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RESUMO: Fitopatégenos interferem de forma negativa na produgdo e na qualidade final dos produtos
agricolas comercializados. O trabalho tem como objetivo verificar o controle alternativo dos fungos Cercospora
beticola sacc, Phytophthora infestans e Colletotrichum lindemuthianum, utilizando as doses 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
UL mL" do dleo essencial de guagatonga, em comparagdo a testemunha com somente agua. Avaliou- se
in vitro o potencial do dleo essencial de guagatonga OEG (Casearia sylvestris) em comparag@o ao indice
do crescimento micelial (IVCM), e in vivo a severidade da cercospora em plantas de beterraba, também se
determinou o potencial do OEG em induzir mecanismo de resisténcia. Examinou-se a atividade da enzima
peroxidase. Dessa forma, adicionou-se o 6leo em placas de Petri para experimento in vitro e para in vivo
pulverizou-se semanalmente o 6leo sobre as plantas acondicionadas em casa de vegetagéo. Determinou-se
o efeito direto do 6leo sobre os fungos e o controle de cercospora nas folhas de beterraba, e a atividade da
enzima peroxidase. Verificou-se que o 6leo ndo apresentou efeito direto sobre a C. beticola in vitro, mas sim
sobre 0s outros dois fungos obteve redugao sobre o IVCM, e ativou simultaneamente mecanismos de defesa
sobre as plantas de beterraba. Assim, pode se dizer que o, OEG apresenta a capacidade de agir diretamente
sobre os patdgenos Phytophthora infestans, Colletotrichum lindemuthianum e induzir a resisténcia de plantas
beterraba contra Cercospora beticola.

PALAVRAS CHAVE: Cercospora beticola sacc; peroxidase; controle-alternativo.

ABSTRACT: Phytopathogens interfere negatively in the production and final quality of agricultural products
sold. Therefore, the work has as purpose verifies the alternative control of fungus Cercospora beticola
sacc, Phytophthora infestans e Colletotrichum lindemuthianum, using the doses 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 uL mL"
of guacgatonga essential oil (GEO), comparing testify with only water. It evaluated in vitro the potencial to
GEO from comparing as mycelial growth rate (MGR), and in vivo the severity of cercospora in beet plants,
also it determined the potencial of GEO on induces the resistance mechanism. It examined the peroxidase
enzyme activity. This way, it packaged the oils in petri dishes to experiment in vitro and to in vivo it sprayed
weekly the oil on packaged plants in vegetation house. It was determined the straight effect from oil on
fungus and the cercospora control on the beet leaves and the peroxidase enzyme activity. It was verified
that the essential oil did not present straight effect on the C. beticola in vitro, however it did on the others two
fungus those achivied decrease on about the MGR, that activated simultaneously mechanism of defense
on beet plants. Therefore, we can cite that the GEO presents the ability to act straight on the pathogens
Phytophthora infestans, Colletotrichum lindemuthianum and induce the resistance of beet plants against
Cercospora beticola.
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INTRODUGAO

O uso crescente de agrotdxicos para o controle
de doenga em plantas pode acarretar em danos
ambientais e de salde publica. No que se refere ao
meio ambiente pode-se ressaltar contaminagfes dos
rios e dos solos devido aos residuos deixado dos
produtos quimicos. Destaca-se também que o grau de
exposicao a esses defensivos agricolas pode ocasionar
consequéncias negativas para a saude humana,
podendo causar sintoma simples como dor de cabecga
e até mesmo mais graves como perda de audigéo e
tumores (Santana et al., 2013).

Ha uma grande procura por produtos que
sejam rentaveis e vidveis para o controle das doengas
(Balbi-Pefa et al., 2006). Com isso tem-se 0 emprego
de testar produtos naturais visando um tratamento
alternativo no manejo fitossanitario, afim de, tentar
diminuir ou substituir o uso de agroquimicos (Ventuoso
etal., 2011).

Dessa forma verifica-se que as plantas
medicinais respondem as perspectivas de reduzir ou
substuir o uso desses produtos, por apresentarem
capacidade de controlar fitopatégenos. Dentre esses
potenciais pode-se relacionar a agdo fungitéxica
direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagao
de esporos, quanto por sua capacidade de induzir
resisténcia, indicando a presenga de compostos
com caracteristicas de eliciadores (Schwan-Estrada
et al., 2005).

Dentre os produtos extraidos das plantas
medicianais, estao os dleos essenciais que apresentam
em suas composi¢des quimicas substancias que podem
desencadear efeito fungitéxico e/ou fungistatico sobre
microrganismos afetando sua viruléncia de acordo com
sua sintese proteica (Lifieiro et al., 2016).

Assim detaca-se 0 Oleo essencial de
guacatonga (Casearia sylvestris Sw.) por constiuir
compostos com atividades antibacterianas e,
principalmente antifingicas, como biciclogermacreno,
B-cariofileno, a- pineno, germacreno, globulol,
a-muuroleno, o-Amorfeno, e a-Zingibereno (Garcia,
2018). Além de apresentar a capacidade de induzir
mecanismos de defesa, de acordo com a atividade
das enzimas polifenoloxidase e glucanase que,
consequentemente, reduz o desenvolvimento de
doengas (Garcia et al., 2019).

O objetivo do trabalho é verificar o efeito
fungitéxico do oleo essencial de guagatonga (C.

sylvestris) sobre o crescimento micelial in vitro da
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. et Magn.), Cercospora beticola
Sacc, e indugao de resisténcia em plantas de beterraba
contra a Cercosporiose.

MATERIAL E METODOS
Local do experimento

Os experimentos in vitro foram conduzidos
nos Laboratdrios de Fitopatologia e de Andlise da
qualidade pés-colheita de frutas e hortalicas e os in vivo
em casa de vegetacdo. Todos os locais pertencentes
ao Departamento de Agronomia (DEAGRO) da
Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO),
Guarapuava, Parana.

Tratamentos utilizados nos experimentos

Os tratamentos utilizados nos experimentos
foram compostos por testemunha (somente meio
batata dextrose agar (BDA) para ensaio in vitro e dgua
esterilizada para o in vivo) e as doses de 0,20; 0,40;
0,60 e 0,80 L mL" do 6leo essencial guacatonga
(OEG) diluido em tween 80 (mesma concentragao de
cada dose) e o tratamento padrdo com Amistar® wg
(0,016g 100L", dose recomendada do produto) para
Cercospora beticola e Colletotrichum lindemuthianum
e para a Phytophthora infestans o tratamento padrao
utilizado foi o Forum®(0,13g 100L ", dose recomendada
do produto).

Ensaios in vitro: Crescimento micelial de
Cercospora beticola Sacc, Phytophthora infestans
(Mont) de Bary e Colletotrichum lindemuthianum
Sacc. Magnus

Em meio de cultura BDA autoclavado por 20
minutos a 120°C sob pressao de 1 atm, foi adicionado
os tratamentos e em seguida verteu-se em placas de
Petri que ficaram acondicionadas em sala climatizada
com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.
Apds 48 horas da instalagdo do experimento, avaliou-
se diariamente o crescimento micelial pelo diametro da
coldnia, até que o tratamento testemunha crescesse
em toda a placa, totalizando, doze avaliagdes da C.
beticola, quatro de P. infestans e seis avaliagbes de
C. lindemuthianum. Esses dados foram utilizados no
calculo do indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM), conforme a férmula:
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D= didmetro médio atual da col6nia

Da= diametro médio da coldnia do dia anterior

N= nimero de dias apds a inoculagdo (ARAUJO et al.,
2008).

Ensaios in vivo: Cultivo e tratamento das
plantas, inoculagao e avaliagdo da severidade da
cercosporiose

Os experimentos em casa de vegetagao foram
realizados com plantas de beterrabas oriundas de
sementes comerciais cultivar Maravilha (Sementes
Vidasul®, EUA), que foram semeadas em bandeja
de isopor de 128 células em substrato (Plantmax®),
sendo distribuidos dois glomérulos por célula. Aos 19
dias, quando as mudas ja estavam em crescimento,
realizou-se o desbastes deixando apenas uma planta
por célula. Mudas com 15 dias ap6s a semeadura
foram transplantadas para vasos de capacidade de
2 L (uma planta por vaso) contendo solo e substrato
(Plantmax®) na proporcao 2:1. A irrigagao foi realizada
diariamente, com auxilio de um regador mantendo
sempre 0 solo Umido.

As plantas foram tratadas quando
apresentavam em média seis folhas. As pulverizagdes
tanto das plantas quanto do inoculo, foram realizadas
com auxilio de um pulverizador borrifador manual com
capacidade de 300 mL, até o ponto de gotejamento
aplicando cerca de 10 mL por planta.

A primeira aplicagdo sobre as plantas com os
tratamentos foi realizada apos 20 dias do transplante das
mudas. Seguiu-se esse procedimento semanalmente
até a totalizagao de seis aplicagoes.

A suspensao para a inoculagéo foi preparada
e aplicada sobre as plantas passados 30 dias do
transplante das mudas. Dessa forma foram utilizados
10 mL de agua da torneira, realizado raspagem nas
placas com o auxilio da alga de drigalski para a
remogao dos micélios e dos esporos de C. beticola. Em
seguida realizou-se a maceragao dessa suspensao
em cadinho e efetuou-se a contagem dos esporos
em camara de Neubauer padronizando-a em 3,7x105
esporos mL-".

Para a avaliagho da severidade da
cercosporiose nas plantas de beterraba, avaliou-se
cinco folhas previamente marcadas e adotou-se a
escala diagramatica de analise visual proposta por May
de Mio (2008) da porcentagem de area foliar afetada.
Com os dados da severidade foi determinada a area

abaixo da curva de progresso das doengas (AACPC),
baseado na formula (Campbell & Madden, 1990):

y = severidade da doenga (%)
t = tempo (dias)

No total foram realizadas cinco avaliagbes
com intervalos de sete dias, nas duas primeiras e as
demais a casa dois dias devido a elevada severidade
da cercosporiose.

Determinagao da atividade de peroxidase (POD)

Nas mesmas plantas que determinou-se a
AACPD da cercosporiose, foram coletados discos
foliares para a determinagdo de proteinas totais e
a atividade especifica da peroxidase (POD) (E.C.
1.11.1.7). Sendo realizadas trés coletas, a primeira 24
horas antes da quarta pulverizacdo dos tratamentos
(24 HAP), a segunda 24 horas antes da inoculagdo de
C. beticola (24 HAI) e a terceira 24 horas depois da
inoculagao (24 HDI).

Logo apds as coletas as amostras eram
imediatamente armazenadas em papel aluminio,
refrigeradas em gelo e, em seguida, acondicionadas
em freezer a -20°C até o preparo de extratos para as
analises bioquimicas. Essas amostras de discos de
folhas foram em seguida pesados, macerados em
almofariz com nitrogénio liquido e homogeneizados
mecanicamente em 4 mL de tampéo fosfato de
potassio 50 mM (pH 7) contendo 0,1 mM de EDTA.
Essa solugéo foi transferida para tubo tipo eppendorf
contendo 0,0003g de polivinilpirrolidona (PVP) e
centrifugado a 150009 durante 40 minutos a 4°C. O
extrato enzimatico foi obtido do sobrenadante dessa
centrifugacao que foi armazenado em freezer -20°C
(Kar e Mishra, 1976), até a realizagdo das analises
de determinacdo de proteinas totais e a atividade
especifica da enzima peroxidase (POD).

Para a determinagao do conteudo proteico total
foi utilizado 100 L do extrato enzimatico adicionado sob
agitacdo em 2,5 mL do reagente Bradford. Passados
5 minutos foi efetuada a leitura em espectrofotémetro
com comprimento de onda de 595 nm. A concentragao
de proteinas, expressa em mg por mL de amostra (mg
proteina. mL"), foi determinada utilizando-se curva-
padrao de concentragdes de albumina de soro bovino
(ASB) de 0 a 0,5 mg mL", obtida pelo método de
Bradford (Bradford, 1976).
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A atividade especifica da peroxidase (POD)
foi determinada de acordo com metodologia de
Urbanek et al. (1991). Adicionou-se 100 uL de
extrato enzimatico em 2,9 mL de solugdo contendo
tampéo acetato de s6dio 50 Mm pH 5,2 e perdxido
de hidrogénio 20 mM. Em seguida, essa solugéo
foi incubada em banho maria por 10 minutos em
temperatura de 30°C. Posteriormente, foi efetuada
a leitura em espectrofotdbmetro a 480 nm. A
atividade da POD foi expressa em U A mgp™" min-
', ou seja, uma unidade dessa enzima foi definida
como a mudanca de 1,0 unidade de absorbancia
(480nm) por miligrama de proteina soluvel por
minuto.

Delineamento experimental e analise estatistica

Para o crescimento micelial o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado e 0 in
vivo em blocos ao acaso. Ambos apresentaram seis
tratamentos e cinco repetigdes.

Todos os dados foram submetidos & andlise
de variancia (teste F), sendo as médias comparadas
pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
e, quando significativo realizado a regressdo das
doses, utilizando o programa estatistico Sisvar
(Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaios in vitro: Crescimento micelial de
Cercospora beticola, Phytophthora infestans e
Colletotrichum lindemuthianum

Com relagdo aos resultados obtidos do
IVCM de C. beticola ndo houve regressao das doses
do OEG. Ressalta-se que somente o tratamento
padrdo apresentou diferenca estatistica em relagdo
aos demais, apresentando redugcdo de 26,7%
quando comparado com a testemunha (Figura 1A).

Para P. indestans houve regresséo linear das
doses do OEG, sendo que a de 0,80 yL mL" reduziu
em 25% o IVCM do patdégeno em relacdo ao tratamento
testemunha. Destaca-se também que esse tratamento
nao apresentou diferenca estatistica com o padréo
(Figura 1B).

Também observou-se regressao linear para o
IVCM de C. lindemuthianum, sendo que as doses de
0,40; 0,60; 0,80 yL mL" reduziram em 22,4%, 21% e
19,2%, respectivamente (Figura 1C).

Figura 1. indice de velocidade do crescimento micelial
(IVCM) de Cercospora beticola, Phytophthora indestans
e Colletotrichum lindemuthianum, submetidos as doses,
0,20; 0,40; 0,60; 0,80 pL mL-1 do dleo essencial de
guacatonga (Casearia sylvestris) (OEG) o tratamento
testemunha, contendo somente meio BDA (batata agar
dextrose) e padrao com Amistar® (0,016g 100L-1, dose
recomendada do produto) para C. beticola e para o0s
demais Forum® (0,13 g 100L-1, dose recomendada)
(Guarapuava, 2020).
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste te Tukey
a 5% de probabilidade.

O OEG apresenta em sua composi¢cao
monoterpenos e sesquiterpenos que apresentam o
potencial de reduzir o desenvolvimento de fungos
fitopatogénicos (Garcia et al., 2019). Essa capacidade
pode ser associada ao OEG ser uma substancia
lipofilica de facil acesso a membrana plasmatica do
patdgeno fungico, o que acarreta em alteragdes em
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sua permeabilidade e em seguida rompimento da
membrana mitocondrial que ocasiona mudangas no
fluxo de elétrons e, consequentemente danos no
conteudo celular (Aktar et al., 2014). Esse processo
acarreta em reducao no desenvolvimento e crescimento
micelial do fitopatdgeno.

Porém ressalta-se que nem todos os fungos
apresentam a mesma sensibilidade aos componentes
presentes nos 6leos essenciais (Tomazoni et al.,
2017). Fato observado no IVCM de C. beticola, a
auséncia de controle que poderia ser obdita pelo
OEG pode estar relacionada com a expressdo do
gene AVR4, comumente verificados nesse fungo.
Esse gene permite elevada adesdo da quitina na
sua parede celular consistindo a protegdo das hifas,
também facilita a sintese de cercosporina, substancia
toxica que aumenta a viruléncia desse fitopatégeno e
favorece a infecgé@o nas folhas de beterraba (Rezende
etal., 2020).

Resultados encontrados por Batista et al.
(2017) que testou o efeito dos dleos de Salvia hispanica
L. (chia), Melaleuca alternifolia Cheel.( melaleuca) e C.
sylvestris (guagatonga) para controle de Rizoctonia
sp. na concentragdo de 1,0 uL, verificou que o de
melaleuca inibiu em 15% o crescimento micelial, ja o
de guagatonga e chia apresentaram efeito contrario, se
desenvolvendo mais que ao tratamento testemunha,
aumentando o didmetro da col6nia. Russiano et al.
(2019) também ressaltam que a concentragéo de 5%
de dleo essencial de guacatonga reduz em 19,17% o
crescimento micelial de Pinicilium sp. Logo a efitividade
antifingica do 6leo essencial depende tanto da sua
concentragdo como da sensibilidade do fitopatdgeno
aos seus contituintes.

Ensaios in vivo
Efeito do o6leo essencial de guagatonga, Casearia
sylvestris, em plantas de beterrabas em condigoes
de casa de vegetacao

Os resultados referentes a AACPD da
cercosporiose nas folhas de beterraba apresentaram
regressao quadratica das doses. Ressalta-se que
as doses 0,20 e 0,60 uyL' de OEG reduziram em
32,25% e 40,65%, respectivamente a AACPD,
quando comparada com a testemunha. Destaca-se
que o percentual de inibicdo do tratamento padrdo
foi de 49,23% também em relagdo a testemunha
(Figura 2).

Figura 2. Area abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD) de cercospora em plantas de beterraba
em casa de vegetacdo, tratadas com as doses de
0,20; 0,40; 0,60; 0,80 pL mL-1 do dleo essencial de
guacatonga (OEG) (C. sylvestris) testemunha (agua) e
0 padréo com Amistar® (0,016g 100L-1) (Guarapuava,
2020).
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste te Tukey
a 5% de probabilidade.

A cercosporiose da beterraba é considerada
uma doenga destrutiva que ocasiona redugdo na
produtividade da cultura. Esse efeito é dependente da
viruléncia do patdgeno que esta ligado, principalmente
a produgéo de cercosporina. Essa toxina pode absorver
energia da luz e energeticamente reagir com o oxigénio,
formando espécies reativas ao oxigénio que resultam
na peroxidacdo dos lipidios presentes na membrana
plasmaticas das folhas de beterraba. Dessa forma ocorre
0 extravazamento do conteudo celular e o patdgeno
promove seu crescimento e propagagao de suas hifas
via intracelular (DAUB e Briggs, 1983; Bolton et al.,
2017). Essa toxina também permite a protegao das hifas
(Rezende et al., 2020) o que, possivelmente, dificulta a
acdo dos compostos antifungicos presentes no OEG.
Porém ressalta-se que mesmo nessas condi¢des a dose
de 0,60 pL" mostrou-se eficiente para reduzir a AACPD
da cercosporiose em beterraba. Destaca-se a auséncia
de efeitvidade do OEG na dose de 0,80 uL*, fato que pode
estar relacionado a elevadas temperaturas no interior da
casa de vegetagdo que aceleraram a volatilizagéo do
dleo essencial e a rapida redugao de seus componentes
majoritarios (Soares et al., 2007).

Nesse sentido o OEG apresenta seletividade
de acordo com a dose para controlar a cercosporiose.
Porém destaca-se que a aplicagéo de dleos essenciais,
possui a vantagem de produzir plantas organicas livres
de produtos tdxicos que podem fazer mal a saude
humana e ao meio ambiente (Shuping e Eloff, 2017).
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Efeito do dleo essencial de guagatonga, Casearia
sylvestris, na inducao de resisténcia de plantas
de beterraba contra a cercosporiose (Cercospora
beticola sacc.)
Peroxidase

Com relagdo a atividade especifica de POD
em 24 HAP e 24 HDI houve regresséo linear das doses
do OEG. Destaca-se que a dose de 0,60 L mL"' néo
apresentou diferenca estatistica com o tratamento
padrdo em 24 HAP e 24 HAl e que em 24 HDI as doses
do dleo essencial apresentaram 0 mesmo efeito que a
testemunha (Figura 3).

Figura 3. Atividade especifica da enzima peroxidase
(POD) em discos de folhas de beterraba, tratadas com as
doses de 0,20; 0,40; 0,60; 0,80 yL mL" do dleo essencial
de guacatonga (OEG) (C. sylvestris), testemunha
(agua) e o padrdo com Amistar® (0,016g 100L7).
Coletas realizadas 24 horas antes da pulverizagdo dos
tratamentos (24 HAP) (A), 24 horas antes da inoculacéo
de C. beticola (24 HAI) (B) e 24 horas depois da inoclagéo
(24 HDI) (C) (Guarapuava, 2020).
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste te Tukey
a 5% de probabilidade.

O OEG apresenta como componente majoritario
0 y-muroleno que pode atuar como elicitor ativando
mecanismos de defesa das plantas, como ativando a
atividade de POD. Esse processo é possivel devido
a alteragdes do potencial da membrana plasmatica
das células vegetais, que ocosiona a alcalinizagéo
extracelular, devido a entrada de H, e Ca,, e saida de
K, e Cl. Dess forma tem-se a formagéo das espécies
reativas ao oxigénio (EROs), como o peroxido de
hidrogénio (H202) que pode ser oxidado pela POD
(Dixon et al., 1994; Liebthal et al., 2018).

Como resultado dessa oxidacdo tem-
se a formagdo de radicais de monolignol que,
espontaneamente, conseguem se pareiar e formar
polimeros de ligninas para serem depositados na
parede celular. Essa deposicao permite o fortalecimento
dessa estrutura e dificulta a invagdo do patogeno
e, possivelmente, a agdo toxica da cercosporina a
membrana plasmatica (Ebrahim et al., 2011). Segundo
Garcia (2018) o OEG a 0,12 pL mL"' induziu em,
aproximadamente, 38% a deposicdo de lignina em
folhas de videira, fato que pode ter ocorrido na dose
de 0,60 yL mL" que induziu a atividade de POD,
provavelmente ativando os mecanismos de defesa
e resultando na reducdo de 40,25% da AACPD da
cercosporiose da beterrada.

Resultados obtidos por Andrade et al. (2013)
verificaram que plantas de tomateiro infectadas por
Pseudomonas syrungae pv. tomato, agente da pinta
bacteriana, e tratadas por &cido jasménico induziram a
atividade da POD em 6 e 12 dias apds a inoculagao do
patdgeno, o que resultou em redugao de 28% da doenca
nessas plantas. Ngadze et al. (2012) evidenciaram
que o aumento da atividade dessa enzima verifica a
resisténcia de batatas a podriddo mole causada por
Pectobacterium atrosepticum, P. carotovorum subsp.
brasiliensis e Dickeya spp.

Dessa forma ressalta-se que o OEG néao
apresentou efeito direto sobre a C. beticola, porém
ativou mecanismos de defesa nas plantas de beterraba,
com a ativagdo da atividade de POD que resultaram
na reduacdo do desenvolvimento da cercosporiose
nas folhas de beterraba. Destaca-se que o uso desse
6leo esssenciail além de apresentar esses resultados
promissores, pode ser utilizado como alternativa
aos produtos quimicos para a agricultura organica,
permitindo a produgdo de beterrabas de forma
sustentavel ao meio ambiente (Raveau et al., 2020).
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O oleo essencial de guacatonga (Casearia
sylvestris) néo apresentou agéo fungitdxica, sobre C.
beticola, apenas sobre os patogenos . P. infestans e
C. lindemuthianum nos testes in vitro, mas, apresentou
efeito direto sobre as plantas de beterraba no controle
da cercospora, induzindo resisténcia na planta sobre o
patdgeno.
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