicida sintético reduziu significativamente o
crescimento e o desenvolvimento da plantula, demonstrando um efeito negativo na

expressao do vigor.

Tabela 4. Média das variaveis de qualidade fisiolégica de sementes e plantulas de feijao provenientes
de sementes tratadas com Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronellal em concentracdes de 0,125% (C1) e
0,0625% (C2).

Tratamento CR (cm/plantula) CPA (cm/plantula) MFR (g/pléantula) IVE
Testemunha 14,95 ab 9,16 a 1,16 ab 57,45 ab
Fungicida 11,29 b 6,73 b 0,94 b 56,13 ab
DMSO C1 14,80 ab 8,45 ab 0,90 b 58,26 a
DMSO C2 13,07 ab 8,43 ab 1,20 ab 55,09 ab
Phenyl S 13,77 ab 8,25 ab 1,11 ab 53,16 ab
citral C1

Phenyl S 14,30 ab 7,61 ab 1,26 ab 51,51 b
citral c2

Phenyl Se

citronellal 14,67 ab 7,68 ab 1,23 ab 54,17 ab
C1l

Phenyl Se

citronellal 16,26 a 7,23 ab 1,55 a 54,83 ab
C2

Valor-p 0,05* 0,012* 0,012* 0,03*

*Significativo a 5% de probabilidade de erro, segundo teste F.
CR: Comprimento de raiz

CPA: Comprimento de parte aérea

MFR: Massa fresca de raiz

IVE: indice de velocidade de emergéncia
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Apesar de inumeros relatos da utilizacdo dos Oleos essenciais e suas
derivacdes, a maioria dos estudos se concentra nas etapas iniciais, in vitro, e as
pesquisas in vivo tém sua aplicabilidade direcionada aos frutos e folhas (GUEDEZ et
al., 2014; SEFU et al., 2015; ALVES et al., 2015). No caso dos 6leos essenciais em
tratamentos de sementes, Maraschin Silva (2004) salienta que, dentre os fatores que
interferem na germinacdo das sementes, destacam-se os oriundos do metabolismo
secundario das plantas, que podem ser prejudiciais na captacéo de nutrientes, sintese
de proteinas, assimilacao de agua, nos processos bioquimicos de germinacao, entre
outros. Esse é o fator limitante quando se trata da aplicacdo de Oleos essenciais e

extratos vegetais em tratamento de sementes (NASCIMENTO, 2017).

O papel dos compostos sintéticos no desenvolvimento da planta, como o
selénio e o enxofre, também podem ser positivos. De acordo com Ghosh et al. (2013),
0 selénio pode promover alteragbes positivas no crescimento e desenvolvimento
vegetal por interferir nos processos de assimilacdo do carbono e do nitrogénio. Neste
contexto, foi verificado aumento no crescimento do sistema radicular e da parte area
em plantas de Arabidopsis thaliana tratadas com selénio em baixa concentracao
(LEHOTAI et al., 2012). Ademais, 0 selénio parece promover incremento no
crescimento vegetal via maior acimulo de amido nos cloroplastos (PENNANEN et al.,
2002).

O selénio parece ser também capaz de regular o estresse hidrico da planta
em condi¢cOes de seca ao possibilitar que o sistema radicular regule a absorcao de
agua (KUZNETSOV et al., 2003). O selénio também modula positivamente a atividade
das enzimas dismutase do superéxido, peroxidase do ascorbato e catalase,
envolvidas no mecanismo de tolerancia das plantas aos danos oxidativos induzido
tanto por estresse abiético quanto por estresse bidtico (HASANUZZAMAN e FUJITA
2011).

Os Oleos essenciais de candeia, palma rosa e alecrim para o tratamento
sementes de soja, milho e feijao, dependendo da concentragcéo e tempo de exposicao,
podem ser fitotoxicos as mesmas, interferindo nos parametros fisiologicos (HILLEN et
al.,, 2012). O dleo essencial de citronela, quando aplicado por meio da fumigacao e
impregnacédo em sementes de feijao caupi, afeta negativamente o vigor das sementes

(XAVIER et al., 2012). O emprego do 6leo essencial de manjericdo para tratamento
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de sementes de mandacaru, reduz a germinacdo e velocidade de emergéncia em

concentracdes crescentes do 6leo essencial (BRITO et al., 2010).

Alguns d6leos proporcionam incremento na qualidade fisiolégica. No entanto,
os resultados variam de acordo com as espécies e 0s 6leos essenciais empregados.
O Oleo essencial de canela a 0,5% em sementes de mandacaru proporcionou bom
indice germinativo (96%) e maior velocidade de germinacdo, além do maior

comprimento de plantulas em relacdo as sementes nao tratadas (BRITO et al., 2010).

O Oleo essencial de manjericdo resultou em 92,50% de germinacdo das
sementes, ndo diferindo significativamente dos demais tratamentos (BRITO et al.,
2010). O oleo essencial de citronela teve acdo alelopatica na germinacdo das
sementes de feijdo-caupi relatado por Xavier et al. (2012), atribuindo este efeito aos
seus compostos majoritarios, citronelal e geraniol. Teixeira et al. (2013) trataram
sementes de milho infectadas por Stenocarpella maydis com o 6leo essencial de cravo
e, ao avaliarem a germinacdo, verificaram 89% de plantulas normais, valor este

superior a testemunha.

Para os parametros comprimento de plantulas, indice de velocidade de
emergéncia, emergéncia final e matéria seca, Nascimento (2017) ndo observou
diferencas significativas entre os tratamentos com citronela, cravo, horteld, manjericéo

e eucalipto para a cultura do pimentao.

Esses resultados sugerem que 0s compostos semissintéticos derivados de
citronela e capim limdo podem ser uma alternativa promissora para o tratamento de

sementes de feijao, por ndo afetarem a germinacao e vigor das sementes.

4.3 Experimento 3: Avaliacdo da incidéncia de C. lindemuthianum em
sementes de feijao tratadas com Phenyl S Citral e Phenyl Se

Citronellal

A acentuada reducdo na incidéncia de C. lindemuthianum nas sementes
tratadas comprova a acao antifungica do Phenyl Se Citronellal, constatada nos testes
in vitro. Quando comparados os tratamentos para cada nivel de incidéncia (Tabela 5),
menores sintomas de C. lindemuthianum nos cotilédones e no hipocétilo das plantulas

de feijao foram observados para os tratamentos com Phenyl Se Citronellal em ambas
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concentragdes e Standak com 4% de infeccdo do fungo. Ja para o nivel de infeccao
14%, a menor incidéncia foi observada para o tratamento Phenyl Se Citronellal e

Phenyl S Citral em concentracdo de 0,0625%.

Quando comparados os tratamentos dentro dos niveis de inoculagdo, o
composto semissintético Phenyl Se Citronellal demonstra maior controle sobre a
incidéncia do fungo na concentracéo 0,125% para o nivel de infec¢cdo de 4%. Nota-se
também que a eficiéncia no controle do fungo diminui a medida que a porcentagem

de in6culo aumenta.

Tabela 5. Comparacéo de médias da interacédo entre niveis de inoculacdo e tratamentos da variavel
incidéncia de Colletotrichum lindemuthianum.

Niveis de infeccdo

Tratamento 4% 14%

Fungicida 2 B 7,5 abc A
Phenyl S Citral C1 3,5 a A 7 bc A
Phenyl S Citral C2 3 ab A 4 c A
Phenyl Se Citronellal C1 2 B 12,5 ab A
Phenyl Se Citronellal C2 2,5 A 4 c A
Testemunha 3,5 a B 13,5 a A
Valor-p <0,001* 0,0104**

* Significativo a 0,1% de probabilidade pelo teste F.
** Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
Médias seguidas por letras minUsculas iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

A antracnose € uma das doencas mais importantes da cultura do feijoeiro,
sendo seus danos mais prejudiciais quando detectados no inicio do cultivo (PEREIRA
et al., 2018). As sementes sdo uma das principais fontes de indculo inicial, podendo o
fungo sobreviver por longos periodos em sementes infectadas (MARCENARO;
VALKONEN, 2016). A incidéncia de sintomas da antracnose em plantulas avaliadas
em rolo de papel germitest variou de 2 a 13,5%. Esse comportamento provavelmente
se deve ao fungo estar infectando as sementes internamente, uma vez que foi

realizada a desinfestacdo superficial das mesmas inicialmente.

As plantulas sintomaticas apresentavam lesfes pequenas e deprimidas de
coloracdo marrom nos cotilédones e, no hipocétilo, lesdes de coloracdo escura em
formato alongado e deprimido. Segundo Silva et al. (2013), quanto maior for a
guantidade de in6culo nas sementes, em condicGes ambientais favoraveis para o

desenvolvimento do fungo, maior sera a incidéncia e a severidade da doenca no
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campo. Rey et al. (2009) verificaram que a transmissdo de C. lindemuthianum

semente-plantula pode chegar até 80%.

Entre os tratamentos, o melhor desempenho inicial das plantulas foi
observado para o composto semissintético Phenyl Se Citronellal em ambas as
concentracfbes, que originou plantulas vigorosas e com boa germinacdo. Este
resultado pode estar relacionado com a presenca do micronutriente selénio,
conferindo melhor desempenho as sementes. Menor incidéncia também foi verificada
nesse tratamento. Quando comparada aos outros compostos, sua eficiéncia no
controle do patégeno pode ser relacionada com a presenca do monoterpeno citronelal.
A IPR Tuiuitl é considerada uma cultivar suscetivel ao fungo. Por isso, a sanidade

pode ter variado muito.

O uso do Phenyl Se Citronellal e do Phenyl S Citral € uma alternativa
interessante para aumentar a resisténcia das plantas ao ataque do patdégeno, ja que
um dos seus componentes, o citronelal, vem se destacando no controle de doencas
em varias culturas (QUINTANA-RODRIGUEZ et al., 2018). No entanto, a maior parte
das pesquisas direciona-se ao estudo dos efeitos in vitro deste 6leo, sendo mais
reduzidas as informacdes sobre seu efeito in vivo. Os efeitos do Phenyl Se Citronellal
sdo pouco conhecidos durante o desenvolvimento inicial da cultura do feijdo e no
controle de doencas em plantulas. Ja foram observados resultados positivos do uso
de dleo essencial de citronela e capim-liméo via tratamento de sementes na cultura
da cebola, através da obtencdo de plantulas vigorosas, com maior crescimento e
desenvolvimento inicial e menor incidéncia de C. gloeosporioides f. sp. cepae
(ORDONEZ, 2016).

Neste trabalho, o tratamento das sementes com 0s compostos semissintéticos
auxiliaram no crescimento das plantulas de feijdo, assim como na diminuigcdo da
incidéncia da antracnose para 0s niveis de inoculacdo testados. O controle de
doencas por meio do tratamento das sementes proporciona beneficios para o
crescimento das plantulas, além da reducdo da incidéncia da doenca nos primeiros
estadios de desenvolvimento na cultura do feijdo. Em relacdo aos compostos, 0
Phenyl S Citral e Phenyl Se Citronellal contribuem ao amenizar os danos causados

pelo fungo, fazendo com que as plantulas respondam favoravelmente ao fornecimento
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do elemento. Desta forma, € uma medida promissora no sistema de manejo integrado

de controle de doencas.

Os resultados desta pesquisa reforcam a necessidade de maiores pesquisas
envolvendo ensaios in vivo para recomendar o0 emprego de compostos semissintéticos
no tratamento de sementes. Conforme discutido neste trabalho, pode-se perceber que
existe uma variacdo muito grande de efeitos em funcdo do 6leo essencial escolhido,
da concentracdo de 6leo adotada para o tratamento, da espécie vegetal que sera
tratada com o composto e do patégeno alvo. No entanto, fica clara a potencialidade
do uso de compostos semissintéticos no tratamento de sementes como uma forma

alternativa de manejo de doencas de plantas.
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5 Conclusdes

De modo geral, para os testes da avaliacdo in vitro e in vivo os resultados

obtidos foram satisfatérios, mostrando que:

Os compostos semissintéticos séo eficientes e conferem alto potencial
no controle do fungo Colletotrichum lindemuthianum (isolado CL16)
para a cultivar Tuiuid;
As propriedades antimicrobianas de compostos derivados de citronela
e capim lim&o sugerem que o uso dessas substancias para proteger as
culturas contra fungos patogénicos merece maior exploracao cientifica;
O composto semissintético Phenyl Se Citronellal na concentracéo 0,5%
controlou em 100% o crescimento micelial de Colletotrichum
lindemuthianum;
O composto semissintético Phenyl S Citral controlou em mais de 50%
o crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum nas
concentracdes 0,5% e 1%.
O tratamento das sementes com 0s compostos semissintéticos Phenyl
Se Citronellal e Phenyl S Citral ndo afeta a qualidade fisiologica de
sementes de feijdo da cultivar Tuiuil nas concentragbes 0,125% e
0,0625%

O tratamento das sementes com 0s compostos semissintéticos Phenyl
Se Citronellal e Phenyl S Citral diminui a incidéncia de Colletotrichum
lindemuthianum (isolado CL16) e proporciona maior crescimento das

plantulas de feijao.
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Anexo 1. Caracteristicas morfolégicas das colénias do fungo Colletotrichum
lindemuthianum apo6s submetido aos tratamentos com 0s compostos semissintéticos
em diferentes concentracbes (1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%,0,03125%,
0,015625%, 0,0078125%, 0,00390625%.

Tratamento Coloragao* Margem** Elevagao** Formato**
[11%
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Dark greenin gray - Gley 1 3/5Gy Lobate Raised Irregular
Phenyl Se Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3 SGY Lobate a circular Raised Irregular
Citronellal
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3 SGY Lobate a circular Raised Irregular
[ 10,5%
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Circular Plano Circular
Phenyl Se NAO CRESCEU
Citronellal
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
[ 10,25%
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl Se . . . .
Citronellal Dark greenin gray - Gley 1 3/5Gy Circular Raised Circular
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
[ 10,125%
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl Se Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Citronellal
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
[ 10,0625%
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl Se Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Citronellal
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
[ 10,03125%
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Circular Plano Circular
Phenyl Se . . . .
Citronellal Dark greenin gray - Gley 1 3/5Gy Circular Raised Circular
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
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Anexo 1 (Continuacgado). Caracteristicas morfolégicas das coldénias do fungo
Colletotrichum lindemuthianum apds submetido aos tratamentos com 0s compostos
semissintéticos em diferentes concentracbes (1%, 0,5%, 0,25%, 0,125%,
0,0625%,0,03125%, 0,015625%, 0,0078125%, 0,00390625%.

Tratamento Coloracao* Margem** Elevagdo** Formato**
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl Se . . . .
Citronellal Dark greenin gray - Gley 1 3/5Gy Circular Raised Circular
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
[ 10,0078125%
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl Se . . . .
Citronellal Dark greenin gray - Gley 1 3/5Gy Circular Raised Circular
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
[ 10,00390625%
TESTEMUNHA Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
DMSO Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl S Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Phenyl Se Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular
Citronellal
Citral Very Dark Greenish Gray - Gley 1 3/10Y Concéntrica Plano Circular

* Forma, margem e elevacdo com base a chave descrita por Microbiology Society (2016).

** Coloragédo das coldnias com base a escala de solos de Mussel (1954).



Anexo 2. Chave utilizada para descrigdes das colonias em fungos.

FORM
Circular Irregular Filamentous Rhizoid
ELEVATION
Convex umbonate Crateriform
MARGIN ' ' | |
Entire Undulate Filiform Curled Lobate

Fonte: Microbiology society (2016).
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