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Resumo

OLANDA, Gabriela Berguenmaier de. Aplicacdo do dleo essencial de Tagetes
minuta (Chinchilho) no tratamento de sementes de feijao. 2018. 115f. Doutorado
(Doutorado em Agronomia). — Programa de Pdés-Graduagdo em Sistemas de
Producdo Agricola Familiar, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O obijetivo do trabalho foi avaliar a acdo volatil do 6leo essencial de T. minuta sobre
S. sclerotiorum e M. phaseolina, in vitro, e no tratamento de sementes de feijao, bem
como seu efeito na qualidade fisiologica das sementes. Foram realizados 3
experimentos em laboratério. No primeiro, os fitopatdgenos foram expostos a
diferentes volumes do 6leo essencial, in vitro. Para S. sclerotiorum foram utilizados os
volumes de 2, 5, 10, 15 e 20uL e para M. phaseolina 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70 e 75uL de 6leo essencial. Com base nos resultados, foram testadas ainda in
vitro, combinacdes entre volumes de 6leo essencial e tempos de exposi¢do, 0s quais
foram de 10, 15, 20 e 25uL para S. sclerotiorum e 75, 80, 85, 90, 95 e 100uL para M.
phaseolina, por periodos de exposicdo de 24, 48, 72 e 96h. Nesses dois primeiros
ensaios, os resultados foram apresentados em taxa de inibicdo do crescimento
micelial (TIC), sendo que para S. sclerotiorum, no segundo ensaio, também em taxa
de numero de esclerddios (TNE) e taxa de massa de esclerddios (TME). O terceiro
experimento, que usou como base os resultados das etapas anteriores, consistiu no
tratamento de sementes via volatilizacdo, com sementes inoculadas e n&do inoculadas
com os fungos. Para S. sclerotiorum foram usados 150, 300, 600 e 1200uL de 6leo
essencial e para M. phaseolina 600, 1200, 2400 e 4800uL, com 24h de exposicao. As
sementes tratadas foram semeadas em substrato e, ap0s 21 dias para S. sclerotiorum
e 15 dias para M. phaseolina, foram avaliados o comprimento de parte aérea (CPA) e
raiz (CR), a massa seca de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR), a taxa de indice de
doenca (TID) e taxa de incidéncia de doenca (TIN). Em todas etapas foi adotado o
delineamento inteiramente casualisado com 6 repeticbes. A analise estatistica foi
realizada por modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicdo Beta e andlise
de componentes principais. A exposicdo dos fitopatdgenos aos volateis do 6leo
essencial resultou no aumento na TIC em ambos fungos e diminuicdo da TNE e TME
de S. sclerotiorum, apresentando um comportamento volume-dependente e tempo-
dependente. Sobre as plantulas de feijéao, se verificou reducao da TID e TIN causadas
por ambos patdégenos, mostrando um comportamento volume-dependente. As
menores TID e TIN foram obtidas com 1200uL do éleo essencial para S. sclerotiorum
e com 4800uL para M. phaseolina, em ambos casos com 24h de exposi¢éo. O volume
de oOleo essencial eficiente para o controle dos fungos teve baixa correlacdo negativa
com as variaveis de crescimento das plantas de feijdo. As plantulas da cultivare BRS
Expedito e Carioca demostraram comportamentos diferenciados em resposta a
interacdo existente entre patdogeno e Oleo essencial de T. minuta. O tratamento de
sementes de feijdo com o uso de volateis do 6leo essencial de T. minuta se mostrou
uma estratégia promissora para a produgcdo de sementes agroecoldgica e necessita
novos estudos para aprimorar a técnica de utilizagdo em maior escala.

Palavras-chave: Fumigacdo; Macrophomina phaseolina; Phaseolus vulgaris;
Sclerotinia sclerotiorum; Volatilizag&o.



Abstract

OLANDA, Gabriela Berguenmaier de. Application of the essential oil of Tagetes
minuta (Chinchilla) in the treatment of bean seeds. 2018. 115f. Doctoral Thesis
Graduate Program in Family Agricultural Production Systems. Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2018.

The objective of this work was to evaluate the volatile action of T. minuta essential oil
on S. sclerotiorum and M. phaseolina, in vitro, and on the treatment of bean seeds, as
well as its effect on the physiological quality of the seeds. Three experiments were
carried out in the laboratory. In the first, phytopathogens were exposed to different
volumes of the essential oil, in vitro. For S. sclerotiorum the volumes of 2, 5, 10, 15
and 20uL and for M. phaseolina 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 and 75uL of
essential oil were used. Based on the results, they were further tested in vitro,
combinations of essential oil volumes and exposure times, which were 10, 15, 20 and
25uL for S. sclerotiorum and 75, 80, 85, 90, 95 and 100uL for M. phaseolina, for
exposure periods of 24, 48, 72 and 96h. In the first two trials, the results were
presented in mycelial growth inhibition rate (GIR), and for S. sclerotiorum, in the
second trial, also in sclerode number rate (SNR) and sclerode smear mass rate
(SSMR). The third experiment, which used as a basis the results of the previous
stages, consisted in the treatment of seeds via volatilization, with seeds inoculated and
not inoculated with fungi. For S. sclerotiorum 150, 300, 600 and 1200uL of essential
oil were used and for M. phaseolina 600, 1200, 2400 and 4800uL, with 24h exposure.
The treated seeds were sown on substrate and, after 21 days for S. sclerotiorum and
15 days for M. phaseolina, the length of aerial part (LAP) and root (LR), the dry mass
of aerial part (DMAP) and root (DMR), disease index rate (DIR) and disease incidence
rate (INR). In all stages, the design was completely randomized with 6 replicates. The
statistical analysis was performed by generalized linear models (GLM) with Beta
distribution and principal components analysis. The exposure of phytopathogens to
essential oil volatiles resulted in an increase in GIR in both fungi and a decrease in
SNR and SSMR of S. sclerotiorum, presenting a volume-dependent and time-
dependent behavior. On the bean seedlings, there was a reduction of DIR and INR
caused by both pathogens, showing a volume-dependent behavior. The lowest DIR
and INR were obtained with 1200uL of the essential oil for S. sclerotiorum and 4800uL
for M. phaseolina, in both cases with 24h exposure. The volume of essential oil efficient
for fungi control had low negative correlation with the bean plant growth variables. The
seedlings of the cultivar BRS Expedito and Carioca demonstrated differentiated
behaviors in response to the interaction between pathogen and essential oil of T.
minuta. The treatment of bean seeds with the use of volatile of the essential oil of T.
minuta has shown to be a promising strategy for agroecological seed production and
requires new studies to improve the technique of use on a larger scale.

Key words: Fumigation; Macrophomina phaseolina; Phaseolus vulgaris; Sclerotinia
sclerotiorum; Volatilization.
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1 Introducao

O uso de agrotoxicos quimicos sintéticos, no Brasil, vem crescendo de modo
alarmante nos ultimos anos, pois tais produtos sdo considerados extremamente
relevantes para o modelo de agricultura apregoado para a producdo extensiva de
commodities. Provocando, desde a década de 60, drasticas mudancas sobre a
agricultura tradicional do pais, além de danos ao meio ambiente e ao homem
(LONDRES, 2011).

As altas taxas de residuos de agrotdxicos quimicos sintéticos encontrados em
alimentos (ANVISA, 2016), vém desencadeando uma demanda por alimentos
organicos, produzidos dentro de um contexto social e ambiental mais favoravel,
impulsionando a producéo agroecoldgica.

Ademais, a agricultura familiar vem ganhando forca com o avanco dos debates
sobre desenvolvimento sustentavel, soberania alimentar e desenvolvimento local,
tanto que 2014 foi escolhido pela FAO como o Ano Internacional da Agricultura
Familiar (FAO, 2014). Programas governamentais como o PAA (Programa de
Aquisicdo de Alimentos) e PNAE (Programa Nacional de Alimentacdo Escolar) e mais
recentemente com a PNAPO (Politica Nacional de Agroecologia e Producao
Organica) tém alavancado a produc¢éo agroecolégica, garantindo maior remuneracao
para as familias, além de outros beneficios como qualidade de vida e soberania
alimentar.

Nos sistemas organicos de producdo de alimentos, as sementes e mudas
devem provir de sistemas também organicos, exceto se houver indisponbilidade
desses materiais de propagacdao, ficando vedado o uso de agrotdxicos sintéticos no
tratamento e armazenamento de sementes e mudas organicas (BRASIL, 2011).

Silva e Machado (2013), elucidam a eficiéncia e a importancia do uso de
compostos derivados de plantas, entre eles 0s 0leos essenciais, principalmente nos
sistemas de producdo organica, no tratamento de sementes para 0 manejo de
fitopatdgenos. Além de outros organismos, como insetos e bactérias (KNAAK; FIUZA,
2010). Esses compostos podem apresentar acdo fungitoxica direta sobre
microrganismos e elicitora, através da inducdo de resisténcia, ativando o0s
mecanismos de defesa nas plantas (STANGARLIN et al., 2011).



19

A espécie Tagetes minuta, planta aromatica, nativa da América do Sul,
pertencente a familia Asteraceae, popularmente conhecida como chinchilho,
chinchila, erva fedorenta, caléndula selvagem, caléndula mexicana, entre outos,
apresenta multifuncionalidade, principalmente no que tange ao uso do seu Oleo
essencial, sendo a sua composi¢cao quimica de natureza majoritariamente terpénica
(VASUDEVAN et al., 1997; VISINTIN; BERNARDELLO, 2005; LOPEZ et al., 2009;
GAKUUBI et al., 2016). Em estudos, o 6leo essencial vem demostrando efeitos anti-
helmintico, repeléncia a insetos, antisséptico, germicida, bactericida, nematicida,
inseticida, fungicida, antiviral e potencial para o0 manejo de fitopatégenos e insetos em
sistemas produtivos e no armazenamento, além de parasitas no ambito da pecuéria
(GAKUUBI et al., 2016).

O feijao (Phaseolus vulgaris) é uma das espécies com relevancia social-
econbmica mais importante para agricultura familiar no Brasil, pois além de ser
utilizado para consumo préprio, garantindo a soberania alimentar das familias de
agricultores, também é gerador de renda, através da comercializacdo (VIEIRA et al.,
2005; TARSITANO et al., 2015).

Muitas doencas observadas nos campos de producao de feijao séo transmitidas
por sementes. Essas doengcas assumem importancia diferenciada, dependendo da
regido em que é feito o cultivo, pois o feijao é produzido em diversos ecossistemas,
durante todo o ano, sobre varias condi¢cées de clima, solo e manejo, além de possuir
diversas cultivares, com caracteristicas genéticas variadas em relacdo a resisténcia
aos fitopatégenos (CTSBF, 2012).

As doencas, aquelas causadas pelos fungos Sclerotinia sclerotiorum, causador
do mofo branco, e Macrophomina phaseolina, agente da podridao cinzenta, mostram-
se de extrema relevancia, pois ambos produzem estruturas de resisténcia, chamadas
esclerdédios, com potencial de permanéncia no solo por longos periodos (OLIVEIRA,
2005; GUPTA et al., 2012). Sclerotinia sclerotiorum, ocorre em um grande numero de
paises, principalmente em regides de clima temperado e subtropical (BIANCHINI et
al., 1997) e M. phaseolina em regifes de clima quente, sendo que no Brasil, os
maiores danos ocorrem na regido Nordeste, devido as condi¢cdes climaticas
favoraveis, chegando a causar prejuizos consideraveis em diversas culturas
(CARDOSO et al., 1996).

Evidenciando-se a importancia do cultivo do feijao para a agricultura familiar, a

demanda crescente pela busca de alimentos agroecoldgicos e a necessidade de
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estudos que venham a corroborar com a producdo de sementes em sistemas
organicos de producao, objetivou-se avaliar a acéo volatil do 6leo essencial de T.
minuta, in vitro, sobre S. sclerotiorum e M. phaseolina e o efeito da aplicagédo do dleo
essencial de T. minuta, via volatilizagdo, em sementes de feijao, no manejo das
doencas ocasionadas por S. sclerotiorum e M. phaseolina e na qualidade fisiol6gica

das sementes.



2 Revisado da Literatura

2.1 Aspectos sobre o feijéo

O feijdo (Phaseolus vulgaris) pertence a ordem Rosales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboidae (VILHORDO et al., 1996). O seu centro de origem, aceito
atualmente, € o Continente Americano, sendo que a diversidade genética do feijao
pode ser agrupada em trés pools génicos geograficos sendo eles: Mesoamericano
(México, América Central e Colémbia), Andino-Sul (sul do Peru, Bolivia e Argentina)
e Intermediario (Equador e norte do Peru), que teria derivado dos dois primeiros
(ANTUNES, 2008). A domesticacdo das cultivares de feijao ocorreu de forma multipla
nas Américas, de forma independente dos pools génicos Mesoamericano, Andino e
Intermediario, resultando nos centros primarios de domesticacdo na América Central
e no Sul do Peru, e um terceiro, localizado na Colombia (GEPTS; DEBOUCK, 1991).
No entanto, Freitas (2006) sugere que a origem da domesticacdo foi em Unico evento,
entre o Norte da América do Sul e o México.

O feijdo, além de sua importancia cultural e nutricional, se destaca pela sua
relevancia econbmica e social no Brasil, pois a producdo € realizada
predominantemente nos pequenos estabelecimentos agropecuarios baseados no
trabalho familiar (TARSITANO et al., 2015), sendo igualmente essencial na
alimentacdo, pela garantia da soberania alimentar dessas familias, e também como
fonte geradora de renda, através da venda de seu excedente.

No Brasil, segundo Paula Junior e Wendland (2012), o feijdo é produzido em
quatro épocas, conforme a regido, que compreendem a primavera-verao, verao-
outono, outono-inverno e inverno-verdo. A primeira € conhecida como feijdo das
“aguas”, em que a semeadura é realizada entre os meses de outubro e novembro, e
a colheita se da entre janeiro e fevereiro. Nesta época, embora quase nao haja
necessidade de irrigacdo, a cultura pode vir a apresentar incidéncia de fitopatégenos
devido a umidade excessiva. Na época verdo-outono, comumente chamada de
‘safrinha”, a semeadura se da entre fevereiro a margo, sendo que pode haver

escasses de chuvas e aparecimento de virus do mosaico dourado (Bean golden
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mosaic virus), principalmente em areas em que o feijdo sucede a soja, hospedeira da
mosca branca, que € vetor do virus. No periodo de outono-inverno, o qual demanda
atla tecnologia, principalmente no que tange ao manejo de irrigacdo, a semeadura
ocorre entre abril e junho, no entanto em locais que apresentam baixas temperaturas,
o plantio ndo é aconselh&vel, visto que as doencas mofo-branco e murcha de fusarium
podem ser destrutivas. Ja, no inverno-verdo, a semeadura se da entre junho e inicio
de agosto havendo economia com irrigacdo, porém a maturacdo pode coincidir com o
inicio das chuvas, ademais, evidencia-se a incidéncia de mofo branco, embora menor
que a época anterior, e de ferrugem.

Historicamente, devido a sua boa adaptabilidade as varias condicdes
edafocliméticas do Brasil, o feijdo faz parte da maioria dos sistemas produtivos dos
pequenos e médios produtores, sendo que o cultivo na época de inverno (periodo
seco), sob irrigacdo, vem atraindo médios e grandes produtores, usuarios de
tecnologia (PAULA JUNIOR; WENDLAND, 2012). Na safra de 2017-2018, no Brasil,
a producdo de feijdes foi de 3.116,5 mil toneladas (CONAB, 2018), sendo que,
segundo a Comisséo Técnica Sul-brasileira de Feijao (2010), 60% dessa producéo
provém da agricultura familiar. Entretanto, parte dela vem sendo feita em grande
escala, o que diminui a representatividade da agricultura familiar, devido a
modernizacdo proposta pela revolugao verde, com tecnologias ndo apropriadas aos
pequenos produtores e que se mostram mais caras, agressivas e degradantes ao
meio ambiente. Ademais, de acordo com Didonet et al. (2009), varias podem ser as
causas para a baixa produtividade do feijoeiro-comum na agricultura familiar, como
alto custo dos insumos, auséncia de controle de pragas e doencas, perda da
biodiversidade, sistemas de producao inadequados e insustentaveis e o abandono de

praticas de cultivo tradicionais.

2.2 Doencgas associadas a sementes de feijéo

No cultivo do feijao, o uso de sementes com baixa qualidade, principalmente
no que tange os aspectos sanitarios, €, possivelmente, como o0 maior agravante na
producéo. Se estima que menos de 10% das sementes utilizadas no Brasil sdo sadias,

0 que promove a disseminac¢ao de fitopatdgenos e, por consequéncia, um aumento
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na utilizacdo de agrotdxicos, a iniciar pelo tratamento de sementes, contaminado
guem a manusea, o ambiente e os consumidores (AIDAR; KLUTHCOUSKI, 2009).

Rava e Costa (2009) mencionam que para que haja um avanco para uma
agricultura sustentavel no ambito do cultivo do feijdo, se faz necessario o uso de
praticas intensivas de manejo das areas, rotacbes de culturas, preservacdo dos
inimigos naturais e uso de sementes sadias, sendo essa Ultima medida responséavel
por um aumento no rendimento de até 45%.

As doencas transmitidas por sementes nos sistemas de producdo de feijao
assumem importancia diferenciada, dependendo da regido em que é feito o cultivo,
pois ele € produzido em diversos ecossistemas, durante todo o ano, sobre varias
condicbes de clima, solo e manejo, além de possuir diversas cultivares, com
caracteristicas genéticas variadas em relagcdo a resisténcia aos fitopatégenos
(CTSBF, 2012).

Os fungos de maior importancia em sementes de feijdo, segundo o Manual de
Andlise Sanitaria de Sementes, sédo Colletotrichum lindemuthianum, Phaeoisariopsis
griseola, Fusarium solani, Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, M. phaseolina,
Rizoctonia solani e S. sclerotiorum (BRASIL, 2009a). Da mesma forma, eles também
estdo elencados entre as principais doencas do feijdo na Regido Sul do Brasil, de
acordo com a Comisséo Técnica Sul-brasileira de Feijao (2012).

2.2.1 Mofo branco no feijao

O mofo branco, causado por S. sclerotiorum, € uma doenca que afeta a cultura
do feijdo em todo mundo (FIALHO et al., 2015). Esse fungo pode estar associado a
mais de 400 espécies de plantas, tanto cultivadas, como a soja (Glycine max), algodao
(Gossypium herbaceum), alface (Lactuca sativa), repolho (Brassica oleracea var.
capitata), tomate (Lycopersicon esculentum), girassol (Helianthus annuus) e ervilha
(Pisum sativum), como as espontaneas, como o picdo (Bidens pilosa), carrapicho
(Cenchrus echinatus), caruru (Amaranthus viridis), mentrasto (Ageratum conyzoides)
e vassoura (Baccharis spicata) (PAULA JUNIOR et al., 2010). No Brasil, a doenca se
apresenta disseminada na maioria das areas de producao, podendo ocasionar perdas

totais de rendimento em condi¢gdes ambientais favoraveis (FERREIRA et al., 2014).
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Pode se mostrar bastante severa em regides com temperaturas amenas de 15°C a
20°C e alta umidade, principalmente em areas irrigadas na safra outono-inverno, como
se evidencia no Sudeste e Centro-Oeste, tornando-se ainda mais prejudicial com o
crescimento vegetativo abundante da cultura, pouco arejamento, pouca penetracao
de luz, drenagem deficiente do solo e rotacdo de culturas inadequadas (PAULA
JUNIOR et al., 2010).

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo habitante do solo, que sobrevive
principalmente na forma de esclerédios, a sua estrutura de resisténcia, que
inicialmente sdo claros e depois tornam-se escuros e irregulares com até dois
centimetros de comprimento (FIALHO et al., 2015). Podem germinar de forma
miceliogénica, produzindo hifas, ou carpogénica, produzindo apotécios, 0s quais
representam a sua fase sexuada. Os apotécios séo de formato chato a céncavo, com
ascos cilindricos, medindo de cinco a 15 milimetros de didmetro, com oito ascosporos
cada um, que sao elipsoides e hialinos, com dimensdes de 4-6 x 9-14um (BIANCHINI
et al., 1997; PAULA JUNIOR et al., 2010).

A doenca na lavoura geralmente inicia em reboleiras, principalmente nos locais
com alta densidade de plantas e com cultivares de feijdo de habito indeterminado
(PAULA JUNIOR et al., 2010). Os sintomas podem ser observados em toda a parte
aérea da planta, através de lesGes pequenas e aguosas, que aumentam de tamanho
e descoloracdo dos tecidos, que em seguida amarelecem e depois ficam marrons,
produzindo uma podriddo mole, na qual, sob umidade, desenvolve-se micélio branco
e cotonoso, que a partir de seu engrossamento forma os esclerédios (BIANCHINI et
al, 1997; FIALHO et al., 2015). Eles podem estar presentes nas vagens, juntamente
com as sementes. Estas, quando infectadas, tornam-se descoloridas, sem brilho,
enrugadas e menores ou podem, até mesmo, ndo apresentar qualquer sintoma
externo. Nesse Ultimo caso, tem sido verificado 0,5% de isolamento do fungo em
sementes sem nenhum sintoma externo da doenca e 12% de sementes com sintoma.
Com isso, se evidenciam prejuizos diretos tocantes a menor produtividade e indiretos
relativos a condenacéo de areas para produgcdo de sementes, aumento do custo de
producéo e custo ambiental, decorrentes do controle quimico (PAULA JUNIOR et al.,
2010).

A penetracdo do fungo ocorre pelos estbmatos e mais frequentemente pela
cuticula de forma direta, através de apressoérios simples a colchdes de infecgéo, que

é dificultada pela necessidade de energia requerida pelo fungo para a producéo dos
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apressorios e pelo contato fisico direto. A colonizacdo se da através do crescimento
das hifas a partir de vesiculas localizadas entre a cuticula e a camada de células da
epiderme e intercelularmente no cértex, sendo que 48 horas apds a penetracéo ocorre
a exteriorizacdo dos sinais do fungo e 3 a 7 dias ocorre a formacao de esclerddios
externa e internamente nos tecidos do hospedeiro. A penetracao e a colonizagéo sao
completadas em 2 a 3 dias, com necessidade de 4gua livre na interface entre o indculo
e o tecido (CARDOSO, 1994). A infeccao ocorre geralmente nas axilas das plantas,
em torno de 10 a 15 cm acima da linha do solo, onde ficam aderidas folhas e pétalas
caidas. A doenca torna-se importante no florescimento, pois depois que a florada cai,
a doenca dissemina-se rapidamente, porque a flor € fonte primaria de energia,
servindo de energia para o fungo iniciar a infeccao (OLIVEIRA, 2005). A producédo dos
apotécios, necessita de 10 a 14 dias com potencial matricial de agua no solo de -250
mb e temperatura entre 15°C a 18°C, sendo inibida com temperaturas acima de 20°C.
Para a germinagéo dos ascOsporos a temperatura limitante € acima de 30°C e abaixo
de 5°C, sendo o 6timo em torno de 20°C (CARDOSO, 1994). A disseminacado ocorre
através dos ascosporos via correntes de ar, implementos agricolas, animais, 0 homem
e nas sementes. Nas sementes a transmissao ocorre via micélio dormente (interno) e
via esclerdcios misturados as mesmas, sendo que uma vez introduzido na area, o
patégeno torna-se de dificil erradicacdo (HENNING et al., 2014). Ademais, o micélio,
nas sementes, pode sobreviver na forma dormente por 3 anos e os esclerddios,
sobreviver no solo, de 6 a 8 anos (BIANCHINI et al., 1997).

No que tange o controle da doenga, as dificuldades se mostram na persisténcia
da fonte de inéculo no solo, através dos esclerddios, pela ampla gama de hospedeiros
do patégeno e pela falta de germoplasma altamente resistente (STEADMAN et al.,
2002). Desenvolvimento de cultivares resistentes € a estratégia de gestao da doenca
mais econdmica para o agricultor (STEADMAN et al., 2002). Nesse sentido, muitas
linhagens vém sendo testadas, com foco no melhoramento de cultivares resistentes
ao mofo branco (FERREIRA et al., 2014; JHALA et al., 2014; SOFKOVA; KIRYAKQV,
2014). Lima et al. (2013) apontam que uma das estratégias para reduzir a doenca e
melhorar o rendimento esta no desenvolvimento de cultivares de feijao, que combinem
a resisténcia fisiologica e a evasao de arquitetura para o mofo branco. Ademais, faz
necessario o uso de sementes ndo contaminadas, aplicacdo de fungicidas, rotacéo de
culturas, eliminagao de restos culturais, controle da irrigacao, utilizacao de cultivares

mais eretas e aumento do espagcamento entre fileiras (CARDOSO, 1994).
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2.2.2 Podridao cinzenta do caule

Macrophomina phaseolina, agente causal da podriddo cinzenta do caule na
cultura do feijdo, afeta em torno de 500 outras espécies. Se caracteriza por ser um
habitante natural do solo, com grande variabilidade patogénica e alta capacidade de
sobreviver sob condi¢cdes adversas. No Brasil, 0s maiores danos ocorrem na regido
Nordeste, devido as condi¢cfes climaticas favoraveis, chegando a causar prejuizos
consideraveis em diversas culturas (CARDOSO et al., 1996).

O fungo apresenta uma grande variabilidade morfologica e genética, com
variaveis taxas de crescimento micelial, tempo de formacéo de picnidios e viruléncia
(PORCH et al., 2014). Sobrevive no solo como saprdfita, principalmente na forma de
esclerddios, por um periodo de 2 a 15 anos e em sementes assintomaticas na forma
de micélio e sintomaticas como esclerédios, por um periodo de até 3 anos (GUPTA et
al., 2012). A penetracdo do fungo ocorre através da pressdao mecanica e pela
dissolucédo da parede celular através da secre¢do das enzinas poligalacturonase e
celulase, sendo que o desenvolvimento intercelular do micélio e a sua intima
associacdo com a parede celular do cértex estao correlacionadas com a concentracéo
de poligalacturonase. A temperatura ideal para a patogenicidade é de 28°C a 35°C
com baixa precipitacdo, pois em ambientes imidos os esclerédios vivem até 2 anos e
0s micélios por até 7 dias (IJAZ et al., 2013). A infec¢do ao ocorrer precocemente, via
sementes contaminadas ou pelos esclerddios e micélio sobreviventes no solo causam
0s sintomas de cancros pretos deprimidos com bordas bem definidas em anéis
concéntricos, que podem rodear o caule, sendo que acima da plantula nota-se
amarelecimento e murcha, com consequente tombamento. Ja nas plantas
desenvolvidas, nota-se desenvolvimento lento da doenga, ocasionando raquitismo,
cloroso e desfolhamento prematuro, sendo que no centro das lesfes sdo encontrados
0s picnidios e os esclerddios. As vagens ao entrarem em contato com o0 solo
contaminado tornam as sementes infectadas devido a invasdo do patdégeno
(CARDOSO et al., 1996).

Ademais, segundo Gupta et al. (2012), vém sendo desenvolvidas medidas de
controle para M. phaseolina, as quais incluem a rotacéo de culturas, plantio direto,
irrigacdo, uso de agentes biologicos no tratamento de sementes e no solo, adubacao

organica, correcao do solo, fertilizacdo do solo, densidade de semeadura, solarizacao,
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uso de fungicidas no solo, na parte aérea e nas sementes, uso de reguladores de
crescimento e tratamento de sementes com plantas, que apresentem atividade

antimicrobiana.

2.3 Oleos essenciais: caracteristicas gerais e aplicacdes

Os dleos essenciais apresentam vérias formas de uso, sendo principalmente
destinados para a industria farmacéutica, de produtos de limpeza e higiene, de
alimentos, de tintas e na agricultura, com foco no controle biolégico de doencas e
insetos (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Estes produtos, caracterizam-se por serem a mistura de substancias volateis,
lipofilicas, de baixo peso molecular, com odor agradavel e marcante, na forma liquida.
Além disso, sdo geralmente incolores ou amarelados, com sabor acido a picante,
insolaveis em 4gua e instaveis na presenca do ar, luz e calor (MORAIS, 2009).

Os 6leos essenciais sdo provenientes do metabolismo secundario das plantas,
gue na natureza apresentam funcdes ecoldgicas importantes nos vegetais, como
atrativos para polinizadores e dispersores de sementes, atuam na competicdo entre
plantas e na simbiose entre plantas e microrganismos, além de protegerem as plantas
contra herbivoros e infecgBes de microrganismos patogénicos (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Sao classificados, quimicamente, nas classes dos terpenos e dos compostos
fendlicos (fenilpropandides). Os terpenos séo sintetizados a partir dos isoprenos (5
unidades de carbono) isopentil fosfato (IPP) e dimetil-alil-fosfato (DMAPP), sendo que
as rotas de producao do IPP s&o no citoplasma e no cloroplasto (BIASI; DESCHAMPS,
2009; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os compostos secundarios produzidos por todas as plantas variam em
qualidade e quantidade de uma espécie para outra, até mesmo na quantidade do
metabolito de um local de ocorréncia ou ciclo de cultivo para outro, s&o
desencadeados, muitos deles, por fatores externos a que as plantas estdo expostas
(FERREIRA; AQUILA, 2000; MORAIS, 2009). S&o distribuidos de forma uniforme na
planta, pois a sua producéo ocorre em 0rgéo, tecido especifico ou tipo de célula em
determinado estagio de desenvolvimento (RAVEN et al, 2011). No caso dos 0leos

essenciais, eles sdo armazenados em estruturas externas, nos tricomas glandulares,
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e internas, nas células parenquimatosas diferenciadas, em bolsas esquizégenas
(afastamento das células) ou lisigenas (lise das células) e em canais oleiferos, que
consistem em espacos alongados no interior dos tecidos (BIASI;, DESCHAMPS,
2009).

O uso dos Oleos essenciais sobre diversos organismos tais como fungos,
insetos e bactérias vém apresentados resultados promissores em seu controle
(KNAAK; FIUZA, 2010). Podendo apresentar acdo fungitéxica direta sobre
microrganismos e elicitora, através da inducdo de resisténcia, ativando o0s
mecanismos de defesa nas plantas (STANGARLIN et al., 2011).

2.3.1 Tratamento de sementes com 6leos essenciais

O uso de sementes de baixa qualidade mostra-se como um dos principais
facilitadores na ocorréncia de doencas na cultura do feijao, sendo que entre as
medidas de controle estdo o0 uso de cultivares resistentes (Que mesmo sendo uma
medida eficaz e econbmica, ndo apresentam resisténcia a todas as doencas),
sementes de boa qualidade fitossanitaria, rotacdo de -culturas, eliminacdo de
hospedeiros secundarios, época de semeadura adequada, entre outros, além do
controle quimico, tanto via foliar quanto via semente (MANOS et al., 2013).

A qualidade das sementes € afetada por fatores genéticos intrinsecos as
espécies, fisicos referentes a impurezas, fisiologicos relacionados ao ambiente de
producdo, momento da colheita, além do manuseio nas fases de colheita,
beneficiamento e armazenamento e fatores sanitarios devido ao efeito deletério
provovado por microrganismos e insetos desde o campo de producdo até o
armazenamento (LUCCA FILHO; FARIAS, 2012).

Entre os mecanismos utilizados para minimizar a acdo desses organismos esta
o tratamento quimico das sementes, que objetiva a erradicacao dos fitopatdbgenos
associados a elas e também de fungos de solo, a fim de garantir protecéo as sementes
e as plantulas. Além disso, impedir a transmissao de patégenos para a plantula,
reduzir a fonte de inéculo, evitando epidemia no campo e reduzir custos com produtos
gue venham a ser aplicados na parte aérea. As formas de tratamento quimico de

sementes podem ser via seca e via umida, sendo o ultimo subdividido em imerséo,
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slurry, pulverizagéao e outros como peletizacéo e fumigagéo (LUCCA FILHO; FARIAS,
2012).

Nesse sentido, Silva e Machado (2013), elucidam a eficiéncia e a importancia
do uso de compostos derivados de plantas, entre eles os 0Oleos essenciais, no
tratamento de sementes para 0 manejo de fitopatdgenos, enfatizando a sua
Importancia, principalmente, nos sistemas de produgao organica.

Na literatura, alguns trabalhos vém demostrando com sucesso 0 uso desses
compostos, agindo positivamente sobre os fitopatdgenos, sem alterar a qualidade
fisiologica das sementes. A exemplo, Nguefack et al. (2008), ao tratarem sementes de
arroz com os Oleos essenciais de Cymbopogon citratus, Ocimum gratissimum e
Thymus vulgaris, encontram efeitos eficientes sobre Alternaria padwickii, Bipolaris
oryzae e Fusarium moniliforme, além de melhorias no potencial de germinacao das
sementes. Ja, Van Der Wolf et al. (2008), ao avaliarem os 6leos essenciais de Ocimum
basilicum, Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum, Leptospermum
scoparium, Origanum vulgare, Mentha sp. e T. vulgaris no tratamento de sementes de
couve (Brassica oleracea), obtiveram resultados promissores sobre Xanthomonas
campestris pv. campestris, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Alternaria dauci e Botrytis aclada, com efeitos fitotoxicos, somente em altas doses de
C. zeylanicum. Também, Mbega et al. (2012), chegaram a resultados promissores ao
utilizar os 6leos essenciais de Eucalyptus globules e Rosmarinus officinalis no
tratamento sementes de tomate reduzindo a incidéncia e severidade de Xanthomonas
spp. sem efeitos negativos sobre a qualidade fisiolégica das sementes. Ademais,
Tagne et al. (2013), tratando sementes de milho (Zea mays) com os 6leos essenciais
de O. gratissimum e C. citratus, obtiveram efeitos satisfatérios na reducédo da
incidéncia de F. moniliforme e melhorias no potencial de germinacao.

A utlizacdo da fase volatii dos Oleos essenciais, via fumigacdo, vém
dispertando cada vez mais o interesse de pesquisadores, pois permite uso de
concentragcbes mais baixas em comparagdo com 0 uso via contato, possibilidade de
uso em diferentes ambientes e inalteracdes nas propriedades organolépticas de
alimentos, sendo que para cada microrganismo e volatil de Oleo essencial, estudos
sao necessarios (LAIRD; PHILLIPS, 2011). Além de natureza relativamente néo toxica
e degrabilidade (CABRAL et al., 2013).

Nesse contexto, o uso dos 6leos essenciais na fase volatil, via fumigacao, vem

se mostrando com grande potencial no tratamento de sementes e graos
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armazenados, para a reducao de fitopatdégenos, inclusive os deletérios, produtores de
micotoxinas (DHINGRA et al., 2009; MANNAA; KIN, 2017). Esse método, vem
apresentando resultados mais eficientes sobre fitopatdgenos do que via contato
(SOYLU et al., 2010; MA et al., 2015), além de demostrar menores efeitos negativos
sobre a qualidade fisiolégica das sementes (MIRANDA et al., 2015). Sendo isso
observado por AnZlovar et al. (2017), ao testarem o 6leo essencial de T. vulgaris no
tratamento de sementes de trigo (Triticum aestivum) visando o controle dos
fitopatdgenos Alternaria alternata, Alternaria infectoria, Aspergillus flavus, Epicoccum
nigrum e Fusarium poae, obtendo como resultados, eficiéncia do tratamento via
contato e via fumigacao sobre os fitopatégenos, mas apenas via fumigagcédo, nenhuma
acado negativa sobre as sementes. No entanto, Karaca et al. (2017), ao testarem
diferentes 6leos essenciais em sementes de trigo, via contato e fumigagéo, chegaram
a resultados eficientes sobre Tilletia tritici com os 6leos de Allium cepa, Mentha sp. e
O. vulgari, porém reducao do potencial germinativo das sementes.

Cabe mencionar, que em sementes, as quais podem vir a serem consumidas,
a utilizacdo dos compostos volateis de O6leos esséncias, mostra-se interessante,
devido a inexisténcia de residuos quimicos sintéticos e toxinas produzidas por
microrganismos, além de qualidade nutricional e sem altera¢des nas propriedades
organolépticas (DHINGRA et al., 2009; LAIRD; PHILLIPS, 2011), conforme vem sendo
demostrado no manejo pés-colheita com a utilizacdo dos volateis de S. aromaticum e
Brassica nigra em frutos de morango (Fragaria ananassa) (AGUILAR-GONZALEZ et
al., 2015) e os compostos thymol e linanol em uvas de mesa (Vitis vinifera) (SHIN et
al., 2014) visando o controle de Botrits cinera. Além dos compostos carvacrol,
cinnamon oil, 1,8-cineole, trans-cinnamaldehyde, citral, clove oil, p-cymene, eugenol,
geraniol, (£)-limonene, linalool, menthone, (1R)-(+)-a-pinene, (1S)-(-)-a-pinene e (-
pinene em frutos de pimenta (Capsicum annuum) para o controle de Colletotrichum
gloeosporioides (HONG et al., 2015).

Por fim, Silva e Machado (2013) enfatizam a importancia da determinacéo da
concentracdo dos compostos secundarios, provenientes de plantas, que ndo sejam
toxicos as sementes, mas sejam eficientes contra aos fitopatdbgenos. Ademais,
mencionam a importancia de fatores como tempo de exposicdo, tecnologia de
aplicacao dos compostos, tipo de produtos a serem aplicados em mistura ou de forma

separada e viabilidade econdmica.
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2.3.2 Efeito dos 6leos essenciais na qualidade fisiolégica das sementes

O estudo do potencial dos 6leos essenciais no controle de insetos,
fitopatbgenos e como herbicida ja se encontra bastante difundido, principalmente no
contexto da producdo orgéanica (MAIA et al., 2015). Mais especificamente no
tratamento de sementes, muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos com a finalidade
de inibir agentes patogénicos associados as sementes, sem que isso venha a causar
danos fisioldgicos as mesmas (HILLEN et al., 2012; MONDEGO et al., 2014; SILVA et
al., 2014).

A germinacéo e o vigor sdo alguns dos elementos, que compde a qualidade
fisiol6égica das sementes, sendo que o primeiro se baseia na capacidade de a semente
dar origem a uma plantula normal, ao passo que, o segundo determina o potencial
maximo de desempenho de sementes na germinacdo e emergéncia de plantulas
(PESKE; BARROS, 2012).

Trabalhos vém demostrando que algumas sementes, dependendo das
espécies, assim como alguns 6leos essenciais, conforme a sua composi¢cao, podem
ocasionar a queda na germinacdo e no vigor das sementes, assim como podem
potencializar o desenvolvimento inicial de plantulas ou mostrarem-se indiferentes
(ALVES et al., 2004; XAVIER et al., 2012; MIRANDA et al., 2015).

No processo de germinacdo, 0s compostos secundarios podem refletir na
modificacdo da permeabilidade de membranas, que interfere na dorméncia de
sementes, transcricdo e traducdo do RNA, no funcionamento dos mensageiros
secundarios, na respiracao por sequestro de oxigénio e na conformacao de enzimas
e receptores, além da acdo conjunta desses fatores. Ademais, pode provocar
alteracdes em nivel celular, na fotossintese e na sintese proteica, no metabolismo de
lipidios e na atividade enziméatica (FERREIRA; AQUILA, 2000).

Visando o tratamento de sementes, Aumonde (2012) aponta que o0s
mecanismos de acdo e a resposta de determinado composto sobre o vegetal
(sementes), podem ser elucidados por estudos relacionando a atividade enzimatica,
pigmentos fotossintéticos, producdo de radicais livres, peroxidacdo de lipideos,
integridade do sistema de membranas celulares e de outros testes empregados
rotineiramente para a avaliagdo do vigor e germinacao de sementes e crescimento

inicial de plantulas.
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Durante a germinacdo, as sementes se mostram menos sensiveis que o0
desenvolvimento de plantulas. Dessa forma, a incidéncia de plantulas anormais e a
necrose da raiz primaria, mostram-se como sintomas importantes, ao passo que, a
emergéncia da raiz deve ser avaliada, seguida de emergéncia em solo ou areia
(FERREIRA; AQUILA, 2000). Visto que, as substancias com potencial aleloquimico,
ao agirem sobre o vigor, podem alterar a velocidade e porcentagem de emergéncia
de plantulas e no estande final, ou diretamente, no crescimento das plantas
(AUMONDE, 2012).

2.4 Tagetes minuta L.

Tagetes minuta é uma espécie vegetal fortemente aromatica, nativa da Ameérica
do Sul, pertence a familia Asteraceae, popularmente conhecida como chinchilho,
chinchila, erva fedorenta, caléndula selvagem, caléndula mexicana e entre outros
(VISINTIN; BERNARDELLO, 2005; CHAMORRO et al., 2008; GAKUUBI et al., 2016).
Ela se caracteriza por ser uma planta anual, podendo alcancar até dois metros de
altura, sendo suas folhas opostas, elipticas e serrilhadas, as flores de coloracdo
amarela e seus frutos do tipo aquénio na forma de fuso achatado, que medem de 5-
8mm de comprimento e 0,6mm de largura (HULINA, 2008). No Rio Grande do Sul, T.
minuta germina durante o periodo da primavera e do veréo e seu ciclo é de 120 a 150
dias, quando acorre a formacéo das sementes (KISSMANN; GROTH, 1995).

A espécie apresenta multifuncionalidade, principalmente no que tange o uso do
seu Oleo essencial, presente, principalmente, em suas folhas e inflorescéncias
(CHAMORRO et al., 2008; LOPEZ et al., 2009; GAKUUBI et al., 2016). Gafian (2014)
elucida que a composicao quimica do 6leo essencial de T. minuta € majoritariamente
de monoterpenos aciclicos, como o hidrocarboneto insaturado (3-ocimeno) e as
cetonas insaturadas (dihidrotagetona, Z- e E-tagetona, Z- e E-ocimenona), que
constituem de 75% a 95% de seu total, aléem de numerosos componentes
secundérios, como 0os monoterpenos limoneno, a-felandreno, sabineno, mirceno e
entre outros e sesquiterpenos, como a- e B-cariofilenono e espatulenol. Na regiédo sul
do Brasil, a espécie demostou um padrdo no quimiotipo de plantas de T. minuta,

apresentando como principais constituintes 0s compostos cis-tagetona, cis-B-
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ocimeno, dihidrotagetona, trans-tagetona e limoneno, representando cerca de 96% da
composicdo dos 6leos essenciais, além dos compostos biciclogermacreno, sabineno,
trans-B-ocimeno, B-cariofileno, 7-epi-silfiperfol-5-eno, a-cariofileno, Octanal, «-
felandreno, trans-ocimenona e etil 2-metilbutirato (GOMES, 2017). Muito embora, na
mesma espécie, possam ocorrer, em diferentes populacdes, variagcbes na composi¢ao
de Oleos essenciais, ou seja, gimiotipos, por estimulos ambientais e condicdes
geograficas ou geoldgicas, que promovem modificacdes nas rotas de biossintese ao
longo de uma visao evolutiva (SADGROVE; JONES, 2015).

Na regido sul do Brasil, a planta é considerada de grande importancia, no que
tange a sua utilizacdo no manejo da prevencao e controle de doencas e insetos nos
sistemas de producdo agroecoldgicos, pois esta inserida no conhecimento empirico
das familias de agricultores, que se deu ao longo de geracdes (LOVATTO, 2012).
Junto a isso, o estudo de seu 6leo essencial, vém demostrando efeitos anti-helmintico,
repeléncia a insetos, antisséptico, germicida, bactericida, nematicida, inseticida,
fungicida, antiviral, entre outros. Justificando o seu potencial para 0 manejo de
fitopatdgenos e insetos em sistemas produtivos e no armazenamento, além de
parasitas no ambito da pecuéaria (GAKUUBI et al., 2016).

Especificamente, no que tange o manejo de fitopatdgenos, alguns trabalhos
vém demostrando o potencial de T. minuta, muito embora ainda incipientes, sobre
Glomerella cingulata (ROZWALKA et al., 2008), C. gloesporioides (ROZWALKA et al.,
2008; GIACOMINI et al., 2013), S. sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, R. solani, Fusarium
oxysporum pisi, Pyricularia grisea (SAHA et al., 2012), Phytophthora infestans
(PEREIRA et al., 2013), C. lindemuthianum (OLANDA, 2014), e Cercospora kikuchii
(VICENCO et al., 2017).

Ademais, outras espécies do género Tagetes também vém mostrando
capacidade para o manejo fitosanitario em agroecossistemas, a exemplo de Tagetes
erecta, Tagetes patula e Tagetes tenuifolia no manejo de fitonematoides (HOOKS et
al., 2010), T. erecta, Tagetes lucida, Tagetes filifolia e T. patula no manejo de S. solfsii
e Monilinia fructicola (PEREZ et al., 2011), T. erecta no manejo de X. campestris pv.
campestris (DIDWANIA et al. 2013), T. patula e T. erecta no controle de Sitophilus
zeamais (SANTOS et al., 2016), assim como, T. erecta, no manejo de Alphitobius
diaperinus (MARCOMINI et al., 2009) e Spodoptera frugiperda (SALINAS-SANCHEZ
et al., 2012).



3 Material e métodos

3.1 Local e periodo de realizacéao do trabalho

Os experimentos foram realizados nas dependéncias da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria, Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata,
entre os anos de 2015 e 2017.

3.2 Oleo essencial de T. minuta

Plantas de T. minuta, em plena floracdo, foram coletadas no dia 12 de maio de
2015, pelo periodo da manhd, em area de lavoura anual, com coordenadas
31°31°40,7” na latitude sul e 52°25’31,8” na longitude oeste, no Municipio de Piratini,
RS, Brasil.

ApGs a coleta, procedeu-se a limpeza do material vegetal fresco através da
retirada dos ramos lenhosos, folhas senescentes, folhas doentes e com a presenca
de insetos, com posterior fragmentacao.

A extracdo do Oleo essencial foi feita pelo método de arraste a vapor em
equipamento semi-industrial, de inox, da marca Linax. O material vegetal, previamente
fragmentado, foi depositado sobre uma tela, fixada acima do depdsito de agua, que
se encontra no fundo do equipamento, a fim de evitar o contato direto entre o material
vegetal e a agua. Através de aquecimento, a agua no estado de vapor, permeou-se
no material vegetal arrastando os componentes volateis até o condensador, que
promoveu o resfriamento para a obtencédo do estado liquido do éleo essencial e do
hidrolato. De posse desses liquidos imisciveis, procedeu-se a centrifugacdo e
separacao do 6leo essencial, que foi armazenado em vidro ambar sobre refrigeracao
a-19°C + 2°C.

A identificacdo da composicao do 6leo essencial de T. minuta foi realizada na

Embrapa Agroindustria Tropical por cromatografia gasosa. Para isso, foi utilizado um
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cromatdgrafo gasoso de espectro de massas (CG-EM), marca Varian, modelo CG-
450/MS-240, com impacto de elétrons a 70eV, modo de inje¢cdo com divisdo de fluxo
1:30, gas carreador com fluxo 1,50 mL min, temperatura do injetor de 250°C e
temperatura da linha de transferéncia a 250°C. A programacdo do forno
cromatografico seguiu em temperatura inicial de 70°C com rampa de aquecimento de
4°C mint até 180°C por 27,5min, continuada por rampa de aquecimento de 10°C min-
L até 250°C, ao término da corrida (34,5min). A identificacdo dos compostos foi
realizada pela andalise dos padrées de fragmentacdo exibidos nos espectros de
massas com aqueles presentes na base de dados fornecidos pelo equipamento (NIST
versao 2.0 - 287.324 compostos), bem como através da comparacao dos seus indices
de retencdo com os de compostos conhecidos, obtidos por inje¢cdo de uma mistura de
padrdes, e de dados da literatura (ADAMS, 2009).

Foram identificados 15 compostos quimicos no 6leo essencial da planta inteira
de T. minuta, sendo eles majoritariamente monoterpenos, entre 0S quais 0 Cis-g-
ocimeno, dihidrotagetona, cis-tagetona, trans-tagetona e limoneno representaram

97,30% da sua composicao (Tabela 1).



36

Tabela 1 - Andlise da composicao quimica do 6leo essencial de plantas de Tagetes minuta, em plena
floracdo, coletadas no Municipio de Piratini, RS, Brasil (31°31°40,7” S 52°25°31,8” O), em 12 de maio
de 2015. Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Composto IR* (%) Classificagdo do composto
Ethyl 2-methylbutyrate 948 0,0422 Outro componente
Sabineno 981 0,4565 Monoterpeno ndo-oxigenado
Octanal 1006 0,3125 Outro componente
a-felandreno 1012 0,2661 Monoterpeno ndo-oxigenado
Limoneno 1035 3,4089 Monoterpeno ndo-oxigenado
Cis-B-ocimeno 1039 35,0738 Monoterpeno ndo-oxigenado
Trans-B-ocimeno 1049 0,3791 Monoterpeno ndo-oxigenado
Dihidrotagetona 1054 14,7827 Monoterpeno oxigenado
Cis-tagetona 1158 4,4476 Monoterpeno oxigenado
Trans-tagetona 1148 39,5905 Monoterpeno oxigenado
Trans-ocimenona 1245 0,1280 Monoterpeno oxigenado
7-epi-silphiperfol-5-ene 1354 0,2170 Outro componente
B-cariofileno 1432 0,2878 Sesquiterpeno
a-cariofileno 1466 0,2424 Sesquiterpeno
Biciclogermacreno 1510 0,3650 Sesquiterpeno

*IR: indice de retenc¢do relativo aos n-alcanos C9-C15.
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3.3 Obtencéo deisolados fungicos

O isolado monospdrico de M. phaseolina foi obtido a partir de sementes de
feijdo branco, da safra 2014-2015, coletadas no Municipio de Cangugu, RS, Brasil.
Para isso, as sementes forma incubadas pelo método Blotter test por um periodo de
7 dias em camara de incubacédo tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) com
temperatura de 22°C e fotoperiodo de 12h (BRASIL, 2009a). Apoés a identificacdo do
patogeno, fez-se a repicagem para meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Aguar) para
a obtencao de colbnia pura.

Ja o isolado de S. sclerotiorum foi proveniente da Colecdo de Trabalho de
Microrganismos do Laboratorio Biofabrica da Estacdo Experimental Cascata,
Embrapa Clima Temperado.

Eles foram cultivados em meio de cultura BDA por 7 dias apds a repicagem,
sendo M. phaseolina incubado a 30°C no escuro e S. sclerotiorum a 22°C e
fotoperiodo de 12h. A preservacdo dos microrganismos, antes da repicagem para a

utilizacdo em cada experimento, foi a temperatura de 5°C no escuro.

3.4 Ensaio experimental 1

Nesse ensaio, avaliou-se a acao dos diferentes volumes do 6leo essencial de
T. minuta sobre o crescimento micelial dos fitopatdbgenos M. phaseolina e S.
Sclerotiorum. Para isso, 0S microrganismos permaneceram em exposi¢cao continua
aos volateis de diferentes volumes do Oleo essencial de T. minuta até que as
testemunhas apresentaram total crescimento sobre o meio de cultura na placa de
Petri. As testemunhas corresponderam ao tratamento em que os patdogenos nado foram
expostos ao 6leo essencial. Para M. phaseolina foram utilizados os volumes de 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75L e para S. Sclerotiorum de 2, 5, 10, 15 e 20uL
do Oleo essencial de T. minuta. Os volumes de 6leo essencial de T. minuta foram
aplicados sobre papelfiltro, fixado internamente a tampa das placas de Petri, contendo
meio de cultura BDA, no qual foi inserido um disco de micélio de 5mm para cada fungo.

A medicdo do diametro do micélio foi realizada diariamente, em milimetros, atraves
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de duas medidas ortogonais. Os resultados foram apresentados em Taxa de Inibic&o
do Crescimento Micelial (TIC), dada pela férmula:

TIC = ( Diametro maximo — Didmetro do Tratamento)

Didmetro maximo

3.5 Ensaio experimental 2

Com base nos resultados obtidos no primeiro ensaio, determinou-se a partir de
gual volume os patdégenos seriam expostos ao 6leo essencial de T. minuta, agora, por
periodos pré-determinados. Para M. phaseolina foram utilizados os volumes de 75,
80, 85, 90, 95 e 100uL e para S. Sclerotiorum de 10, 15, 20 e 25uL do volume do 6leo
essencial de T. minuta, em ambos casos, por periodos de exposicao de 24, 48, 72 e
96h. As testemunhas corresponderam ao tratamento em que os patdégenos nao foram
expostos ao 6leo essencial. Para isso, igualmente como ja descrito no item 3.4, o 6leo
foi colocado na parte interna da placa de Petri sobre papel filtro, no entanto, ao
terminar o tempo de exposi¢cdo, as tampas foram substituidas por outras sem a
presenca do 6leo essencial. As medidas ortogonais do diametro foram realizadas
diariamente por um periodo de 30 dias apés a inocul¢do. Para o fitopatégeno S.
sclerotiorum, ao termino dos 30 dias, realizou-se a contagem do numero de
esclerédios formados e o peso, em gramas, que foi determinado em balanca de
precisdo. Ja, para M. phaseolina, devido ao baixo nimero de esporos formados
durante esse periodo, ndo se realizou a contagem de esporos. Os resultados do
crescimento micelial foram apresentados em Taxa de Inibicdo do Crescimento Micelial
(TIC), conforme ja apresentado no item 3.4 e 0 niUmero e peso de esclerodios em Taxa
de Numero de Esclerédios (TNE) e Taxa de Massa de Esclerodios (TME), pelas

formulas:

N° de Esclerddios do Tratamento
TNE =

N° Maximo de esclerddios

Massa de Esclerddios do Tratamento
TME =

Massa Maxima de esclerodios
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3.6 Ensaio experimental 3

3.6.1 Sementes de feijao

As sementes de feijao utilizadas foram a cultivar BRS Expedito e uma
populacdo de sementes de Carioca, a primeira obtida com o Programa de
Melhoramento da Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Terras Baixas e
a segunda por meio da Unido das Associacdes Comunitarias do Interior de Cangucu
(UNAIC), ambas da safra 2015/2016, armazenadas desde o beneficiamento até o uso

em camara de conservacéo de sementes.

3.6.2 Inoculacdo de sementes com os fitopatdogenos

Inicialmente, as sementes passaram por um processo de assepsia com alcool
etilico a 50% por um minuto, seguido de hipoclorito de sddio a 1%, pelo mesmo
periodo, e trés lavagens consecutivas com agua destilada estéril. Apds, elas
permaneceram sobre papel filtro e ventilagdo forcada, em camara de fluxo laminar,
até secagem.

A inoculacédo das sementes de feijdo com M. phaseolina se deu pelo contato
direto em col6nia fungica, conforme metodologia adaptada de Balandran e Pérez
(2008), a partir de testes laboratoriais preliminares. Para isso, 30 sementes foram
alocadas e levemente precionadas sobre col6nia fungica, crescida nas condi¢cdes
descritas no item 3.3, sendo o contato mantido entre o fungo e as sementes por 24h,
nas mesmas condi¢cdes em que ocorreu o crescimento fungico.

Para a inoculacdo das sementes com S. sclerotiorum, também se utilizou o
método de contato direto, com base na metodologia de Venturoso et al. (2015), com
modifica¢des, a partir da qual 30 sementes foram mantidas sobre a colbnia fungica,

crescida nas mesmas condicdes descritas no item 3.3, sendo o contato mantido entre
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o fungo e as sementes de 24h, nas mesmas condi¢cdes em que ocorreu o crescimento
fungico.

Apoés a inoculacdo, as sementes permaneceram em estufa a temperatura de
35°C até atingirem umidade entre 11 e 13% (ANDRADE et al., 2006), avaliada pelo
método da estufa a alta temperatura (130-133°C) (BRASIL, 2009b).

3.6.3 Tratamento de sementes

O tratamento foi realizado em recipientes de vidro com capacidade de 600mL.
O ¢6leo essencial foi alocado no fundo dos recipientes e as sementes postas em tecido
voal preso com a tampa, a fim de manté-las suspensas sobre o 6leo, sem o contato,
para proporcionar maior penetracdo dos gases nas sementes, que permaneceram
nessa condi¢cdo por um periodo de 24h, em BOD a 25°C no escuro, com base na
metodologia descrita por Rodrigues et al. (2006), porém modificada. Os tratamentos
foram compostos de diferentes volumes de 6leo essencial de T. minuta em um namero
fixo de 100 sementes, sendo o menor volume baseado nas avaliacdes in vitro
realizadas anteriormente no item 3.5, levando-se em consideracdo a
proporcionalidade dos recipientes placa de Petri, utilizada nos testes in vitro, que
abrange um volume de 100mL, e o vidro, utilizado para tratar as sementes, com
volume de 600mL. O tratamento de sementes foi realizado em sementes n&o
inoculadas e em sementes inoculadas, sendo o controle das sementes ndo inoculadas
composto por sementes na condicdo natural e das inoculadas sem a exposicéo ao
0leo essencial. Para M. phaseolina os volumes de Oleo essencial de T. minuta
utilizadas nos tratamentos foram 600 (menor dose efetiva conforme resultado obtido
no teste “in vitro”, item 3.5), 1200, 2400 e 4800uL por 24 horas. Ja, para S.
Sclerotiorum foram os volumes de 150 (menor dose efetiva conforme resultado obtido

no teste “in vitro”, item 3.5), 300, 600 e 1200uL por 24 horas de exposicao.
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3.6.4 Sistematiza¢cao do experimento

Em recipientes de polietileno com volume de 250mL alocados sobre bancada,
as sementes foram semeadas em substrato composto por substrato comercial
Ecocitrus e de vermiculita fina (1:1). Foram colocadas 8 sementes por recipiente, com
posterior umedecimento do substrato com 200mL de agua destilada, que foi realizado
com auxilio de proveta.

Os recipientes permaneceram envolvidos por sacos de polipropileno com fecho
zip por um periodo de sete dias, sendo em seguida abertos para proporcionar melhor
crescimento das plantas, que para as sementes inoculadas com M. phaseolina se deu
até os 15 dias e com S. sclerotiorum até aos 21 dias ap0s a semeadura, quando o
experimento foi encerrado. Durante esse periodo foram realizadas regas semanais

com um volume de 100mL em cada recipiente.

3.6.5 Avaliac0Oes realizadas

3.6.5.1 Comprimento de parte aérea e raiz

Ao final do experimento, o comprimento de parte aérea foi medido pela
distancia entre a porcdo basal da raiz primaria ao apice da parte aérea e 0
comprimento da raiz primaria pela distancia entre a parte apical e basal. Os resultados

foram expressos em centimetros por planta.

3.6.5.2 Massa seca de parte aérea e raiz

Apoés as medicdes, as plantulas foram colocadas em envelopes de papel e

postas para secar em estufa de ventilacdo forcada a 70°C até adquirirem massa



42

constante (72 horas). Os resultados foram expressos em miligramas por planta
(AUMONDE, 2012).

3.6.5.3 Incidéncia de doenca

A incidéncia de doenca foi definida através da contagem de plantas com
sintomas da doenca. Os valores foram expresos em Taxa de Incidéncia de Doenca

(TID), conforme a férmula abaixo:

Inciéncia de Doenca do Tratamento
TIN =

Incidéncia Maxima de Doenga

3.6.5.4 Severidade de doenca

A severidade de doenca foi avaliada pela escala descritiva proposta por
Schoonhen e Pastor-Corrales (1987), que apresenta valores de 1 a 9 graus, conforme
descrito para M. phaseolina (Tabela 2) e S. sclerotiorum (Tabela 3).

De posse dessas notas, para o calculado do indice de Doenca, também
conhecido como indice de Mc. Kinney, foi utilizada a equacio (BALARDIN; PASTOR-
CORRALES, 1990; MAFIA et al., 2007):

D= Y.(grau da escala x n® respectivo de plantas)

grau maximo x n° total de plantas

A partir da qual, os valores foram apresentados em taxa de indice de doenca

(TID), conforme a equacao abaixo:

indice de Doenca do Tratamento
TID =

Indice Maximo de Doenca
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Tabela 2 - Escala para avaliacdo da severidade de Macrophomina phaseolina em feijdo. Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Grau Caracterizacao
1 Planta completamente livre de sintomas visiveis da doenca
3 Sintomas restritos aos cotilédones
5  Aproximadamente 10% do hipocétilo coberto com lesdes
7  Aproximadamentes 25% do hipocétilo ou ramos inferiores cobertos com lesdes
9  Aproximadamente 50% ou mais do hipocétilo ou ramos inferiores cobertos com lesfes

Fonte: Schoonhen e Pastor-Corrales (1987).

Tabela 3 - Escala para avaliacdo da severidade de Sclerotinia sclerotiorum em feijdo. Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Grau Caracterizacao
1 Planta completamente livre de sintomas visiveis da doenga
3 Aproximadamente 5 a 10% da planta com sintomas
5 Aproximadamente 20 a 30% da planta com sintomas
7 Aproximadamente 40 a 60% da planta com sintomas
9 Mais de 80% da planta com sintomas

Fonte: Schoonhen e Pastor-Corrales (1987).
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3.7 Procedimento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental adotado em todos os ensaios foi inteiramente
casualisado com 6 repeticdes. As equacdes de regressao foram realizadas por meio
do software Action Stat (versdo 3.5.152.34 build 4, R verséo 3.3.2) (EQUIPE
ESTATCAMP, 2014). Em todos os ensaios foram utilizados modelos lineares
generalizados com distribuicdo Beta. Para isso, os valores de TIC, TNE, TME, TIN e

TID foram transformados, afim de evitar a presenca de zeros e uns, pela equacao:

[y(N —1) +0,5]
N

onde y"é o novo valor, y € o valor a ser transformado, N € o numero total de
observacdes e 0,5 é um valor constante (SMITHSON; VERKUILEN, 2006). De forma
geral, essa transformacao afeta os valores a partir da terceira casa apos a virgula e
permite que y” se torne maior que zero e menor que um.

A analise de componentes principais (ACP) foi realizada por meio do programa
CANOCO 4.5 (TER BRAAK; SMILLAUER, 2002).



4 Resultados e discussao

4.1 Avaliacdo do efeito biolégico de volateis de 6leo essencial de T. minuta

sobre S. sclerotiorum e M. phaseolina

A exposicao in vitro dos fungos S. sclerotiorum e M. phaseolina aos compostos
volateis do 6leo essencial de T. minuta, ao final de 72 horas, que correspondeu ao
tempo necessario para a testemunha completar o seu crescimento micelial maximo,
na area estipulada pelo didametro da placa de petri, através do modelo de regresséo
generalizada de distribuicdo Beta, apresentou efeitos significativos sobre a taxa de
inibicdo do crecimento micelial, conforme demostrado na Tabela 4. Os valores
significativos dos p-valores das equacdes atestam a eficiéncia do volatil do 6leo sobre
o crecimento micelial de ambos patégenos, que sao legitimados pelo elevado grau de
predicdo dos efeitos dado pelo pseudoR? e pelos baixos valores do critério de
informacdo de Akaike (AIC). A significancia para M. phaseolina foi superior,
possivelmente, devido a maior quantidade de volumes utilizados, os quais foram

baseados em testes laboratoriais preliminares.
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Tabela 4 — Parametros estatisticos dos modelos volume-resposta baseados na distribuicdo Beta e
respectivas funcdes de ligagdo para a taxa de inibicdo de crescimento micelial (TIC) de Sclerotinia
sclerotiorum (n=5) e Macrophomina phaseolina (n=12) apds 72 horas de exposicdo aos volateis de
diferentes volumes de 6leo essencial de Tagetes minuta. Embrapa Clima Temperado, Estacao

Experimental Cascata, agosto de 2018.

Patégeno Funcdo de ligacdo  Coeficientes dp p-valor pseudoR? AlC
. Int -1,1502 0,1560 1,67e13
S. sclerotiorum Log-log Vi 04960 00471 56762 0,7964 -10,5072
. Int -1,7120 0,1419 1,543
M. phaseolina Log-log Vi 00718 00039 352e75 0,9397 -44,9231

Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de 6leo essencial em pL; En, tempo de exposi¢do em horas; dp,
desvio padrdo; AIC, critério de informacédo de Akaike.
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Figura 1 — Relacdo volume-resposta para a taxa de inibicdo do crescimento micelial (TIC) sobre
Sclerotinia sclerotiorum [A] (n=5) e sobre Macrophomina phaseolina [B] (n=12) apés 72 horas de
exposi¢cdo aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial (OE) de Tagetes minuta. Embrapa
Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.
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Pelos gréficos, pode-se verificar que houve um aumento da eficiéncia do volatil
do Oleo essencial frente aos patdégenos a medida que os volumes de tratamento
aumentaram. Para S. sclerotiorum, 50% da TIC foi atingida com volumes em torno de
3 e 4L, ao passo que, inibicdes maiores que 90% foram alcancadas com valores ao
redor de 7uL (Figura 1A), sendo que, em valores absolutos, a inibicdo total do
patogeno foi alcancada com 10uL (Anexo A). Para M. phaseolina, a TIC de 50% do
patdgeno se deu proxima a 29uL do 6leo essencial, sendo que para inibicdes acima
de 90%, o volume foi em torno de 56pL (Figura 1B). Ja, em valores absolutos, a
inibicao foi de 100% no volume de 75uL (Anexo A). Nesse contexto, Saha et al. (2012),
na india, ao avaliarem também o 6leo essencial de T. minuta sobre S. sclerotiorum,
porém via contato, encontraram inibicées de 50% do crescimento micelial do patégeno
com 175ug mL* com o 6leo essencial de folhas e com 489ug mL* com o extrato de
tiofeno proveniente das raizes, mas apenas 8,9% de inibicdo com 1000ug mL* do
Oleo essencial das inflorescéncias. Ademais, esses autores também evidenciaram
efeitos satisfatorios sobre S. rolfsii e R. solani, ao empregarem o 6leo essencial das
folhas e o extrato de raiz, assim como resultados mais eficazes para F. oxysporum e
Pyricularia oryzae ao testarem o 0leo essencial das inflorescéncias.

O conhecimento sobre a atividade antifungica do 6leo essencial de T. minuta
ainda é bastante incipente. No entanto, outros trabalhos vém sanando essa
deficiéncia, a exemplo de Vicenco et al. (2017), no Brasil, que evidenciaram 100% de
inibicdo do crescimento micelial de C. kikuchii com 200uL do 6leo essencial de T.
minuta, previamente autoclavado, in vitro, via contato. Ademais, Rozwalka et al.
(2008), no Brasil, ao testarem a fase volatil do 6leo essencial de T. minuta, observaram
sobre C. gloeosporioides, efeitos fungiostaticos ao utilizarem 30uL do 6leo essencial.
Giacomini et al. (2013), também no Brasil, ao testarem o 6leo essencial de T. minuta
sobre C. gloeosporioides, porém pelo método de contato, chegaram a inibi¢céo total do
crescimento micelial com a dose de 10pL.

As diferencas de resultados verificadas na literatura podem estar relacionadas
a patogenicidade do fungo (PORCH et al., 2014), a fatores intrincicos ao 6leo
essencial, como genética da planta utilizada, local, época e momento de coleta, forma
de extracdo e armazenamento (CORNELIUS; WYCLIFFE, 2016; SHAHZADI et al.,
2016; GOMES, 2017), além do manuseio pré-tratamento e método de avaliacdo da
capacidade antifungica (SARMENTO-BRUM et al., 2013). No que se refere ao método

de avaliacdo, especificamente, pela caracteristica volatil dos Oleos essenciais,
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possivelmente o uso dessa fase podera apresentar resultados mais eficientes, pois,
segundo Inouye (2003a), os compostos volateis dos Oleos essenciais ao agirem de
forma livre podem atingir os patdgenos alvos, que em solucdo aquosa, tendem a se
associar para formar micelas, principalmente na presenca de detergentes e materiais
lipofilicos, anulando a acdo dos componentes do 6leo essencial sobre 0s organismos
alvo. Dessa forma, justifica-se a utilizacdo do método de volatilizacdo empregado no
trabalho em questdo, que foi balizado, anteriormente, em ensaio laboratorial. Ao
encontro disso, Ma et al. (2015), na China, obtiveram efeito mais eficiente da fase
volatil do 6leo essencial de Anethum graviolens, in vitro, sobre S. sclerotiorum, que
pelo método de contato. Esse efeito também foi demostrado por Soylu et al. (2007),
na Turquia, testando os Oleos essenciais de Origanum syriacum var. bevanii e
Foeniculum vulgare sobre esse mesmo patégeno. No entanto, Sarmento-Brum et al.
(2013), ao testarem métodos de fungitoxicidade de 6leos essenciais, enfatizaram que
tais 6leos permitem comparacdes entre si, sendo que o tipo de método a ser utilizado
deve procurar se aproximar ao maximo da aplicabilidade na cultura objeto, além de se
adequar em termos de viabilidade e facilidade de execucdo, condizente com a
realidade do pesquisador.

Em relagcdo a atividade antifungica de outros Oleos essenciais sobre o0s
fitopatdgenos em estudo, no caso S. sclerotiorum e M. phaseolina, Edris e Farrag
(2003), no Egito, em teses laboratoriais in vitro, via volatilizacdo, concluiram que nos
Oleos essenciais de O. basilicum e Mentha sp., 0 composto mentol, assim como a
mistura dos compostos linalol e eugenol e mentona e mentol, a partir dos volumes de
30uL 400mL? de ar, inibiram o crescimento fungico de S. sclerotiorum, além de
também se mostrarem eficientes sobre o crescimento de Rhizopus stolonifer e Mucor
sp. Fonseca et al. (2015), no Brasil, via contato, verificaram que o 6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia inibiu completamente o crescimento de S. sclerotiorum e M.
phaseolina, além dos fitopatbgenos F. oxysporum, F. solani, Sclerotinia minor, R.
solani e S. rolfsii na concentracdo de 3000mg L2, ao passo que o crescimento de S.
rolfsii, foi inibido a 100% com 1000mg Lt. Também, na mesma concentracéo, o 6leo
essencial de Schinus terebinthifolius, reduziu 27% o crescimento de F. solani e 74%
de R. solani, sendo que, o 6leo de Porophyllum ruderale reduziu 72% do crecimento
micelial de S. sclerotiorum, 80% de R. solani e 82% de M. phaseolina. Por sua vez,
Tofifo-Rivera et al. (2016), na Coldmbia, em testes laboratoriais, via contato,

chegaram 54,7 e 97,5% de inibicdo do crescimento micelial de M. phaseolina ao
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utilizarem as concentragées de 800 e 1200ug mL do 6leo essencial de C. citratus,
respectivamente. Martins et al. (2010), no Brasil, in vitro, via contato, verificaram que
0 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia inibiu completamente crescimento micelial
de A. alternata, M. phaseolina e S. sclerotiorum na concentragéo de 0,4% e promoveu
sensibilidade a 0,2%. Ademais, Khaledi et al. (2014), no Ird, também in vitro, via
contato, para inibicdo de 50% do crescimento micelial de M. phaseolina, fez uso das
doses de 459ppm do 6leo essencial de Mentha piperita, 500ppm do éleo essencial de
Bunium persicum, 700ppm do 6leo essencial de T. vulgaris e de 300ppm do composto
mentol, além de evidenciarem alterac6es na morfologia das hifas do patégeno, como
coagulacao citoplasmaética, lise da parede celular e fragmentacéo de hifas.

Cabe ressaltar ainda, através da observacdo dos dados brutos do trabalho,
(Anexo A), que os compostos volateis do 6leo essencial de T. minuta, ocasionaram
comportamentos diferenciados de crescimento micelial dos fitopatégenos ao longo do
tempo de exposicdo, em funcdo dos volumes de Oleo essencial utilizados,
evidenciando um retardo do crescimento micelial nos maiores volumes do Oleo
essencial em um mesmo tempo de observacdo. Para S. sclerotiorum, no volume de
2L, o crescimento micelial ocorreu nas primeiras 24h, ao passo que, no volume de
5uL se deu em 72h. De forma semelhante, mas menos abrupto entre os volumes, o
crecimento micelial de M. phaseolina ocorreu em 48h nos volumes até 55uL e em 72h

entre os volumes de 60 e 70uL.

4.2 Relacao volume-resposta do crescimento micelial de S. sclerotiorum e M.
phaseolina em funcao do tempo de exposi¢cédo e volume de 6leo essencial de T.

minuta

Com base nos dados obtidos da exposicédo de S. sclerotiorum aos diferentes
tempos e volumes do 6leo essencial de T. minuta, elaborou-se trés possiveis modelos
de regressdo generalizada de distribuicdo Beta, os quais apresentaram efeitos
significativos, no que tange a TIC de S. sclerotiorum (Tabela 5).

Dessa forma, para o ajuste dos dados ao melhor modelo de regressao,
analisou-se os diferentes parametros estatisticos, afim de verificar o quédo cada

elemento € importante na composi¢cdo da equacao, visto que os p-valores foram
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significativos para todos eles. No primeiro modelo, estdo todos os elementos, entre
eles o intercepto, o volume de 6leo essencial, o tempo de exposi¢cdo ao volume e a
interacao entre esses dois Ultimos elementos, no caso, volume e tempo de exposicao.
No segundo modelo, a interacdo volume e tempo de exposicdo foi retirada e no
terceiro modelo manteve-se apenas o elemento volume e intercepto. Desse modo, ao
analisarmos o modelo completo, com todos os elementos (modelo 1), verificamos que
pelo valor do pseudoR? a equacédo possui em torno de 90% de explicacédo, ao passo
que, ao excluir-se o elemento interacdo volume e tempo de exposi¢cdo, no modelo 2,
essa explicacdo é reduzida em torno de 9%. No modelo 3, a retirada do elemento
exposicao, reduziu a explicagcdo ao redor de 4% em comparacdo com o modelo 2.
Com isso, pode-se inferir que a interacdo volume e tempo de exposicdo mais o
elemento exposi¢cdo contribuem cerca de 13% para a explicacdo dos dados na
equacao, sendo que o elemento interacdo volume e tempo de exposicdo € mais
decisivo do que o elemento exposi¢ao sozinho.

Ademais, levando-se em consideracao que o valor mais baixo de AIC entre as
equacdes foi a do modelo 1, com todos os elementos, evidenciou-se que tal modelo
ajustou de forma mais concisa os dados da TIC, sendo ele representado, abaixo, na
equacao com a funcdo de ligacdo Complemento Log-log e com os coeficientes
calculados:

TIiC

— oy (—3,5633+0,1845XV L +0,0297XEh—0,0012XV uLXEh)
=1- exp( exp )
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Tabela 5 — Pardmetros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicdo Beta e respectivas
funcBes de ligacdo para a taxa de inibicdo de crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum,
submetido aos volateis de diferentes volumes de dleo essencial de Tagetes minuta e tempos de
exposicdo (n=102). Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Modelo Funcéo de ligacdo Coeficientes dp p-valor pseudoR? AIC
Int -3,5633 0,2613 2,37e*?
VL 0,1845 0,0133 1,78e“®
En 0,0297 0,0038 5,64e15

Vu:En -0,0012 0,0002 3,18e
Int -2,3529 10,1573 1,39¢e™0
Modelo 2  Complemento log-log VL 0,1195 0,0071 9,59e64 0,8132 -228,4821

En 0,0076 0,0014 6,81e®®
. Int -2,3813 0,2350 3,91e?*
Modelo 3 Logito Vi 0,942 00145 7,206

Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de 6leo essencial em pL; En, tempo de exposi¢do em horas; dp,

desvio padrdo; AIC, critérios de informacgé&o de Akaike.

Modelo 1 Complemento log-log 0,9094 -263,2070

0,7717 -200,4448
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Na Figura 2, é apresentado o grafico que mostra a qualidade do ajuste do
modelo escolhido para explicar a TIC de S. sclerotiorum, a partir da regressao linear
obtida entre os valores observados e os valores preditos do modelo.

A partir do modelo de equacéo (modelo 1), determinado para a TIC de S.
sclerotiorum, verifica-se que a combinacao entre o tempo e o volume interferiram na
inibicdo do crescimento micelial do patégeno (Tabela 5). No volume de 25puL, a
qualquer tempo de exposicao, a inibicdo foi de 100%, logo ndo se faz necessario
volumes maiores e nem tempos de exposicado superiores a 24h, nesse volume, para
o controle desse fungo, sendo isso, também observado nos dados brutos do trabalho
(Anexo B). No entanto, para volumes inferiores a esse, o tempo mostra-se como
elemento chave para uma acéo efetiva do volétil do 6leo essencial de T. minuta sobre
o crescimento micelial, pois para atingir em torno de 92% de eficiéncia com o volume
de 20uL, por exemplo, séo necesséarias 120h, da mesma forma que para obter-se ao
redor de 93% de inibicdo com o volume de 15uL sdo necessarias 144h.

Expandindo a compreensao das interacdes existentes entre 0 comportamento
do crescimento micelial e a exposicdo aos diferentes tempos e volumes do 6leo
essencial de T. minuta, foram elaborados modelos de regressao, isolando-se os
efeitos do volume de 6leo essencial e o tempo de exposi¢ao, aos quais S. sclerotiorum
foi submetido (Tabela 6). Nesse caso, foram usados os valores médios de cada
tratamento, o que em principio aumentou os valores dos pseudoRz2, no que se refere
0s elementos em separado. Em ambos o0s casos, quanto maiores 0s volumes e
tempos de exposi¢cao, maiores foram as TIC (Figura 3), sendo que, analisando-se 0
volume isoladamente, a TIC chegou a valores proximos de 93,76% no tratamento de
25uL (Figura 3A). J4, observando-se somente o tempo de exposicédo, ficaram em torno
de 87,84% com 96h de exposicdo (Figura 3B), com menores percentuais no que se
refere ao volume do que no modelo 1 (Tabela 5), em que os elementos foram
trabalhados conjuntamente, e aos dados brutos do estudo (Anexo B), muito embora

0S percentuais no tempo de exposi¢ao de 96h mostrem-se quase equiparados.
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Figura 2 — Qualidade do ajuste da equacédo de regressao para a taxa de inibicdo do crescimento de
Sclerotinia sclerotiorum submetido aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial de Tagetes
minuta e em diferentes tempos de exposicdo (n=102). Embrapa Clima Temperado, Estacéo
Experimental Cascata, agosto de 2018.
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Tabela 6 — Parametros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicdo Beta e respectivas
funcdes de ligacdo para a taxa de inibicdo de crescimento micelial (TIC) de Sclerotinia sclerotiorum,
obtidos a partir dos valores médios observados e de forma separada para o volume de éleo essencial
de Tagetes minuta (n=5) e tempo de exposi¢cdo (n=5). Embrapa Clima Temperado, Estacéo
Experimental Cascata, agosto de 2018.

Variavel Funcéo de ligagao Coeficientes dp p-valor pseudoR? AIC
Int -2,8534 10,8291 5,78e%
Volume Logito Va 02226 00548 4,93e 0,8881 -8,2275
Int -0.9411 0,3104 0,0024
Exposicao Log-log £, 00311 00076 4,276 0,7762 -3,0654

Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de 6leo essencial em pL; En, tempo de exposi¢do em horas; dp,
desvio padrdo; AIC, critério de informacédo de Akaike.
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Figura 3 — Relacao volume-resposta para a taxa de inibicdo do crescimento micelial (TIC), pelo volume
de 6leo essencial [A] (n=5) e pelo tempo de exposi¢do [B](n=5), de Sclerotinia sclerotiorum submetida
aos volateis de 6leo essencial de Tagetes minuta. Embrapa Clima Temperado, Estagdo Experimental
Cascata, agosto de 2018.
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Ao desmenbrar ainda mais essa compreensao do comportamento bioldgico,
sao apresentados modelos de regressao generalizada de distribuicdo Beta para todos
os tempos, dentro da variavel volume de 6leo essencial, e para todos os volumes,
dentro da variavel tempo de exposicao (Tabela 7). Nesse contexto, os dados da TIC
de S. sclerotiorum em cada tempo de avaliagcdo, dentro da variavel volume,
apresentaram p-valores significativos e com pseudoR? e AIC semelhantes para o
ajuste das regressdes. Da mesma forma, foram ajustadas regressdes para 0S
diferentes volumes de 6leo essencial, dentro da variavel exposi¢cdo, com excessao do
volume de 25pL, devido a inibi¢cdo total do crescimento micelial desse nas primeiras
24h, conforme pode-se observar nos dados brutos do trabalho (Anexo B). Na figura
4A, € notorio que em todos os tempos de exposicao a inibicdo do crescimento micelial
de S. sclerotiorum aumentou com o a elevagcédo do volume de 6leo essencial de T.
minuta. No entanto, o que se faz importante frizar € que, a medida que o tempo de
exposicdo aumentou o volume para atingir maior controle do patégeno diminuiu. Os
modelos dos tempos de exposicdo 24 e 48h comportaram-se de forma semelhante,
de modo que, entre esses tempos, a resposta de volume foi bastante parecida. J4, em
relacdo aos tempos de 72 e 96h, os quais também apresentaram certa semelhanca,
evidenciou-se uma resposta mais eficiente de volume, dentro de uma certa faixa,
tendendo a igualarem-se com as primeiras horas em volumes ao redor de 25uL
(Figura 4A). No que diz respeito ao volume de 6leo essencial, identificou-se que em
todos eles, quanto maior o tempo de exposi¢cao, maior a TIC de S. sclerotiorum (Figura
4B). Assim como j& havia se relacionado anteriormente na avaliacdo isolada dos
volumes (Figura 4A). No entanto, observou-se maior inibicdo do crescimento micelial
até as 48h de exposicdo, para todos os volumes, a partir da qual a eficiéncia tendeu
a diminuir, de modo que, entre a exposicdo de 24 e 48h as inibicbes chegaram
proximas a 20,8, 25,6 e 24,9%, passando para em torno de 20,1, 21,3 e 20,2%, entre
48 e 72h, e chegando ao redor de 15,28, 13,58 e 12,91%, nos volumes de 10, 15 e
20uL, respectivamente (Figura 4B).
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Tabela 7 — Parametros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicdo Beta e respectivas
funcdes de ligacdo para a taxa de inibicao de crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, obtidos
a partir dos valores médios observados para os diferentes volumes de 6leo essencial de Tagetes minuta
(n=5) e tempos de exposicao (n=5). Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata,
agosto de 2018.

Funcéo de

Variavel ligacdo Coeficientes dp p-valor pseudoR? AlC
Int -3,0117 ,671 7,31e06
24n COTOFSﬁg]gemo Vr:lL 33639 8,2342 1,592'06 0.8900 8,7290
Int -2,97 , 2,346
B Lo M 2SEIS0BS 2L
96h Logito \I/TL (?;;j; gggéz 222222 0,8962 -8,7477
10pL Log-log 'I:: '&g;fg gﬁggé 382223 0,8367 -5,7683
I -1,067 254 2,79¢%
Exposico 15pL Log-log I;: 0,’3269; 80252 3,39:07 0,8552 -5,4601
(horas) 20uL Log-log Int -0,9695  0,2936 9,61e% 0.7890 3.4640

En 0,0288 0,0068 2,525

It -00112  0,6807 0,9869
250 Log-| ! ! ! 05000  -17,0602
H 0g-log En 00236 00142 00978

Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de dleo essencial em pL; En, tempo de exposi¢cao em horas; dp,
desvio padréo; AIC, critério de informacéo de Akaike.
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Figura 4 — Relacdo volume-resposta para a taxa de inibicdo do crescimento micelial (TIC), pelos
volumes de 10, 15, 20 e 25uL 6leo essencial [A] (n=5) e pelos tempos de exposicao de 24, 48, 72 e
96h [B](n=5), de Sclerotinia sclerotiorum submetida aos volateis de 6leo essencial de Tagetes minuta.
Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.
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No que se refere ao numero e peso de esclerddios de S. sclerotiorum, formados
30 dias apos a exposicao aos diferentes tempos e volumes do 6leo essencial de T.
minuta, analisou-se 0s parametros estatisticos envolvidos na constru¢do dos modelos
de regresséao generalizada de distribuicdo Beta, afim de ajustar os dados da Taxa de
Numero de Esclerddios (TNE) e da Taxa de Massa de Esclerddios (TME) ao melhor
modelo matemético. Na Tabela 8, sdo apresentados os trés modelos de regresséo
com os possiveis elementos de compor a equacao de cada uma das variaveis. No
entanto, nenhum dos modelos conseguiu explicar a relacéo entre os elementos, pois
muito embora os p-valores tenham se mostrado significativos, os pseudoR?,
apresentaram valores baixos de explicacdo. J4, na Figura 5, sdo apresentados 0s
graficos que mostram a baixa qualidade do ajuste dos modelos para explicar a TNE
(A) eda TME (B) de S. sclerotiorum, a partir da regresséao linear obtida entre os valores
observados e os valores preditos dos modelos.

No entanto, afim de aprofundar a compreensdo dos efeitos biol6gicos do
tratamento com os volateis do 6leo essencial de T. minuta sobre a reproducdo do
patégeno S. sclerotiorum, na Tabela 9, sdo apresentados os modelos de regresséo
obtidos para a TNE e TME quando foram isolados os efeitos do volume de dleo
essencial e do tempo de exposi¢do, aos quais S. sclerotiorum foi submetido. Nesse
caso, foram usados os valores médios de cada tratamento, 0 que aumentou os valores
dos pseudosR2. Para ambas as variaveis, 0os p-valores mostraram-se significativos
aos elementos volume e exposicdo, sendo que para a TNE o modelo ajustado para o
elemento volume apresentou 9% de explicacdo a mais em relacdo ao elemento
exposicao, ao passo que, para a TME o elemento exposicdo ganhou relevancia na
reproducéo do patégeno, até entdo pouco significativo para o crecimento fungico, pois
a explicacdo do modelo foi em torno de 4% a mais em comparacdo ao elemento
volume, corroborando com o menor valor do AIC.

Na Figura 6, sdo mostrados os graficos dos modelos para a TNE e TME, a partir
dos quais observa-se, que as taxas cairam com o0 aumento do volume e da exposi¢ao
ao Oleo essencial. A TNE, conforme o modelo na figura 6A, apresentou redugfes em
torno de 14,37% no volume de 10pL, 28,55% no volume de 15uL e de 48,56% com
20uL, sendo que na TME, na figura 6C, as quedas foram ao redor de 18,64, 35,27 e

56,55% nos volumes de 10, 15 e 20yL, respectivamente.
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Tabela 8 — Parametros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicdo Beta e respectivas
funcdes de ligagdo para a taxa do niumero de esclerédios (TNE) e para a taxa da massa de esclerédios
(TME) de Sclerotinia sclerotiorum, submetido aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial de
Tagetes minuta e tempos de exposicdo (n=102). Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental
Cascata, agosto de 2018.

Variavel  Modelo Flﬁg(g{;gge Coeficientes dp p-valor pseudoR? AlC
Int  0,4092 0,2103 0,0517
Complemento Vi -0,0602 0,0166 0,0003
Modelo 1 0,5597  -93,6619
log-log En 0,0151 0,0046 0,0010
Vu:En -0,0010 0,0003 0,0024
TNE | Int  0,7476 0,1633 4,71e0®
Modelo 2 COTO%_elgge”to Vi -0,0955 0,0121 2,90e’5  0,5089  -85,5019
En 00025 0,0026 0,3480
Complemento Int 0,8199 0,1498 4,43e08
Modelo 3 0,5039  -86,6303
log-log Vi -0,0913 0,0101 1,66e1°
Int 05021 0,1895 0,0081
Complemento Vi -0,0614 0,0153 6,18e0°
Modelo 1 05635  -117,317
log-log En  0,0070 0,0046 0,1240
Vu:En -0,0009 0,0003 0,0055
TME Int  0,7831 0,1546 4,067
Modelo 2 COTOFS‘jg‘ge”tO Vu  -0,0916 0,0116 2,36el5 0,5310 -111,091
En  -0,0040 0,0026 0,1312
Complemento  Int  0,6449 0,1556 3,40e5
Model 77 -110,7
odelo 3 log-log Vi -0,0967 00105 269e2 O3 0,788

Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de 6leo essencial em pL; En, tempo de exposi¢do em horas; dp,
desvio padréo; AIC, critérios de informacédo de Akaike.
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Figura 5 — Qualidade do ajuste das equacgfes de regressao para a taxa de nimero de esclerddios (A)
e para a taxa de massa de esclerédios (B) de Sclerotinia sclerotiorum submetido aos volateis de
diferentes volumes de 6leo essencial de Tagetes minuta e em diferentes tempos de exposi¢éo (n=102).
Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.
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Tabela 9 — Pardmetros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicdo Beta e respectivas
fungdes de ligacdo para a taxa de numero de esclerodios (TNE) e a taxa de massa de esclerddios
(TME) de Sclerotinia sclerotiorum, obtidos a partir dos valores médios observados e de forma separada
para o volume de 6leo essencial de Tagetes minuta (n=5) e tempo de exposi¢do (n=5). Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Variavel Flﬁggigfe Coeficientes dp p-valor pseudoR?2 AlC

Int 2,6892  0,6879 9,26e%

Volume Log-log . 01189 00348 634e® 0,7374 -0,6591
TNE o Complemento Int 0,5830 0,1965 0,0030

Exposicao 54 log £, 00105 00036 00034 00468  -3:8879

Int 2,2926 0,4355 1,40e07
Volume Log-log L 01113 00224 714607 0,8977 -4,2656

TME it -0,1235 0,340 2,74e%
Exposicao Logaritmo 00102 00011 252e2 0,9349 -10,9202

En
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Figura 6 — Relagdo volume-resposta para a taxa de nimero de esclerédios (TNE), pelo volume de 6leo
essencial [A] (n=5) e pelo tempo de exposicao [B] (n=5), e para a taxa de massa de esclerddios (TME),
pelo volume de 6leo essencial [C] (n=5) e pelo tempo de exposi¢ao [D] (n=5), de Sclerotinia sclerotiorum
submetida aos volateis de 6leo essencial de Tagetes minuta. Embrapa Clima Temperado, Estagéo

Experimental Cascata, agosto de 2018.



61

Em valores absolutos, o nimero de esclerédios caiu 1,29, 1,46 e 1,75 e 0 peso
16,33, 17,88 e 22,769 nos volumes de 10, 15 e 20uL, respectivamente, no entanto
esses valores foram nulos no volume de 25uL, devido ao n&do crescimento do
patogeno (Anexo C). Quanto ao tempo de exposicdo, até entdo ndo efetivo no que
tange a eficiéncia sobre o manejo do patégeno, demonstrou reducdes de 9,76, 20,57,
31,61 e 42,24% na TNE nos tempos de exposicdo de 24, 48, 72 e 96h,
respectivamente (Figura 6B). Quanto a TME, evidenciou-se maior sensibilidade do
patdgeno, visto que nos tempos de exposicao de 24, 48, 72 e 96h as reducdes no
peso foram de 21,68, 38,65, 51,93 e 62,35%, na sequéncia (Figura 6D). Sendo que,
em valores absolutos, o numero de esclerddios caiu 3,25, 2, 54, 2,25 e 5,29 e a massa
19,71, 21,34, 29,66 e 41,29g nos tempos de exposicao de 24, 48, 72 e 96h (Anexo
Q).

Adentrando, ainda mais na compreensdo do comportamento biolégico, sédo
apresentados modelos de regressao para todos os tempos, dentro da variavel volume
de 6leo essencial, e para todos os volumes, dentro da variavel tempo de exposicao
(Tabela 10). Os dados da TNE de S. sclerotiorum em cada tempo de avaliagéo, dentro
da varidvel volume, apresentaram p-valores significativos para as regressdes
generalizadas de distribuicdo Beta, no entanto, somente nas 96h, a equacao
demostrou melhor ajuste dos dados, sendo que essa obteve 22, 31 e 35% a mais de
explicacdo em comparacdo com os tempo de 24, 48 e 72h, respectivamente. Ja para
os diferentes volumes de 6leo essencial dentro da variavel tempo de exposi¢ao os p-
valores ndo mostraram significancia (Tabela 10). Quanto aos dados da TME de S.
sclerotiorum em cada tempo de avaliacdo, dentro da variavel volume, apresentaram
p-valores significativos, sendo que em 96h o ajuste dos dados demostrou 28, 30 e
17% a mais de explicacdo em comparacdo com os tempos de 24, 48 e 72h, na
sequéncia. Na variavel exposicdo, os p-valores para cada volume também foram
significativos, com excecéo de 25pL, devido ao nédo crescimento do patdgeno neste
tratamento (Anexo C). Os pseudoR? e o AIC das equacées dos volumes de 10 e 15pL
foram semelhantes e demostraram maior explicagdo em comparagéo com a de 20puL
(Tabela 10).
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Tabela 10 — Par&dmetros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicdo Beta e respectivas
funcdes de ligacdo para a taxa de nimero de esclerddios (TIN) e taxa de massa de esclerddios (TIM)
de Sclerotinia sclerotiorum, obtidos a partir dos valores médios observados para os diferentes volumes
de 6leo essencial de Tagetes minuta (n=5) e tempos de exposi¢édo (n=5). Embrapa Clima Temperado,
Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Funcéo de

Variavel ligacao Coeficientes dp p-valor pseudoR? AlC

Int 1,8219 0,6677 0,0064

24h  Log-l ’ ’ : 0,5737  -0,1952
09799y, -0,1036 0,0354 0,0034
Int 1,9769 0,7566 0,0090

48h  Log-lo ’ ’ : 0,4781 0,8019
Volume 979 v, 01063 00398 0,0077
L Int 2,0206 0,7914 0,0107

(L) 72h  Loglog T 0,4363 1,1301

Vu  -0,1063 0,0417 0,0107

ooh  Loaieq M 12727 04180 238e® T
TNE 9799\ -00011 00231 7,92e% !

Int -03032 01116 0,0066
10uL  Logarit ! : ! 03846  -2.1727
ML Logantmo = 50029 00022 01842

It -0,3132 0,0839 0,0002
154l Logaritmo ! ! ! 04666  -5,1402
Exposicao 1~ o En  -0,0030 00017 0,0680

(horas) _ Int -0,3204 0,1103 0,0037
20uL  Logaritmo En  -00036 00022 0,1046 0,4353 -2,5504

Int  -0,9034 0,5425 0,0958
25uL  Logarit ! : ! 0,5000  -14,2701
H- LOGamMo = 50235 0,0123 0,0555

p, Funcéo de .-
Variavel ligagso Coeficientes dp p-valor pseudoR? AIC
Int 2,0069 0,6450 0,0019
24h Log-I ' ' ' 152 -1,1
°0-log \, 01141 00339 00008 O°1° 1333
Int 1,7164 0,6235 0,0059
48h Log-lo ’ ’ ’ 0,5990 -0,6603
Volume g-109 Vu -0,1008 0,0332 0,0024
L Int 1,3161 0,4710 0,0052
L) 72h Log-log 0,7222 -2,8893

Vu  -0,0899 0,0258 0,0005

Int 09110 02643 5,68e%
96h  Log-| ’ ! ! 08957  -8,8297
TME 09798 . -0,0858 00154 278608

Int  1,2964 0,1003 3,00e+8
10uL  Log-log E.  -00155 00015 3.59e25 0,9457 -13,8995

Int 1,2439 0,1010 7,65e3%
15uL  Log-lo ' ' ' 0,9533 -13,6293
Exposicao H g-od En -0,0155 0,0015 1,14e2%4

(horas) Int 0,9753 0,1733 1,82e08
20ul  Log-| 4 7314
Ou oglog £ 00134 00027 406e0r 08406 3145

Int 02559 04803 05942
25uL  Log-lo ! ! ! 05000  -13,7569
K 918 £ 00075 00064 02405

Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de 6leo essencial em pL; En, tempo de exposicdo em horas; dp,
desvio padréo; AIC, critério de informacéo de Akaike.




63

Na Figura 7, sdo apresentados os gréficos dessas regressdes, onde para a
TNE de S. sclerotiorum em cada tempo de avaliacéo, dentro da variavel volume, se
nota um comportamento decrescente do niumero de esclerddios em todos os tempos,
sendo que na equacao de 96h, com melhor ajuste dos dados, a tendéncia foi de cair
26, 42, 58 e 69% com os volumes de 10, 15, 20 e 25pL, respetivamente (Figura 7A).
Na Figura 7B, também se evidenciou a mesma tendéncia de decréscimo, muito
embora as equacdes nao tenham se mostrado significativas.

Ja naFigura 7C, a TME de S. sclerotiorum em cada tempo de avaliacdo, dentro
da variavel volume, tendeu a diminuir com o aumento dos volumes. No tempo de
exposicdo de 24h a taxa tendeu a decrescer 24,88, 45,63 e 69,31% nos volumes de
10, 15, 20uL, na mesma sequéncia. Na exposicao de 48h, essa queda foi de 26,86,
47,04 e 68,95% nos volumes de 10, 15 e 20uL, respectivamente. Sendo, ha exposi¢cao
de 72h, na mesma sequéncia anterior, 32,36, 53,49 e 74,14%, que para as 96h tendeu
a 42,07, 65,14 e 84%. Na Figura 7D, a TME de S. sclerotiorum em cada volume de
avaliacdo, dentro da variavel tempo de exposicéo, tenderam a diminuir com o aumento
dos tempos, com excecdo de 25uL devido ao ndo crescimento fingico neste volume,
conforme j& mencioando anteriormente. No volume de 10uL, a TME decresceu em
11,57, 26,01, 42,85 e 60,72% nos tempos de exposicdo de 24, 48, 72 e 96h,
respectivamente, sendo que para o volume de 15 e 20uL as reducdes foram, na
sequéncia, de 12,18, 27,24, 44,62 e 62,73%, para o primeiro, e de 13,29, 28,78, 45,69

e 62,62%, para o segundo.
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Figura 7 — Relagdo volume-resposta para a taxa de inibicdo de nimero de esclerédios, pelos volumes
de 10, 15, 20 e 25uL de 6leo essencial [A] (n=5) e pelos tempos de exposicao de 24, 48, 72 e 96h [B]
(n=5), e para a taxa de inibicdo da massa de esclerddios, pelos volumes de 10, 15, 20 e 25uL de 6leo
essencial [C] (n=5) e pelos tempos de exposicdo 24, 48, 72 e 96h [D] (n=5), de Sclerotinia sclerotiorum
submetida aos volateis de 6leo essencial de Tagetes minuta. Embrapa Clima Temperado, Estacédo
Experimental Cascata, agosto de 2018.
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A exposicdo do fitopatogeno M. phaseolina aos diferentes volumes de 6leo
essencial de T. minuta e tempos em relacdo a esses, promoveu inibicdo do
crescimento micelial do fungo, assim como também evidenciado para S. sclerotiorum.
Ao ajustar-se os dados ao melhor modelo de regressao, analisou-se os diferentes
pardmetros estatisticos. Na Tabela 11, os trés modelos de regressdo sao
apresentados com os possiveis elementos de compor a equacdo, sendo que todos
apresentaram p-valores significativos. O modelo 1, composto por todos elementos,
apresentou em torno de 97% de explicacdo e o modelo 2, no qual excluiu-se a
interacdo entre os elementos, demostrou ao redor de 9% a menos de explicacao. Ja,
o modelo 3, foi inferior em torno de 6% em relacdo ao modelo 2. Da mesma forma,
como ja evidenciado para o fitopatégeno S. sclerotiorum, os elementos interacdo
volume e tempo de exposicdo e o elemento volume, representaram 15% a mais de
explicacédo nas equacdes, muito embora a interagao tenha papel de maior relevéncia
(Tabela 11).

Dessa forma, o modelo escolhido que melhor se ajustou aos dados de TIC a
partir do volume de 6leo essencial e do tempo de exposicdo, conforme o menor valor

de AIC, esta apresentado abaixo (modelo 1):

TIC = exp(—5,8223+0,0580XVuL+0,0479><Eh—0,0005><V#L><Eh)

Na Figura 8, o grafico mostra a qualidade do ajuste do modelo escolhido para
explicar a TIC de M. phaseolina, a partir da regresséo linear obtida entre os valores

observados e os valores preditos do modelo.
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Tabela 11 — Paradmetros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicédo Beta e respectivas
funcBes de ligacdo para a taxa de inibicdo de crescimento micelial de Macrophomina phaseolina,
submetido aos volateis de diferentes volumes de 6éleo essencial de Tagetes minuta e tempos de
exposicdo (n=150). Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Modelo Funcéo de ligacéo Coeficientes dp p-valor  pseudoR? AlC
Int -5,8223 2,55e0 5,82e115
VL 0,0580 2,580 2,20e11
En 0,0479 3,32e%3 4,77

Vu:En -0,0005 3,37e% 9,56e46
Int -4,7595 10,2853 1,72e°6?

Modelo 2 Complemento log-log VL 0,0519 0,0032 1,01e®° 0,8773 -268,4528

En 0,0079 0,0012 1,63e10
Int -4,0847 0,3001 3,43e*?
Modelo 3 Complemento log-log Vi 00494 00034 5,03e4 0,8199 -235,0206

Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de dleo essencial em pL; En, tempo de exposi¢cao em horas; dp,
desvio padrao; AIC, critérios de informagédo de Akaike.
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Figura 8 — Qualidade do ajuste da equacédo de regressao para a taxa de inibicdo do crescimento de
Macrophomina phaseolina submetido aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial de Tagetes
minuta e em diferentes tempos de exposicdo (n=150). Embrapa Clima Temperado, Estacao
Experimental Cascata, agosto de 2018.
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Através do modelo escolhido, conforme demonstrado acima, pode-se observar
gue o aumento dos volumes do 6leo essencial de T. minuta tendeu a aumentar a TIC
de M phaseolina, sendo que o tempo de exposicdo apresentou maior contribuicao
sobre a inibicdo em volumes abaixo de 100uL, ao passo que, apOs esse volume,
tendeu a perder a eficiéncia. Isso pode ser observado, por exemplo, no volume de
90uL, em que a TIC aumentou de 74% em 24h, para 75% em 48 e 72h, mas chegou
a 76% em 96h. Ja, em 100uL, a TIC caiu de 93% nas 24h, para 88, 84 e 80% em 48,
72 e 96h, respectivamente. Dessa forma, assim como para o patdgeno S.
sclerotiorum, o efeito do tempo de exposicéo ao 0leo essencial parece ter maior efeito
inibitério sobe o patégeno em volumes abaixo de um certo limite, o qual mostrou-se
inferior para S. sclerotiorum, no caso 25uL. No entanto, diferentemente do observado
para esse patdgeno, ao analisar-se a equacdo composta pela interacdo volume e
tempo de exposicdo, ndo se chegou a um volume de controle, que independe do
tempo utilizado, mas sim a uma tendéncia de perda de eficiéncia da acdo do volatil
com a aumento do tempo, apés determinado ponto, conforme foi evidenciado, para S.
sclerotiorum, quando os elementos foram analisados em separado. Doravante, muito
embora a tendéncia dos dados através da equacéo escolhida tenha se figurado dessa
forma, cabe ressaltar, que através da observacdo dos dados brutos do trabalho, no
volume de 100uL n&o houve crescimento micelial do patégeno durante os 30 dias em
gue 0 mesmo permaneceu incubado apos o tratamento (Anexo D).

Dando sequéncia a compreensdo do comportamento biolégico dos dados do
trabalho, na Tabela 12, sdo apresentados os modelos de regresséo obtidos quando
foram isolados os efeitos do volume de 6leo essencial e do tempo de exposicao, aos
guais o patdgeno foi submetido. Nesse caso, foram usados os valores médios de cada
tratamento, o que em principio aumentou os valores dos pseudoR2. Sendo que, a
equacao que mais ajustou os dados foi a do volume, com 14% a mais de explicacéao
em comparacdo com a equacgado do tempo de exposicdo. Os graficos dos modelos
para a TIC de M. phaseolina sdo mostrados na Figura 9, a partir dos quais, analisando-
se somente 0 volume, evidenciou-se que para atingir 50% da TIC foram necessarios
volumes ao redor de 75 e 76pL, sendo que para inibicdo maior que 90% foi preciso
volumes proximos a 98uL (Figura 9A). Ja em relacdo ao tempo, para atingir 50% da
TIC foram necessarios tempos em torno de 41h e para inibicdo superior a 90% um

periodo ao redor de 95h (Figura 9B).
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Tabela 12 — Par&dmetros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicdo Beta e respectivas
funcBes de ligacdo para a taxa de inibicdo de crescimento micelial de Macrophomina phaseolina,
obtidos a partir dos valores médios observados e de forma separada para o volume de éleo essencial
de Tagetes minuta (n=5) e tempo de exposicdo (n=7). Embrapa Clima Temperado, Estacéo
Experimental Cascata, agosto de 2018.

Variavel Funcéo de ligagao Coeficientes dp p-valor  pseudoR2 AlC

Int -4,3010 10,8872 1,25e%
Volume Complemento log-log 0,9705 -12,9629
Vu 0,0524 0,0102 2,58e7

L Int -1,0573 0,2798 1,57e¢%
Exposicao Log-log 0,8321 -5,1911
Ern 0,0351 0,0071 8,18e%
Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de dleo essencial em pL; En, tempo de exposi¢cao em horas; dp,
desvio padrao; AIC, critérios de informagédo de Akaike.
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Figura 9 — Relacao volume-resposta para a taxa de inibicdo do crescimento micelial (TIC), pelo volume
de Oleo essencial [A] (n=7) e pelo tempo de exposi¢do [B] (n=5), de Macrophomina phaseolina
submetida aos volateis de 6leo essencial de Tagetes minuta. Embrapa Clima Temperado, Estagéo
Experimental Cascata, agosto de 2018.
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De forma mais detalhada, sdo apresentados modelos de regressao para todos
os tempos, dentro da variavel volume de dleo essencial, e para todos os volumes,
dentro da variavel tempo de exposicédo, utilizados no experimento (Tabela 13). Para a
variavel volume, os p-valores de todos os tempos de exposicdo mostraram-se
significativos com pseudoR? maiores que 90%. J& para a variavel exposi¢ado, 0s p-
valores dos volumes foram significativos, com excecédo de 100uL, devido ao nao
crescimento fangico nesse tratamento (Anexo D).

As equacdes sao representadas na Figura 10, através das quais verifica-se
que, tanto os tempos de exposi¢cdo, na variavel volume, quanto os volumes, na
variavel tempo, tenderam a aumentar a TIC de M. phaseolina, a medida em que, as
variaveis aumentaram. Sendo que, com o aumento do tempo de exposicdo, o volume
para atingir maior controle do patdégeno diminuiu. Assim, como ja observado,
anteriormente, para S. sclerotiorum. Dessa forma, para visualizacdo em valores, nos
tempos de exposicao de 24, 48, 72 e 96h chegou-se a inibicbes préximas de 25,02,
51,54, 57,64 e 64,12% no volume de 75uL e ao redor de 79,37, 82,05, 90,61 e 92,54%
no volume de 95uL, respectivamente (Figura 10A). Ademais, assim como também ja
evidenciado para S. sclerotiorum, em todos os volumes, houve uma maior eficiéncia
dos compostos volateis do 6leo essencial de T. minuta até 48h de exposi¢ao. A partir
do qual, tendeu a diminuir, visto que, entre 24 e 48h de exposicao, as inibicdes ficaram
préximas a 26,07, 29,09, 29,74, 27,83 e 25,73%, passando, entre 48 e 72h, para em
torno de 22,98, 23,55, 22,50, 20,54 e 19,63% e, entre 72 e 96h, chegando ao redor
de 14,87, 13,71, 12,52, 11,73 e 11,92% nos volumes de 75, 80, 85, 90 e 95uL, na
sequéncia mencionada (Figura 10B).
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Tabela 13 — Parametros estatisticos dos modelos volume-resposta com distribuicéo Beta e respectivas
funcdes de ligacdo para a taxa de inibicdo de crescimento micelial de Macrophomina phaseolina,
obtidos a partir dos valores médios observados para os diferentes volumes de 6leo essencial de
Tagetes minuta (n=5) e tempos de exposi¢édo (n=5). Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental
Cascata, agosto de 2018.

Funcéo de

Variavel ligacao Coeficientes dp p-valor  pseudoR?2 AlC
2 e Vi 0081 00113 sogei 09399 72092
Voume 480 COTRON™ U bt 00111 ogeecs 00415 -B6a27
WD mn e Vi 00sor 00086 14dec 09768 171697
oo o Vi 00485 Olooss 19e; 09705 -17.3661
75uL Log-log 'é‘ht 61,623%555 318(2)4215 gzggfi 0,8770  -8,0288
80pL Log-log 'é‘ht 61,623%%8 8%82‘51 ﬁggﬁ 09253  -10,1545
Exposicdo 8ouL Log-log IIQ: 0101351177 88(2);51 1%:% 08941 -8,0628
(horas) g, Log-log o 61,6%02%3 8:88% f:gggﬁ: 0,7981  -4,0873
95uL Log-log 'é‘: 6?6%10512 8:832; S:;ggﬁi 07210  -2,4252
100pL Logito Int -0,2963 10106 07694 5545y 198108

En 0,0237 0,0174 10,1744

Legenda: Int, intercepto; VuL, volume de 6leo essencial em pL; En, tempo de exposi¢do em horas; dp,
desvio padrdo; AIC, critério de informacéo de Akaike.
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Figura 10 — Relacdo volume-resposta para a taxa de inibicdo do crescimento micelial, pelos volumes
de 75, 80, 85, 90, 95 e 100uL de 6leo essencial [A] (n=5) e pelos tempos de exposicado de 24, 48, 72 e
96h [B](n=5), de Macrophomina phaseolina submetida aos volateis de 6leo essencial de Tagetes
minuta. Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.
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Com base na observacgéo das andlises realizadas, pode-se inferir que o volume
do 6leo essencial de T. minuta se mostra como fator primordial para a inibicdo do
crescimento micelial dos patdgenos em estudo, muito embora a exposicao figure-se
como um meio de contencéo do crescimento. Esse efeito também foi observado por
Aguilar-Gonzales et al. (2017), ao testarem a fase volatil do 6leo essencial de B. nigra
sobre frutos de tomate com diferentes volumes e tempos de exposi¢cao, visando a
inibicdo do crescimento de Aspergillus niger. Ademais, Abd-Alla et al. (2006), ao
tratarem bulbos de celola (Allium cepa) com os volateis dos 6leos essenciais de T.
vulgaris e C. citratus para 0 mesmo patégeno, nos volumes de 100, 150, 200 e 400uL
Lt (v/v) em camara de fumigacdo por 60min, evidenciaram nos volumes de 200 e
400uL L? (v/v) inibicdo total do patégeno, mesmo com o passar do tempo de
estocagem dos materiais vegetais, mas em volumes menores a esse, perda da
eficiéncia do tratamento com o passar do tempo de armazenamento.

Ao encontro disso, em relacdo a possivel perda de eficiéncia do 6leo essencial
de T. minuta, com o passar do tempo de exposicao, frente a ambos os fitopatégenos
do estudo, pressupde-se que tal fato, possa estar relacionado com a caracteristica
que o0s Oleos essenciais sdo suscetiveis a reacfes de conversdo e degradacao,
gquando processos oxidativos e de polimerizagdo podem ocasionar a perda da
qualidade, principalmente, devido a exposicdo a luminosidade, temperatura e
disponibilidade de oxigénio, entre outros (TUREK; STINTZING, 2013). Sendo, esse
efeito também evidenciado por Rodrigues et al. (2006), ao avaliarem o efeito do volatil
do 6leo essencial de O. gratissimum no tratamento de sementes de trigo nos tempos
de exposicéo de 7, 14, 21 e 28 dias, visando o controle de Bipolaris sorokiniana. Esses
autores, ao utilizarem 2mL de Oleo essencial, para cada 100 sementes, através do
método de tratamento semelhante ao utilizado nesse estudo, conforme descrito no
item 3.6, concluiram que a exposicao das sementes por um periodo de 7 dias aos
volateis do Oleo essencial, apresenta menor colonizacdo do patégeno ao ser
comparado com 0s maiores tempos e a testemunha.

No que se refere ao efeito dos compostos volateis do 6leo essencial de T.
minuta sobre o desenvolvimento dos esclerédios, especificamente do patdégeno S.
sclerotiorum, agregam-se mais pressupostos que valoram a possivel eficiéncia do
0leo essencial para o manejo do controle da doenca. Segundo Venturoso et al. (2014),
esclerédios com menor massa apresentam menor germinagdo carpogénica, a qual

caracteriza-se como importante fonte de dissiminacdo da doenca no campo. Nesse
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contexo, Marques (2014), ao avaliar o 6leo essencial de folhas de Eugenia uniflora
sobre esclerédios de S. sclerotiorum, 15 dias apds o tratamento, via contato, em
laboratorio, observou que nas concentracdes de 10, 250 e 500ppm houve aumento
do nimero de esclerdérios, no entanto de menor peso, e a germinacao dos esclerédios
demostraram redugdes nas velocidades dos crescimentos miceliais, sendo que com
1500ppm nao houve formagédo das estruturas. Freddo (2015), da mesma forma,
observou reducéo na velocidade de germinacdo de esclerddios de S. sclerotiorum ao
utilizar, via contato, in vitro, o 6leo essencial de Aloysia citriodora, atingindo 100% de
inibicdo da germinacado na concentragdo de 0,25%. Alterag6es em hifas e esclerodios
de S. sclerotiorum, apés tratamento com 6leo essencial, também foram verificadas por
Ma et al. (2015), apds utilizarem 0,5 e 1pL do dleo essencial de sementes de A.
graveolens, via contato, in vitro, obtiveram hifas enrugadas e colapsadas, além de, na
concentragdo de 1uL mL?, rompimento e perda da integridade nas células globulares
da estrutura externa dos esclerédios e deformacédo nas da parte interior. Ademais,
Soylu et al. (2007), verificaram que a utilizacao dos 6leos esséncias de O. syriacum e
F. vulgare, via volatil e contato, in vitro, ocasionaram mudancas na morfologia de hifas
e esclerddios, sendo as hifas de formas e tamanhos diferentes, além de degradadas,
com a presenca de grandes vesiculas dentro das paredes celulares, murchas, sem a
presenca de citoplasma e/ou com citoplasma vazio, sem organelas e os esclerddios
com a superficie enrrugada e ressecada, com encolhimento e lise das células internas.

Dessa forma, a utilizacdo do 6leo essencial de T. minuta, pode ser de grande
valia para o manejo de fitopatdgenos, principalmente, no que tange o tratamento
fitossanitario de materiais vegetais de propagacdo, que normalmente sé&o
armazenados em ambientes controlados e por tempos determinados, atuando tanto
na inibicdo total do patdgeno, quando na reducao da fonte de in6culo primario.

Ao encontro dessa possibilidade, outros trabalhos vém logrando éxito no
tratamento de materiais vegetais com volateis de 6leos essenciais, focando o aspecto
sanitario sobre fitopatogenos. Sharma e Tripathi (2008) chegaram a resultados
promissores ao utilizarem o volatil do 6leo essencial de Hyptis suaveolens em conjunto
com agua quente e UV-C sobre Fusarium oxysporum f. sp. gladioli no tratamento de
cormos de Gladiolus spp. Sendo que, ao utilizarem o tratamento com 6leo essencial
ndo observaram efeito dos volateis sobre a morte de cormos. Também, Lorini et al.
(2016), visando o tratamento pos-colheita de castanhas-do-brasil (Bertholletia

excelsa) frente aos fitopatdégenos A. niger, A. flavus, Rhizopus sp. e Penicillium sp.,
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concluiram que os compostos volateis dos 6leos essenciais de S. aromaticum,
Cinnamomum cassia e Corymbia citriodora inibiram o desenvolvimento dos fungos.
Ademais, Tripathi e Kumar (2007), ao utilizarem 32 espécies de plantas para
verificarem a acao dos compostos volateis de seus 0leos essenciais sobre a microflora
associada a sementes de amendoim (Arachis hypogea) evidenciaram eficiéncia de
100% dos compostos volateis do 6leo essencial de Putranjiva roxburghii sobre A.
flavus e A. niger, protegendo as sementes por um periodo de seis meses, sem
ocasionar danos na germinacao e no crescimento e morfologia das plantulas.
Contudo, levando-se em consideracéo a expressividade do elemento volume
do Oleo essencial de T. minuta sobre a TIC de S. sclerotiorum e M. phaseolina, muito
embora o tempo de exposicdo também tenha mostrado-se como elemento de grande
valia, principalmente, na contencdo de crescimento dos patdégenos e no
desenvolvimento, esse em especifico para S. sclerotiorum, conjunturou-se elementos

para a elaboracdo da préxima etapa do trabalho.

4.3 Efeito de volateis de Oleo essencial de T. minuta sobre patégenos de

sementes

4.3.1 Sementes de feijdo inoculadas com S. sclerotiorum

A andlise de componentes principais (ACP) de varidveis de crescimento e
fitossanitarias de sementes de feijdo da cv. BRS Expedito infectadas com S.
sclerotiorum submetidas aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial de T.
minuta apresentou 76,7% de explicacdo das variagbes observadas nos diferentes
tratamentos, sendo 42,7% no CP 1 e 34,0% no CP 2 (Figura 11). Nas sementes de
Carioca a explicagao total foi de 66,0%, sendo 45,0% no CP 1 e 21,0% no CP 2 (Figura
11). O detalhamento da ACP e a matriz de correlag@o das variaveis estdo nos Anexos
EeF.
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A incidéncia de doenca (INC) e o indice de doenca (ID) foram fortemente
correlacionadas entre si, tanto nas sementes inoculadas da cv. BRS Expedito (r =
0,86; p = 1,27e%) quanto para Carioca (r = 0,89; p = 1,86e19), indicando que os
tratamentos mais afetados também foram os que ocorreram maior severidade da
doenca (Figura 11 e Anexo F).

As sementes inoculadas dos tratamentos controle, ou seja, aquelas que néo
foram expostas aos volateis do 6leo essencial de T. minuta, tiveram correlagédo
positiva com a INC e o ID, além de correlagdo negativa com o comprimento e massa
seca de raiz na cv. BRS Expedito e com o comprimento de parte aérea para Carioca
(Figura 11). Por sua vez, o aumento do volume de dleo essencial, sobretudo no
volume de 1200uL, em ambas sementes, apresentou correlagcdo negativa com a
ocorréncia e a severidade do patdgeno (Figura 11). Na cv. BRS Expedito a correlacéo
entre volume e INC e ID foi r = -0,78 (p = 3,78e%) e r = -0,67 (p = 4,80e%),
respectivamente, e em Carioca foi de r = -0,67 (p = 9,84e%) e r = -0,51 (p = 0,0052)
(Anexo F).

Em geral, o efeito do 6leo essencial foi ndo significativo ou foi pouco significativo
sobre as variaveis de crescimento das plantulas de feijdo e, quando nesse ultimo caso,
apresentou valores de correlagédo ao redor de 0,50 (Anexo F). Esse fato, aponta a
tendéncia do Oleo essencial de T. minuta possuir alto potencial de controle do
patbgeno S. sclerotiorum e, ao mesmo tempo, pouco efeito sobre a qualidade
fisioloégica das sementes de feijdo. Essa nado interferéncia sobre o desenvolvimento
inicial das plantulas, também pdde ser verificada, quando as sementes foram tratadas
com o 6leo essencial sem a inoculagéo do patdgeno (Anexo F).

A partir dos resultados, foi possivel construir equacdes de regressao para a
resposta da TIN e da TID, para cv. BRS Expedito e Carioca, em fun¢édo do volume de
Oleo essencial de T. minuta (Tabela 14 e Figura 12). De forma geral, a medida em que
as sementes de feijao foram expostas aos maiores volumes de 0Oleo essencial, houve
reducd@o na TIN e na TID das plantulas de feijdo. Para a cv. BRS Expedito, as curvas
de regresséo apresentaram todos os parametros significativos (p-valor) e qualidade
do ajuste (pseudoR?) superior a 90%, indicando que os modelos possuem elevado
ajuste de predicdo volume-resposta. Contudo, para Carioca, nao foi possivel ajustar
uma equacao para 0 comportamento volume-resposta da TID, enquanto que, para a

TIN a qualidade do ajuste foi superior a 95% (Tabela 14).
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Tabela 14 — Pardmetros estatisticos das curvas de regressdo utilizando a distribuicdo Beta e
respectivas fungées de ligacao para a taxa de incidéncia de doenca (TIN) e para a taxa de indice de
doenca (TID) em sementes de feijdo cv. BRS Expedito e Carioca infectadas com Sclerotinia
sclerotiorum submetidas aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial (OE) de Tagetes minuta.
Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

> Funcéo - ) 2
Variavel de ligacio Coeficientes dp p-valor  pseudoR AIC
) Int -0,1267 0,0439 3,86e0
TIN Logaritmo 0,9332 -8,3511
cv. BRS VL -0,0013 0,0002 2,26e13
Expedito _ Int  -0,1561 0,0220 1,27e2
TID Logaritmo 0,9635 -15,0416
VL -0,0005 0,0001 3,69e18
] Int -0,2258 0,0894 1,152
TIN Logaritmo 0,9560 -6,4067
. VL -0,0039 0,0006 2,62e1°
cv. Carioca

Int -0,5103 0,2456 0,0377
TID Logaritmo 0,3971 1,5548
Vi -0,0017 0,0007 0,0205

Legenda: Int, intercepto; Vu, volume de Gleo essencial em uL; dp, desvio padrdo; AIC, critério de
informacao de Akaike.
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Através do modelo ajustado para a TIN nas plantas de feijdo da cv. BRS
Expedito, pode-se verificar que a presenca da doenca causada pelo patdgeno S.
sclerotiorum reduziu em torno de 17,91, 32,61, 54,58 e 79,37% com os volumes de
150, 300, 600 e 1200pL, respectivamente. Ja, para a severidade da doenca,
representada pela TID, a reducgao foi ao redor de 7,19, 13,87, 25,81 e 44,96%, na
mesma sequéncia de volumes ja mencionados (Tabela 14 e Figura 12A). No entanto,
para Carioca, a reducdo da incidéncia da doenca mostrou-se mais efetiva, pois as
guedas foram proximas a 44,07, 68,72, 90,22 e 99,04% com os volumes de 150, 300,
600 e 1200puL (Tabela 14 e Figura 12B). Podendo isso, estar relacionado com a TIN
inicial, que nas plantulas da cv. BRS Expedito foi de 88,10% e nas da Carioca 79,78%
(Tabelald e Figura 12). Justificando-se, essa diferenca, possivelmente devido a
variabilidade genética entre as duas sementes utilizadas, visto que as sementes da
cv. BRS Expedito caracterizam-se por apresentarem um padrdo genético, ao passo
gue as sementes de Carioca, por tratarem-se de uma populacdo, possuem maior
variabilidade.

A acdo deletéria da fase volatii do 6leo essencial de T. minuta sob S.
sclerotiorum, através do tratamento de sementes (Figura 11 e Tabela 14), assim como
ja vém sendo atestado ao longo dos resultados obtidos nos testes in vitro sobre o
patégeno no trabalho, nos itens 4.1 e 4.2, sustentam, ainda mais, a eficiéncia e a
possibilidade concreta de uso desse composto com a finalidade de tratar materiais
vegetais de propagacao. Atuando sobre o patdgeno, na forma de micélio, que pode
estar associado ao tegumento e as extruturas internas das sementes (MACHADO,
1988). Reduzindo a fonte de indculo inicial e de dissiminagdo, além de aumentar o
potencial produtivo das plantas nos campos de produc¢édo, visto que quanto maior o
potencial de inoculo inicial das sementes, menor a capacidade germinativa das
sementes, do indice de velocidade de emergéncia e a massa seca de parte aerea e
raiz das plantulas de feijao (BOTELHO et al.,, 2013; MIGLIORINI et al., 2016),
corroborando com algumas das varidveis observadas no tratamento controle com

in6culo (Figura 11).
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Dessa forma, cabe ressantar que, para S. sclerotiorum, patdégeno considerado
praga quarentendria ndo regulamentada (presentes no pais com potencial de oferecer
riscos) em sementes de feijdo, soja e girassol, a tolerancia é zero para o niumero de
escleradios. No entanto, nenhuma mencéo é dada a infeccado de sementes via micélio,
importante e potencial fonte de in6culo da doenga, muito embora trabalhos na
literatura venham demostrando a sua importancia (HENNING, 2005; BOTELHO et al.,
2013; VENTUROSO et al., 2015).

No que tange o uso de Oleos essenciais para o manejo de S. sclerotiorum no
feijdo, algumas experiéncias também vém apresentando-se auspiciosas, a exemplo
de Al-Taisan et al. (2014), no Egito, que ao utilizarem os 6leos essenciais de casca de
C. zeylanicum, folhas de Mentha spp. e de sementes de S. aromaticum, via
encharcamento de substrato, na concentracdo de 10ppm, previamente inoculado com
S. sclerotiorum, verificaram, 60 dias apos a semeadura das sementes de feijdo da cv.
Naz, 20% a mais de sobrevivéncia das plantas em que o solo foi tratado com o 6leo
de casca de C. zeylanicum e 5% a mais quando com os 6leos de folhas de Mentha
spp. e de sementes de S. aromaticum. J4, Marques (2014), no Brasil, ao avaliar o 6leo
essencial de folhas de E. uniflora, em feijdo da cv. BRS Pérola, para o controle de S.
sclerotiorum, verificou ao aplicar o 6leo essencial via pulverizacdo em folhas
destacadas, que ndo houve leséo ao utilizar 500uL por folha das concentracdes de
25, 50, 100 e 200ppm, sendo que, em plantas, na casa de vegetacao, a area da leséo
provocada pela doenca foi inferior a da testemunha com a apliacacao de 500uL por
folha da concentracédo de 200ppm. Ademais, o0 6leo essencial induziu mecanismos de
respostas na planta de feijao, visto que houve aumento das proteinas relacionadas a
defesa, como quitinases, B-1,3-glucanase, PAL, peroxidases e polifenosidases.

Em principio, pouco ou nenhum foram os efeitos negativos provocados pelos
volateis do 6leo essencial de T. minuta sobre as sementes de feijdo, assim como
observado por Olanda (2014) ao tratar sementes de feijdo da cv. Carioca com tintura
da planta nas concentracdes de 0,5, 1 e 2%, visando o controle de C. lindemuthianum.
A autora, ao analisar o efeito curativo e protetor das tinturas com e sem alcool, via
contato, verificou que nas tinturas sem alcool ndo houve efeito fitotoxico sobre o
desenvolvimento das plantulas de feijao, no entanto nas tinturas com alcool na maior
concentracdo houve menor comprimento de parte aérea e raiz, a0 passo que, na
menor, maior comprimento dessas variaveis. Medeiros et al. (2013), ao avaliarem

diferentes concentracdes do Oleo essencial de T. minuta em sementes de alface,
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utilizando umidecimento do substrato com o 6leo essencial, concluiram que em
concentragbes baixas nao houve interferéncia do tratamento sobre a qualidade
fisioloégica das sementes, mas nas altas observaram perda na germinagao e no vigor.
A relacdo de dose-efeito, observada por Masangwa et al. (2017) em sementes de
feijdo e feijdo-caupi (Vigna unguiculata) tratadas com extratos de plantas, via
embebicdo, evidenciam em altas concentragbes a reducdo de germinacdo e de
velocidade de emergéncia, mas em concentracdes adequadas, apresenta beneficios
na germinacdo, dado pelo desenvolvimento, nas raizes embrionarias, de vacuolos,
cristais nas mitocondrias, menor quantidade de lipidios e corpos proteicos, que estdo
relacionados com a aceleragdo do metabolismo, além de eficiéncia sobre C.
lindemuthianum e Colletotrichum dematium.

A utilizacdo do tratamento de sementes com o 6leo essencial de T. minuta,
possivelmente pode ser utilizado em outras espécies, visando o controle de S.
sclerotiorum, visto que este fungo é polifago, associado as sementes de varias
espécies, tais como algodéo, soja, girassol, canola (B. napus var. oleifera), cartamo
(Carthamus tinctorius), crambe (Crambe abssynica), nabo forrageiro (Raphanus
sativus var. oleiferus) e niger (Guizotia abyssinica), além de alface, brassicas, outras
fabaceas como o feijao (HENNING, 2005; PEREIRA et al., 2015; VENTUROSO et al.,
2015) e entre outras.

No entanto, estudos relacionados a interacao existente entre volatil e espécie
de material propagativo sdo necessarios, afim de esclarecer possiveis efeitos
fitotbxicos sobre as sementes, conforme ja mencionado anteriormente. Nesse
contexto, Pansera et al. (2012), no Brasil, ao avaliarem os Oleos essenciais de C.
citratus, Schinus molle L., S. terebinthifolius, Salvia officinalis L. e Bacharis trimera
(Less.) DC., nas concentracdes de 0,15 e 0,20%, em plantas de alface, previamente
transplantadas em substrato inoculado com S. sclerotiorum, apds pulverizacdes
semanais por um periodo de 30 dias, observaram que a incidéncia da doenca foi
reduzida em 80% quando utilizados os 0leos essenciais de S. officinalis e B. trimera e
em 93,4% quando utilizado o de C. citratus. Os 0Oleos essenciais de S. officinalis e de
C. citratus alteraram a morfologia da colbnia fungica e inibiram a formacdo de
esclerdédios. De forma semelhante, Ma et al. (2015), na China, verificaram que o Oleo
essencial de sementes de A. graveolens L. visando o controle de S. sclerotiorum, em
canola, demonstrou resultados relevantes, pois tanto na avaliagdo em folhas

destacadas no laboratério, quanto em plantas na casa de vegetacao, houve reducao
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da doenca, apdés a pulverizacdo de 5mL dos tratamentos por folha. Na primeira
avaliacdo, a leséo ocasionada nas folhas foi suprimida na concentracado de 0,50uL
mL! de 6leo essecial, quando o tratamento foi realizado 12h antes do in6culo, ao
passo que, ao ser realizado 12h apés, a lesdo apresentou o tamanho minimo de
8,67mm com a concentracdo de 1,00uL mL?. J4, em relacdo as plantas na casa de
vegetacgdo, a inibicdo de S. sclerotiorum foi de 100% na concentracdo de 10uL mL?
do oleo essencial.

Outras experiéncias relacionadas ao uso de Oleos essenciais sobre S.
sclerotiorum também tém mostrado resultados relevantes na sanidade de plantas,
muito embora suas sementes ndo se comportem como transmissores da doenga, a
exemplo de solanaceas e curcubitaceas (PEREIRA et al., 2015). Desse modo, Freddo
(2015), no Brasil, ao avaliar plantas de pepino apés o tratamento de sementes com 0
Oleo essencial de A. citriodora pelo contato, utilizando 10mL para cada 100 sementes
das concentracdes de 0,06, 0,12 e 0,25%, semeadas em substrato inoculado com S.
sclerotiorum, verificaram redugdo no tombamento das plantas na concentracdo de
0,06%, mas resultados iguais ao da testemunha nas maiores concentracdes, devido
ao efeito fitotdxico ocasionado pelo 6leo essencial sobre as plantas. No entanto, o
autor também evidenciou, 0 aumento da atividade das enzimas peroxidase e (3-1,3-
glucanases, envolvidas nos mecanismos de defesa vegetal. Por outro lado, Soylu et
al. (2007), na Turquia, verificaram ndo haver efeito negativo dos 6leos essenciais de
O. syriacum e F. vulgare em plantas de tomate em que as sementes foram alocadas
em substrato previamente tratado, além de aumento, na mesma sequéncia de
tratamento, de 26,7 e 43,2% na sobrevivéncia de plantas em substrato inoculado com
S. sclerotiorum.

Ademais, o comportamento das sementes mostrou-se diferenciado, no que se
refere a quantidade de 6leo essencial para a reducdo da doenca, pois de maneira
geral, houve maior necessidade de se utilizar volumes mais elevados de oOleo
essencial nas sementes da cv. BRS Expedito do que nas de Carioca, conforme o
ajuste dos dados ao modelo de regresséao (Tabela 14 e Figura 12). Isso, indica que as
interacOes existentes entre semente-patdgeno-6leo essencial séo diferentes entre si,
visto que tanto entre sementes, quanto entre patdogenos, de uma mesma espécie, ha
variabilidade genética (ANTUNES et al., 2010; PORCH et al., 2014), assim como h&a
variabilidade na composi¢cdo de 6leos esséncias (GOMES, 2017), conferindo isso,

uma seérie de interacdes entre esses elementos. Essa resposta difenciada entre
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cultivares de uma mesma espécie também foi observada por Moura et al. (2017), que
ao tratarem sementes de feijao das variedades crioulas Mourinho e Rajado Vermelho
com 6leo essencial de E. uniflora pelo método de imerséo por um periodo de cinco
minutos, verificaram comportamentos diferenciados nas avaliacbes sanitaria e
fisiologica das sementes. Dessa forma, reafirma-se a importancia das pesquisas em
considerarem essas intera¢des, assim como na recomendacgdo pratica do tratamento
de sementes com 06leos essenciais, de modo que, possam agir de maneira eficiente

sobre fitopatégenos, mas sem comprometer o desenvolvimento de plantulas.

4.3.2 Sementes de feijdo inoculadas com M. phaseolina

A analise de componentes principais (ACP) de variaveis de crescimento e
fitossanitarias de sementes de feijao cv. BRS Expedito infectadas com M. phaseolina,
submetidas aos volateis de diferentes volumes de oOleo essencial de T. minuta,
apresentou 73,6% de explicacdo das variacdes observadas nos tratamentos, sendo
41,7% no CP 1 e 31,4% no CP 2 (Figura 13A). Para Carioca, a explicacao total foi de
58,3%, sendo 33,6% no CP 1 e 24,7% no CP 2 (Figura 13B). O detalhamento da ACP
e a matriz de correlacdo das variaveis estdo nos anexos G e H.

A incidéncia de doenca (INC) e o indice de doenca (ID) foram fortemente
correlacionadas entre si, tanto nas sementes inoculadas da cv. BRS Expedito (r =
0,92; p = 6,23e13) quanto para Carioca (r = 0,76; p = 1,22e9), muito embora em menor
grau, indicando que os tratamentos mais afetados também foram aqueles em que

ocorreu maior severidade da doencga (Figura 13A).
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Experimental Cascata, agosto de 2018.
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No tratamento controle com indculo, em que as sementes inoculadas com M.
phaseolina ndo foram expostas aos volatis do 6leo essencial de T. minuta, em ambas
sementes, houve correlacao positiva com a INC e o ID, além de correlacdo negativa
com o comprimento de raiz na cv. Expedito e no comprimento e massa seca de parte
aérea e raiz para Carioca (Figura 13B). Da mesma forma, essa acao foi observada
nos tratamentos com os volumes de 600uL e 1200pL, indicando uma fraca acdo dos
volateis sobre o patdgeno. Por sua vez, o volume de 2400uL apresentou uma
correlacdo quase neutra sobre o patégeno, enquanto o volume de 4800uL demonstrou
clara correlagéo negativa com a INC e o ID. Na cv. BRS Expedito a correlagéo entre
volume e INC e ID foir =-0,57 (p = 0,0010) e r =-0,55 (p = 0,0017), respectivamente,
e em Carioca foide r=-0,52 (p = 0,0033) e r =-0,48 (p = 0,0075) na mesma sequéncia.

O maior volume testado, 4800uL, aparentemente ndo afetou ou afetou pouco
as variaveis de crescimento na cv. BRS Expedito e Carioca. Contudo, é possivel
verificar que no volume 2400pL, onde os volateis do 6leo essencial ndo foram muito
efetivos sobre o patdgeno, o crescimento e a massa seca da parte aérea e das raizes,
de forma geral, foi negativamente afetado. Podendo este fato, indicar a somatizacéo
do tratamento com Oleo essencial e da presenca do patdgeno, visto que nos baixos
volumes (600 e 1200pL) o efeito do 6leo foi insignificante sobre as sementes e sobre
0 patégeno, atuando logo, somente o fungo sobre a qualidade das sementes. J&, no
volume de 2400puL, o maior volume de 6leo essencial somado com a presenca do
patégeno, aumentaram a agdo negativa sobre as sementes, ao passo que, no maior
volume, a acdo do patdgeno foi excluida, diminuindo esse efeito.

A partir dos resultados, foi possivel construir equacfes de regressao para a
resposta da TIN e da TID, para cada cultivar de feijao, em fung¢édo do volume de d6leo
essencial de T. minuta (Tabela 15 e Figura 14). Elas apresentaram um comportamento
volume-dependente, demostrando que quanto maior o volume de Oleo essencial
aplicado nas sementes via volatilizagcdo, menora TIN e a TID. Sendo que, cada cultivar

teve uma resposta especifica na redug¢do do patdégeno em func¢édo do volume utilizado.
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Tabela 15 — Parametros estatisticos das curvas de regressdo utilizando a distribuicdo Beta e
respectivas funcdes de ligacao para a taxa de incidéncia de doenca (TIN) e para a taxa de indice de
doenca (TID) em sementes de feijdo cv. BRS Expedito e Carioca infectadas com Macrophomina
phaseolina submetidas aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial (OE) de Tagetes minuta.

Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Variavel Fllj'ngag de Coeficientes dp p-valor  pseudoR? AIC
igacdo
Int 0,9507 0,2085 5,136
TIN COTOP'_EI';’e”tO 08388 50056
V. BRS g-log Vu  -0,0005 0,0001  3,93¢
Expedito Int 1,0723 0,1831  4,75e
Tip Complemento 07785  -7,5207
log-log Vi -0,0003 0,0001 3,485
, Int 0,7387 0,1828 5,33e05
TIN Logito 0,9762 -11,6073
_ Vi -0,0010 0,0001 1,84e14
Carioca
_ Int -0,3221 0,0679  2,10e
TID Logaritmo 0,8742 -6,5814
W -0,0002  4,20e% 7,71

Legenda: Int, intercepto; Vu, volume de 6leo essencial em pL; dp, desvio padrédo; AIC, critério de
informacao de Akaike.
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Figura 14 — Relacao volume-resposta para a taxa de incidéncia de doenca (TIN) e a taxa de indice de
doenca (TID) em sementes de feijao cv. Expedito [A] e Carioca [B] infectadas com Macrophomina
phaseolina submetidas aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial de Tagetes minuta.

Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.
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Dessa forma, as plantas da cv. BRS Expedito, que tiveram as suas sementes
tratadas no menor volume de avaliagédo, ou seja, 600uL, apresentaram reducdes na
TIN em torno de 8,63% e na TID ao redor de 3,99%, passando, na mesma sequéncia,
para valores proximos a 20,10 e 9,27% no volume de 1200uL, assim como, 45,73 e
22,88% no volume de 2400uL e chegando a 81,50 e 53,16% no volume de 4800uL
(Tabela 15 e Figura 14A).

Para Carioca, as reducdes nas TIN e TID foram maiores em comparacdo com
as observadas na cv. BRS Expedito, visto que, com o volume de 600uL, a TIN foi em
torno de 20,48% e a TID em torno de 9,48%, sendo que, nos volumes de 1200uL e
2400, 4800 pL esses valores passaram a proximos de 41,86, 75,27 e 97,20% na TIN
e 18,07, 32,88 e 54,94% na TID, respectivamente (Tabela 15 e Figura 14B). Sendo
gue, essa acado, possivelmente, deve estar relacionada com a menor incidéncia e
severidade da doenca apresentada pelo controle nas plantulas de Carioca, as quais
foram em torno de 67,67 e 72,47%, respectivamente, ao passo que, na cv. BRS
Expedito foram ao redor de 92,48 e 94,62%, na mesma sequéncia. Sendo, essa
diferenca, possivelmente, devido a variabilidade genética apresentada entre o0s
materiais de propagacéao, conforme jA mencionado anteriormente no item 4.3.1.

Assim, como ja observado para S. sclerotiorum, no item 4.3.1, o tratamento de
sementes de feijdo com os compostos volateis do 6leo essencial de T. minuta, também
se mostra promissor para o controle de M. phaseolina, como vém sendo atestado ao
longo do estudo nos itens 4.1 e 4.2. Promovendo, devido a menor fonte de in6culo, no
caso do maior volume de tratamento (4800uL), aumento do potencial de
desenvolvimento das sementes, conforme a correlacao positiva entre as variaveis de
comprimento e massa seca de parte aérea e raiz, em ambas sementes estudadas,
muito embora para Carioca a correlacdo tenha se dado com maior expressividade
(Figura 13). Visto que, sementes de feijao da cv. Expedito inoculadas com o patdogeno
pelo método de contato, proximo ao método utilizado nesse trabalho, porém com
restricdo hidrica, apresentaram menor germinacdo, comprimento de parte aérea e
massa seca (SILVA et al., 2016).

Fomentando esses resultados, trabalhos na literatura vém apostando na
possibilidade de uso de Oleos essenciais para o tratamento de sementes de feijao
visando o controle de M. phaseolina, a exemplo de Garcia et al. (2008), em Cuba, que
ao avaliarem sementes de feijdo contaminadas naturalmente com M. phaseolina, apos

tratamento, via contato, com o 6leo essencial de Cymbopogon nards, verificaram
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reducdo de 100% na incidéncia do patégeno na concentracdo de 25% do dleo
essencial, além de acéo sobre os fungos Fusarium sp., Aspergillus sp. e Penicillium
sp. Também, Khaledi et al. (2014), em casa de vegetacao no Ird, obtiveram resultados
satisfatorios, ao utilizarem o Oleo essencial de M. piperita e 0 seu constituinte
majoritario, mentol, tanto no tratamento de sementes de feijdo da cv. Naz, quanto na
aplicacao foliar, sendo que a reducéo da severidade da doenca ocasionada por M.
phaseolina, em ambas as formas de tratamento, mostrou-se dose-dependente, assim
como observado nesse trabalho, conforme ja demostrado pelas equacdes de
regresséo (Tabela 12 e Figura 14), e também n&o verificaram efeitos fitotoxicos dos
tratamentos sobre as plantas. Esses autores, na maior dose testada do 6leo essencial,
450ppm, chegaram a supressdes de 5,4% ao tratarem as sementes e 72,6% quando
trataram as plantas. Com o constituinte majoritario, esses valores aumentaram para
38,9 e 90,8%, respectivamente. Ademais, observaram reducdes de 40,5 e 45,1% de
R. solani ao tratarem as sementes e 68,3 e 74,6% ao tratarem as plantas, com o Oleo
essencial e 0 composto majoritario, respectivamente.

Outros autores vém realizando o uso combinado de produtos provenientes de
plantas com agentes de biocontrole e agrotdxicos quimicos sintéticos, na tentativa de
encontrar resultados mais efetivos sobre M. phaseolina e com menor efeito
contaminante sobre o ambiente, além de maior independéncia dos agricultores, no
que se refere aos agrotdxicos quimicos sintéticos. Kumar et al. (2011), na india, ao
utilizarem extrato aquoso de folhas frescas de nim (Azadirachta indica), Bavistin
(active ingredient carbedazim 50 WP) e Trichoderma harzianum no tratamento de
sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas), alocadas em substrato previamente
inoculado com M. phaseolina, chegaram a efeitos promissores no uso do extrato e do
agente de biocontrole, utilizados de forma isolada e em conjunto, atingindo valores
muito proximos aos obtidos com o agrotoxico quimico sintético ou deste em
associacdo. Todos, com eficiéncia em comparacado com a testemunha, com maiores
valores de germinagdo, menor porcentagem de mortalidade na pré e pds-emergéncia
e maior reducdo da doenca em plantas. Ja, Mena-Rodriguez et al. (2018), na
Colémbia, ao tratar plantas de feijdo, pimentdo (Capsicum annuum) e berinjela
(Solanum melongena), visando o0 manejo de M. phaseolina, Phytophthora capsici e C.
gloeosporioides, com os 0leos essenciais de Lippia alba e C. citratus, além de
tiabendazol, isolados e em associacao, verificaram aumentos na produtividade e

reducdo de doencas com todos os tratamentos. Chegando a acréscimos na
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produtividade do feijao de 13,95 e 46,5%, no pimentdo de 23,25 e 12,32% e na
berinjela de 12,10 e 14,65% com os tratamentos realizados com L. alba e C. citratus,
respectivamente. Além de menor incidéncia de doencas, na mesma sequéncia de
tratamento mencionada anteriormente, de 0,9 e 1,1% no feijdo e de 38 e 51% no
pimentdo, sendo que para berinjela ndo houveram diferencgas.

No que se refere ao possivel efeito deletério dos volateis do 6leo essencial de
T. minuta sobre a qualidade fisiologica das sementes, em volumes maiores de
tratamento aos utilizados para S. sclerotiorum, conforme observado no item 4.3.1, nao
necessariamente deve ser compreendida como fator limitante, a fim de invalidar a
utilizacdo do composto, pois mesmo que haja um estress nas fases iniciais, iSSoO nao
significa que a planta ndo tera condicfes de se reestabelecer (INOUYE, 2003b), visto
gue estard em melhores condicfes sanitarias. Porém, essa relacdo custo-beneficio é
um dos elementos que carecem de mais investigacdes. Na literatura, varios trabalhos
apontam os efeitos negativos de T. minuta sobre a qualidade de sementes, inclusive
propondo o uso da planta como bioherbicida (BATISH et al., 2007). Doravante, assim
como ja discutido anteriormente, no item 4.3.1, o efeito fitotoxico esta relacionado com
0 volume de uso.

Contribuindo com essa discussdo, Inouye (2003b), ao tratar sementes e
plantulas de feijdo com os volatis de diferentes Oleos esséncias, verificou
comportamentos fisiolégicos variados. Ao avaliar o desenvolvimento de sementes por
uma semana, em condi¢cdo hermética, a temperatura ambiente e em exposicado aos
compostos volateis de 6leos esséncias, observou efeitos negativos no alongamento
de radiculas e hipocétilos, mostrando-se dose-dependente com os tratamentos entre
0,1 e 10mg L* de ar, com os 6leos essenciais de Lavandula angustifolia, Camellia
sinensis, Perilla frutescens e T. vulgaris, sendo que apds a exposicao, as plantas
tratadas com os dois ultimos demostraram reabilitacéo, ao passo que, o 0leo essencial
de Citrus medica ndo mostrou efeito algum. Ademais, ao testarem, na mesma
condicao anterior, plantas grandes, verificaram o mesmo comportamento para o 6leo
essencial de C. medica, baixo efeito fitotoxico com o de L. angustifolia na maior dose
e murchamento das plantas com o de T. vulgaris. Segundo o autor, esses efeitos estao
relacionados com a toxidez ocasionada por compostos dos 6leos essenciais que, ao
nao serem metabolizados, acumulam-se nos tecidos. Dessa forma, se forem
absorvidos quando o metabolismo for anabdlico, ou seja, no inicio do processo de

germinacdo, quando ha consumo de energia e ndo forem degradados, havera
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fitotoxidez. Por outro lado, se forem metabolizados, ao passarem para um
metabolismo catabdlico, havera condi¢cbes de se reestabelecer.

Esse fato, no que tange aos efeitos de doses sobre a resposta fisioldgica das
sementes, também alude ao fato de que os volumes utilizados no trabalho, para a
reducdo da doenca provocada por M. phaseolina, assim como para S. sclerotiorum,
no item 4.3.1, possam reduzir-se, no caso do uso de tecnologias de aplicagcdo mais
adequadas, as quais possam promover o aumento da eficiéncia do uso dos 6leos
essenciais. Dessa forma, o uso do 6leo essencial puro, via volatilizacdo, conforme
utilizado no trabalho, carece de novas investigagdes, principalmente, sobre a relagéao
existente entre volume de sementes, volume de dleos essenciais, temperatura e
tempo de tratamento, que inclusive, possam condizer com o armazenamento. Nessa
perspectiva, trabalhos como de Girardi et al. (2017), que visa encapsular o 6leo
essencial afim de evitar perdas e degradacdo, mostra-se como uma tecnologia
potencial, visto que, ao tratarem sementes de amendoim com o 6leo essencial de
Lippia turbinata encapsulado com gelatina e goma arabica, durante armazenamento,
mantiveram a acdo antifungica do 6leo essencial, reduzindo a microflora natural das
sementes, apesar de detectarem efeitos negativos sobre a germinacéo. Esse fato
reforca a importancia de estudos nesse campo.

Em consonéancia com o observado no comportamento das sementes de feijao,
apos o tratamento com o 6leo essencial visando o controle de S. sclerotiorum, no item
4.3.1, para M. phaseolina, mesmo em volumes mais elevados, a tendéncia mostrou-
se igual, ou seja, a cv. BRS Expedito demandou maiores volumes de 6leo essencial
no tratamento das sementes do que Carioca para alcancar valores iguais de inibicao
do patdgeno, conforme pode-se observar nos dados demostrados anteriormente
(Tabela 15 e Figura 14).



90

5 Conclusao

Os volateis do 6leo essencial de T. minuta promoveram significativa inibicdo do
crescimento micelial de S. sclerotiorum e M. phaseolina em condi¢des in vitro.

Em 72 horas de exposicdo aos compostos volateis do 6leo essencial de T.
minuta, in vitro, S. sclerotiorum teve total inibicdo do crescimento micelial com o
volume de 10pL e M. phaseolina com 75pL.

O dleo essencial de T. minuta, via volatilizagédo, in vitro, mostrou-se volume-
dependente e tempo-dependente na inibicAo de crescimento micelial de S.
sclerotiorum e M. phaseolina e na redug¢édo do nimero e massa de esclerodios de S.
sclerotiorum.

No volume de 25pL, a qualquer tempo de exposicdo, o 6leo essencial de T.
minuta foi eficiente sobre S. sclerotiorum, in vitro, ndo se fazendo necessarios tempos
de exposicdo superiores a 24h para o controle.

Em volumes inferiores a 25uL 0 tempo mostrou-se como elemento chave para
uma acao efetiva do volatil do 6leo essencial de T. minuta sobre S. sclerotiorum em
condicdes in vitro.

No volume de 100uL, in vitro, o 6leo essencial de T. minuta mostrou-se eficiente
em qualquer tempo de exposi¢cao sobre M. phaseolina.

Em volumes inferiores a 100uL do 6leo essencial de T. minuta, o tempo
mostrou-se como elemento importante para a inibicdo de crescimento micelial de M.
phaseolina em condicdes in vitro.

A utilizacé@o do dleo essencial de T. minuta, via volatilizag&o, no tratamento de
sementes de feijdo da cv. BRS Expedito e Carioca, reduziu a incidéncia e a severidade
das doencgas causadas pelos patdogenos S. sclerotiorum e M. phaseolina, mostrando-
se volume-dependente.

O volume de 1200puL do o6leo essencial de T. minuta, via volatilizagéo,
promoveu menor incidéncia das doencas ocasionadas por S. sclerotiorum nas
plantulas da cv. Expedito e Carioca e menor severidade nas plantulas da cv. Expedito.

O volume de 4800uL do Oleo essencial de T. minuta, no tratamento de
sementes de feijdo, via volatilizacdo, promoveu menor incidéncia e severidade da

doenca ocasionada por M. phaseolina nas plantulas da cv. Expedito e Carioca.
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O oleo essencial de T. minuta apresentou maior eficiéncia na incidéncia e
severidade da doenca ocasionada por S. sclerotiorum do que a promovida por M.
phaseolina.

Os volumes utilizados de tratamento do 6leo essencial de T. minuta para o
controle das doencas ocasionadas por S. sclerotiorum e M. phaseolina apresentaram
baixa correlacdo negativa com as variaveis de crescimento das plantas de feijdo da
cv. BRS Expedito e Carioca.

A cultivar BRS Expedito e Carioca demostraram comportamentos diferenciados
em resposta a interacdo existente entre patdgeno e 6leo essencial de T. minuta.

O tratamento de sementes de feijdo com o uso de volateis do 6leo essencial de
T. minuta se mostrou uma estratégia promissora para a producdo de sementes
agroecologica e necessita novos estudos para aprimorar a técnica de utilizacdo em

maior escala.
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Anexos



Anexo A

Crescimento micelial médio (mm) de Sclerotinia sclerotiorum e Macrophomina
phaseolina expostos aos volateis de diferentes volumes de 6leo essencial de Tagetes
minuta apos 24, 48 e 72 horas de exposicdo. Embrapa Clima Temperado, Estacéo
Experimental Cascata, agosto de 2018.

Crescimento micelial (mm)

Patdégeno Volume (uL) 24 horas 48 horas 72 horas
Média dp Média dp Média dp
0 14,25 0,53 42,42 2,47 81,17 3,02
2 14,00 1,04 21,25 0,36 54,25 3,20
S. sclerotiorum 5 0,00 0,00 10,05 039
10 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 0,00
20 0,00 0,00 0,00
0 14,42 0,52 65,67 0,63 80,00
25 0,00 15,08 0,40 52,92 1,43
30 0,00 10,25 0,56 39,58 2,15
35 0,00 10,17 0,86 33,33 2,71
40 0,00 3,00 3,00 15,83 8,21
. 45 0,00 0,00 10,00 6,45
M. phaseolina 50 0,00 0,00 10,08 5,12
55 0,00 1,67 1,67 11,33 6,08
60 0,00 0,00 5,42 2,50
65 0,00 0,00 3,17 2,01
70 0,00 0,00 3,00 191

75 0,00 0,00 0,00




Anexo B

Valores médios e desvio padréo (dp) do crescimento micelial e da taxa de inibicdo de
crescimento micelial (TIC) de Sclerotinia sclerotiorum submetido aos voléateis do éleo
essencial de Tagetes minuta em diferentes volumes e tempos de exposi¢cao (n=102),
apos 30 dias de observacdo. Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental
Cascata, agosto de 2018.

L Crescimento micelial (mm) TIC
Fonte de variacéo - .
média dp meédia dp

0 55,1944 0,9264 0,0000 -
; 10 26,6150 1,6327 0,5172 0,0300
Volume de oleo 15 21,3124 1,6648 06132  0,0305

essencial (pL)

20 19,5171 1,1942 0,6461 0,0217

25 0,0000 - 1,0000 -

0 55,1944 0,9264 0,0000 -
24 22,5843 2,7925 0,5901 0,0509
Tempo de 48 21,3669 2,7069 0,6124 0,0492

exposicdo (horas)

72 13,2342 1,6807 0,7600 0,0305

96 10,2590 1,3434 0,8140 0,0244




Anexo C

Valores médios e desvio padrdo (dp) do nimero de esclerédios e da massa de
esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum submetido aos volateis do 6leo essencial de
Tagetes minuta em diferentes volumes e tempos de exposi¢cdo (n=102). Embrapa
Clima Temperado, Estacao Experimental Cascata, agosto de 2018.

» Numero esclerédios Massa de esclerédios
Variavel — —
Média dp Média (g) dp

0 8,8333 0,4014 55,0376 1,8569

10 7,5417 0,4623 38,7035 2,8277

Volume de 6leo essencial (pL) 15 7,3750 0,3845 37,1591 3,3901
20 7,0833 0,4997 32,2798 2,4855

25 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

0 8,8333 0,4014 55,0376 1,8569

24 5,5833 0,7869 35,3318 4,9022

Tempo de exposicao (horas) 48 6,2917 0,7743 33,6928 4,1435
72 6,5833 0,8360 25,3752 3,4825

96 3,5417 0,4544 13,7426 1,7225




Anexo D

Valores médios e desvio padrdo (dp) do crescimento micelial e taxa de inibicdo de
crescimento micelial (TIC) de Macrophomina phaseolina submetido aos volateis do
0leo essencial de Tagetes minuta em diferentes volumes e tempos de exposi¢cao
(n=102). Embrapa Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

o Crescimento micelial (cm) TIC

Fonte de variacao média dp média dp

0 53,5556 0,5704 0,0000 -
75 23,6698 2,3168 0,5579 0,0433
Volume de 6leo 80 21,4970 2,2531 0,5981 0,0423
essencial (L) 85 19,3398 2,0447 0,6384 0,0384
90 16,5287 1,2874 0,6911 0,0240
95 16,0025 1,1473 0,7008 0,0217

100 0,0000 - 1,0000 -

0 53,5556 0,5704 0,0000 -
Tempo de 24 26,1114 2,4623 0,5120 0,0461
exposicao (horas) 48 17,8445 1,3768 0,6667 0,0257
72 11,7793 1,0203 0,7797 0,0192

96 8,9567 0,7452 0,8326 0,0140




Anexo E

Andlise de Correspondéncia Destendenciada (DCA) e Analise de Componentes Principais (PCA) para sementes de cv. BRS Expedito
e Carioca, infectadas com Sclerotinia sclerotiorum, utilizando variaveis de crescimento e sanidade como variaveis resposta e
diferentes volumes do 6leo essencial de Tagetes minuta como variaveis explicativas. Embrapa Clima Temperado, Estacdo

Experimental Cascata, agosto de 2018.

ek Summary ***DCA — EXPEDITO — SCLEROTINIA — TODAS AMOSTRAS — VOLUME

Total inertia

Axes 1
Eigenvalues: 0.017
Lengths of gradient: 0.554
Cumulative percentage variance of species data: 92.1

Sum of all eigenvalues

0.019

0.019

ek Summary ***PCA — EXPEDITO — SCLEROTINIA — TODAS AMOSTRAS — VOLUME

Total variance

Axes 1
Eigenvalues: 0.427
Lengths of gradient: 42.7

Cumulative percentage variance of species data:

1.000

1.000

ek Summary ***DCA — CARIOCA — SCLEROTINIA — TODAS AMOSTRAS - VOLUME

Total inertia

Axes 1
Eigenvalues: 0.079
Lengths of gradient: 0.587
Cumulative percentage variance of species data: 93.2

Sum of all eigenvalues

0.085

0.085

***x Summary **PCA — CARIOCA — SCLEROTINIA — TODAS AMOSTRAS - VOLUME

Total variance

Axes 1
Eigenvalues: 0.450
Lengths of gradient: 45.0

Cumulative percentage variance of species data:

1.000

1.000




Anexo F

Matriz de correlacdo e p-valores entre variaveis de crescimento e de sanidade de sementes de feijdo cv. BRS Expedito e Carioca,
infectadas com Sclerotinia sclerotiorum e néo infectadas, em fungéo do volume de 6leo essencial de Tagetes minuta. Embrapa Clima
Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Matriz de correlacé@o de Pearson — cv. Expedito

Correlacéo — Sclerotinia sclerotiorum Correlagdo — néo inoculado

Volume CPA CR MSPA MSR INC ID Volume CPA CR MSPA MSR
Volume 1 Volume 1
CPA -0,5182 1 CPA 0,2911 1
CR 0,1129 -0,0599 1 CR 0,1408 0,2087 1
MSPA -0,0871 -0,2988 0,6682 1 MSPA 0,0931 0,1646 0,5244 1
MSR 0,3951 -0,5091 0,6243 0,7613 1 MSR 0,1602 0,0207 0,6541 0,8046 1
INC -0,7798 0,3301 -0,0296 0,2763 -0,2009 1
ID -0,6718 0,2338 -0,0380 0,3440 -0,1238 0,8588 1
p-valores — Sclerotinia sclerotiorum p-valores — néo inoculado
Volume CPA CR MSPA MSR INC ID Volume CPA CR MSPA MSR
Volume 1 Volume 1
CPA 0,0034 1 CPA 0,0228 1
CR 0,5527 0,7533 1 CR 0,2791 0,1066 1
MSPA 0,6470 0,1088 5,46e% 1 MSPA 0,4753 0,2049 1,44e% 1
MSR 0,0307 0,0041 2,27e% 1,03e% 1 MSR 0,2175 0,8742 1,09e% 5,65e1° 1
INC 3,78 0,0748 0,8765 0,1394 0,2871 1
ID 4,80 0,2137 0,8420 0,0627 0,5145 1,27 1
Matriz de correlagédo de Pearson — Carioca
Correlacéo — Sclerotinia sclerotiorum Correlagdo — néo inoculado
Volume CPA CR MSPA MSR INC ID Volume CPA CR MSPA MSR
Volume 1 Volume 1
CPA 0,5232 1 CPA -0,0207 1
CR -0,3506 -0,0576 1 CR 0,2081 -0,2152 1
MSPA -0,3834 -0,2971 -0,0686 1 MSPA -0,1015 -0,4877 0,3456 1
MSR -0,1154 0,0374 0,0947 0,4724 1 MSR -0,3480 -0,5869 0,3057 0,7945 1
INC -0,6693 -0,6296 0,3307 0,6030 0,1691 1
ID -0,5137 -0,5354 0,2369 0,7377 0,2617 0,8920 1
p-valores — Sclerotinia sclerotiorum p-valores — néo inoculado
Volume CPA CR MSPA MSR INC ID Volume CPA CR MSPA MSR
Volume 1 Volume 1
CPA 0,0043 1 CPA 0,8627 1
CR 0,0674 0,7709 1 CR 0,0794 0,0695 1
MSPA 0,0440 0,1246 0,7288 1 MSPA 0,3963 1,39 0,0029 1
MSR 0,5586 0,8503 0,6318 0,011 1 MSR 0,0027 6,02e8 0,0090 8,16e’ 1
INC 9,84e % 3,31e™ 0,0856 6,83e ™ 0,3895 1
ID 0,0052 0,0033 0,2249 7,49e% 0,1785 1,86e™ 1




Anexo G

Analise de Correspondéncia Destendenciada (DCA) e Analise de Componentes Principais (PCA) para sementes de cv. Expedito e
Carioca, infectadas com Macrophomina phaseolina, utilizando variaveis de crescimento e sanidade como variaveis resposta e
diferentes volumes do Oleo essencial de Tagetes minuta como variaveis explicativas. Embrapa Clima Temperado, Estacdo
Experimental Cascata, agosto de 2018.

ek Summary ***DCA — EXPEDITO — MACROPHOMINA — TODAS AMOSTRAS — VOLUME

Axes 1 2 3 4 Total inertia
Eigenvalues: 0.097 0.001 0.000 0.000 0.099
Lengths of gradient: 0.673 0.247 0.119 0.119
Cumulative percentage variance of species data: 97.9 98.8 99.2 99.3
Sum of all eigenvalues 0.099
*** Summary ***PCA — EXPEDITO — MACROPHOMINA — TODAS AMOSTRAS - VOLUME
Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues: 0.417 0.319 0.125 0.075 1.000
Lengths of gradient: 41.7 73.6 86.1 93.7
Cumulative percentage variance of species data: 1.000

ek Summary ***DCA — CARIOCA — MACROPHOMINA — TODAS AMOSTRAS - VOLUME

Axes 1 2 3 4 Total inertia
Eigenvalues: 0.149 0.001 0.000 0.000 0.151
Lengths of gradient: 0.724 0.139 0.095 0.089
Cumulative percentage variance of species data: 98.6 99.3 99.5 99.6
Sum of all eigenvalues 0.151

*k Summary ***PCA — CARIOCA — MACROPHOMINA — TODAS AMOSTRAS - VOLUME

Axes 1 2 3 4 Total variance
Eigenvalues: 0.336 0.247 0.192 0.120 1.000
Lengths of gradient: 33.6 58.3 77.5 89.4

Cumulative percentage variance of species data: 1.000




Anexo H
Matriz de correlacdo e p-valores entre variaveis de crescimento e de sanidade de sementes de feijdo cv. Expedito e Carioca,
infectadas com Macrophomina phaseolina e nédo infectadas, em funcéo do volume de 6leo essencial de Tagetes minuta. Embrapa
Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, agosto de 2018.

Matriz de correlac@o de Pearson — cv. Expedito
Correlacdo — Macrophomina phaseolina

Correlagdo — néo inoculado

Volume CPA CR MSPA MSR INC ID Volume CPA CR MSPA MSR
Volume 1 Volume 1
CPA -0,1863 1 CPA 0,2911 1
CR 0,4071 0,4646 1 CR 0,1408 0,2087 1
MSPA -0,1616 0,3058 0,1620 1 MSPA 0,0931 0,1646 0,5244 1
MSR -0,4387 0,4150 0,0834 0,1589 1 MSR 0,1602 0,0207 0,6541 0,8046 1
INC -0,5718 -0,0897 -0,5490 0,0604 0,2442 1
ID -0,5481 -0,1155 -0,4523 0,0635 0,1690 0,9203 1
p-valores — Macrophomina phaseolina p-valores — néo inoculado
Volume CPA CR MSPA MSR INC ID Volume CPA CR MSPA MSR
Volume 1 Volume 1
CPA 0,3243 1 CPA 0,0228 1
CR 0,0256 0,0097 1 CR 0,2791 0,1066 1
MSPA 0,3935 0,1003 0,3925 1 MSPA 0,4753 0,2049 1,44e% 1
MSR 0,0153 0,0226 0,6612 0,4016 1 MSR 0,2175 0,8742 1,09e% 5,651 1
INC 0,0010 0,6375 0,0017 0,7511 0,1935 1
ID 0,0017 0,5434 0,0121 0,7387 0,3720 6,23e™ 1
Matriz de correlacéo de Pearson — Carioca
Correlacdo — Macrophomina phaseolina Correlacdo — ndo inoculado
Volume CPA CR MSPA MSR INC ID Volume CPA CR MSPA MSR
Volume 1 Volume 1
CPA 0,1195 1 CPA -0,0207 1
CR 0,1305 0,2825 1 CR 0,2081 -0,2152 1
MSPA -0,1258 0,5143 0,1175 1 MSPA -0,1015 -0,4877 0,3456 1
MSR 0,2801 -0,0516 0,2439 -0,0484 1 MSR -0,3480 -0,5869 0,3057 0,7945 1
INC -0,5187 -0,1322 -0,1298 0,0918 -0,0325 1
ID -0,4784 -0,1668 -0,0535 0,0525 -0,1867 0,7580 1
p-valores — Macrophomina phaseolina p-valores — néo inoculado
Volume CPA CR MSPA MSR INC ID Volume CPA CR MSPA MSR
Volume 1 Volume 1
CPA 0,5292 1 CPA 0,8627 1
CR 0,4918 0,1304 1 CR 0,0794 0,0695 1
MSPA 0,5078 0,0036 0,5364 1 MSPA 0,3963 1,39e® 0,0029 1
MSR 0,1339 0,7866 0,1939 0,7997 1 MSR 0,0027 6,02e8 0,0090 8,16e™" 1
INC 0,0033 0,4861 0,4941 0,6295 0,8645 1
ID 0,0075 0,3783 0,7789 0,7830 0,3231 1,22 1




