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RESUMO: Os problemas ambientais causados por fungicidas sintéticos tém elevado as buscas por métodos
alternativos de controle de doencas de plantas. Objetivou-se avaliar o efeito do 6leo essencial de capim citronela, sobre o
fungo Rhizoctonia solani, em diferentes métodos de avaliacdo de fungitoxicidade in vitro. Foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial com quatro repeti¢des, onde os fatores foram compostos por quatro métodos
de avaliacdo da fungitoxicidade in vitro do 6leo essencial (6leo essencial diluido em Tween 80 (0,5%) e incorporado ao
meio de cultura BDA (batata, dextrose e dgar) ainda fundente; 6leo essencial diluido em Tween 80 (0,5%) e distribuido na
superficie do BDA; 6leo essencial diluido em Tween 80 (0,5%) e distribuido em papel filtro fixado na superficie interna da
tampa da placa de Petri; 6leo essencial puro e distribuido na superficie do meio de cultura; e testemunha) e por cinco
épocas de avaliacdo (2, 4, 6, 8 e 10 dias de incubag¢do). Foram utilizados 0,25uLL mL" do 6leo do capim citronela em todos
os tratamentos. Dos tratamentos avaliados o uso do 6leo puro distribuido na superficie do meio de cultura foi mais
eficiente na reducdo do didmetro micelial em todas as avaliagdes. Neste método a taxa de crescimento micelial foi de 9, 02
mm dia’l, atingindo na dltima época de avalia¢do 79,77 mm.
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INTRODUCAO

Os problemas ambientais causados pelos
fungicidas sintéticos usados na agricultura tém
elevado as buscas por métodos alternativos, seguros,
vidveis e eficientes no controle de fungos
fitopatogénicos (SILVA et al., 2010).

Muitas plantas medicinais, aromadticas e

condimentares apresentam propriedades
antimicrobianas. Estas possuem maior
biodegrabilidade, sendo, portanto, menos

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

O capim citronela (Cymbopogon nardus) é
uma planta muito utilizada na Indonésia como chd
calmante e digestivo. Seu 6leo essencial apresenta
atividade repelente e acdo bactericida e fungicida.
Sua fungitoxicidade deve-se a presenga de
monoterpenos e sesquiterpenos. Segundo Oliveira et
al, (2011), o capim citronela apresenta
majoritariamente em sua composi¢do quimica os
compostos citronelal, geraniol e citronelol. Castro et
al.  (2010) apresentaram como  compostos
majoritarios, estudando a mesma espécie de planta,
o citronelol, geraniol e elemol. Os monoterpenos
citronelal e geraniol atuam na defesa da planta, e

podem inibir o crescimento de fungos (CASTRO et
al., 2007).

Rhizoctonia solani é um importante
fitopatégeno habitante de solo que causa doencas
em uma grande variedade de culturas em todo o
mundo (TSAI et al.,, 2012). Dentre os sintomas
provocados por este fitopatogeno, que pode variar
entre as culturas, o tombamento € o mais comum
(ABOELLI; MOHAMMED, 2011). Devido a
complexidade do padrio de comportamento, como
também dos constituintes bioquimicos dos fungos
de solo, ndo ha fungicidas eficazes contra R. solani
em leguminosas (ANITHA; ARUN DAS, 2011).
Assim, € importante buscar métodos alternativos
para o manejo de doengas ocasionadas por esse
fitopatégeno.

Virios autores demonstraram a eficiéncia de
Oleos essenciais de plantas na redugcdo do
crescimento micelial de fungos fitopatogénicos.
Porém, observa-se que ndo se tem adotado uma
metodologia padrio, o que dificulta muitas vezes a
comparacao e discussdo de resultados.

Santos et al. (2010a) observaram a agdo do
Oleo essencial de Schinus terebinthifolius, diluido
em Tween 80 e distribuido na superficie do meio de
cultura, sobre os fungos Alternaria spp., Botrytis
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spp., Colletotrichum spp. e Fusarium spp. e
observaram redugdo significativa do didmetro
micelial dos fitopatégenos. Utilizando a técnica do
papel de filtro fixada na superficie interna da tampa
da placa de Petri, Lee et al. (2008) verificaram a
fungitoxicidade dos compostos voldteis de O6leos
essenciais de diferentes espécies de plantas da
familia Myrtaceae, sobre os fungos Phytophthora
cactorum, Cryponectria parasitica e Fusarium
circinatum. Ao utilizar o extrato de alho (Allium
sativum) adicionado ao meio BDA ainda fundente,
Santos et al. (2010b) observaram o efeito do extrato
no crescimento micelial do fungo Aspergillus niger
e verificaram uma redugdo significativa no seu
desenvolvimento. Assim, este trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito do dleo essencial do capim
citronela, sobre o fungo R. solani, em diferentes
métodos de avalia¢do de fungitoxicidade in vitro.

O ensaio foi realizado no Laboratério de
Fitopatologia, na Universidade Federal do Tocantins
(UFT), Campus de Gurupi. O fungo Rhizoctonia
solani foi repicado de cultura armazenada na
Colecio  Micoldgica do  Laboratério  de
Fitopatologia. Para a repicagem foram utilizadas
placas de Petri de 90 x 15 mm com 20 mL de meio
de cultura BDA (batata, dextrose e dgar). No centro
da placa foi colocado um disco de BDA, de 0,6 cm
de diametro, contendo micélio fingico.

Para obtencdo do dleo essencial, folhas de
Citronela (Cymbopogon nardus) foram desidratadas
a temperatura ambiente. A extracdo foi realizada
pelo método de hidrodestilacdo, utilizando o
aparelho Clevenger. O sobrenadante foi coletado e
armazenado em frasco estéril. Foi testada uma tnica
concentragio do leo essencial (0,25uL mL™).

Utilizou-se  delineamento  inteiramente
casualizado em esquema fatorial, com dois fatores
(4 métodos x 5 épocas de avaliagdo). Os tratamentos
foram: Método 1 (M1) — o dleo essencial foi diluido
em Tween 80 (0,5%) e foi incorporado ao meio de
cultura BDA ainda fundente; Método 2 (M2) — o
Oleo diluido em Tween 80 (0,5%) foi distribuido na
superficie do meio de cultura com uma alga tipo
Drigalsky; Método 3 (M3) — o 6leo foi diluido em
Tween 80 (0,5%) e distribuido em papel filtro
qualitativo de 3 cm de diametro fixado na superficie
interna da tampa da placa de Petri; Método 4 (M4) o
6leo puro foi distribuido na superficie do meio de
cultura com uma alga tipo Drigalsky.

Apés a aplicacdo dos tratamentos, foi
colocado no centro da placa um disco de 0,6 cm de
diametro de BDA contendo o material fingico. As
placas foram vedadas com fita PVC, identificadas e
armazenadas a temperatura de 25°C. As avaliacdes
foram realizadas por medi¢des do didmetro micelial
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(média de duas medidas diametralmente opostas) a
cada 48 horas, a partir da instalacdo do experimento,
perdurando até a quinta avaliacdo (dois, quatro, seis,
oito e dez dias de incubagdo).

Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA). No fator qualitativo, as médias
foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade, e no fator quantitativo foram
ajustadas equagdes de regressd@o com base no teste
“t” dos coeficientes a 5% de probabilidade e no
coeficiente de determinagdo (12). As andlises foram
realizadas por meio do sistema computacional
SAEG (RIBEIRO JUNIOR; MELO, 2008).

De acordo com os resultados (Tabela 1), em
todos os tratamentos foram obtidos valores de
crescimento micelial menores que a testemunha até
a quarta avaliacdo (8 dias de incubacdo). De todos
os métodos avaliados a utilizacdo do 6leo puro (M4)
foi mais eficiente na reducdo do didmetro micelial
em todas as avaliacdes. No método em que o 6leo
diluido foi incorporado ao meio BDA ainda
fundente (M1) o fungo apresentou um didmetro
micelial maior que nos outros métodos avaliados.
Venturoso et al. (2010) avaliando a fungitoxicidade
de extratos vegetais submetidos a diferentes formas
de esterilizacdo destacaram que a temperatura pode
limitar a bioatividade do extrato vegetal, uma vez
que o principio ativo da planta pode ser
termosensivel. Ainda, Triana e Gonzélez (2009), por
meio do método de incorporacdo do 6leo ao meio de
cultura ainda fundente, observaram que o 6leo de
nim (Azadirachta indica) reduziu em 56% o
crescimento micelial de R. solani.

Soylu et al. (2010) avaliaram o efeito volatil
e de contato dos O6leos de orégano (Origanum
syriacum var. bevanii), lavanda (Lavandula
stoechas var. stoechas) e alecrim (Rosmarinus
officinalis) sobre Botrytis cinerea, e observaram que
o efeito volatil foi mais eficiente na inibicdo do
crescimento micelial do patégeno. Nascimento et al.
(2008) observaram o efeito do Oleo essencial de
pimenta longa (Piper hispidinervum) puro e diluido
em Tween 80, distribuidos na superficie do meio de
cultura, sobre Alternaria alternata, e estes
verificaram que a concentracio de 100ug L' do
6leo puro e diluido em Tween 80 a 25, 50 e 75%
ndo apresentaram diferenca significativa na reducio
do didmetro micelial do patégeno. Tyagi e Malik
(2011) avaliando a fungitoxidade do 6leo essencial
de eucalipto (Eucalyptus globulus) sobre os fungos
que causam deterioracdo de alimentos, observaram
que o efeito volatil do 6leo, no método do papel
filtro, apresentou uma zona de inibicdo maior que o
6leo no método de difusdo em agar.
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Tabela 1. Valores médios do crescimento micelial de Rhizoctonia solani submetido a 0,25uL mL" de dleo

essencial de Citronela, sob quatro métodos de avaliagdo de fungitoxicidade in vitro (M1 = 6leo
diluido e incorporado ao meio fundente; M2 = 6leo diluido e distribuido na superficie do meio de
cultura; M3 = 6leo diluido e distribuido em papel filtro; M4 = 6leo puro distribuido na superficie do
meio de cultura), em cinco épocas de avaliacio.

Dias de incubaciio

Métodos > 4 6 3 10
Testemunha 72,93 84,00 84,00 84,00 84,00
Ml 12,81° 31,04a 50,07a 71,30a 84,00a
M2 10,31ab 27,58b 45,28b 65,34b 84,00a
M3 9,19b 27,16b 47,30ab 70,37a 84,00a
M4 7,90b 24,51b 44,50b 62,28b 79,21b

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

Independente da metodologia aplicada,
trabalhos abordando a fungitoxicidade de extratos e
Oleos essenciais de plantas sobre o fungo R
solani.mostram que a utilizagio dos dleos essenciais
sd0 promissores para o controle alternativo do
patégeno. Benini et al. (2010) utilizaram o 6leo puro
distribuido na superficie do meio de cultura e
observaram que aliquotas de 20, 40 e 60 uL do dleo
essencial de alfavacdo (Ocimum gratissimum)
inibiram totalmente o crescimento micelial de R.
solani.

Conforme as equagOes de regressio (Tabela
2), o Método 4 foi o mais eficiente na redugdo do
crescimento micelial didrio do fungo R. solani.
Utilizando-se o Oleo Essencial Puro (M4) foi obtido
na ultima época de  avaliagdio  valor
significativamente =~ menor que nos  outros
tratamentos (Tabela 1). Neste, observou-se uma taxa
de crescimento micelial de 9,02 mm dia” (Tabela
2), atingindo na ultima época de avaliagdo 79,77
mm.

Tabela 2. Equacdes de regressdo e coeficiente de determinacio do crescimento micelial de Rhizoctonia solani

submetido a 0,25uL mL"' de 6leo essencial de Citronela, sob quatro métodos de avaliacdo de
fungitoxicidadein vitro (M1 = 6leo diluido e incorporado ao meio fundente; M2 = dleo diluido e
distribuido na superficie do meio de cultura; M3 = dleo diluido e distribuido em papel filtro; M4 =

6leo puro distribuido na superficie do meio de cultura).

2

Métodos Equagdes de regressao r
Testemunha ¥=81,79
Ml ¥=-4,95 + 9,13**EA 0,99
M2 ¥=-8,46 + 9,11**EA 0,99
M3 ¥=-10,24 + 9,64**EA 0,99
M4 ¥=-10,43 + 9,02**EA 0,99

™ significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”; EA: Epocas de Avaliagio.

A variacdo do desenvolvimento do fungo
quando submetido aos diferentes métodos de andlise
de fungitoxicidade in vitro revela que € possivel
fazer comparacdes com outros estudos em que foi
utilizado um método diferente. Cabe ao pesquisador
selecionar o método que seja mais vidvel a sua
realidade de trabalho ou que facilite o
desenvolvimento do seu experimento.

E importante ressaltar que para estudos que
objetivam testes in vivo, a metodologia utilizada in
vitro deve se aproximar de sua aplicabilidade mais
vidvel na cultura. Carnelossi et al. (2009) avaliaram
a acdo do Oleo essencial de capim-limio
(Cymbopogon citratus) no controle pds-colheita de
Colletotrichum gloeosporioides em mamao. Os

autores realizaram testes in vitro, com a distribuicao
do ¢6leo essencial na superficie do meio de cultura, e
testes in vivo, em que o 6leo foi aplicado no fruto.
Abdolahi et al. (2010) usaram metodologias de
contato tanto para o ensaio in vitro, em que os 6leos
essenciais das plantas ajovan (Carum copticum),
funcho (Foeniculum vulgare) e alcaravia (Carum
carvi) foram incorporados ao meio de -cultura,
quanto para o ensaio in vivo, em que os 6leos foram
pulverizados em tomates para o controle de
Penicillium digitatum e A. alternata.

A metodologia  utilizada em um
experimento deve estar de acordo com os objetivos
da pesquisa. A comparagdo de resultados,
independente do método utilizado, é importante para
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o desenvolvimento do controle alternativo de
doengas de plantas por 6leos essenciais de plantas
medicinais. Verificou-se variagdes no didmetro
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fungitoxicidade in vitro do 6leo essencial de capim
citronela. O O6leo essencial puro distribuido na
superficie do meio de cultura foi mais eficiente na

micelial médio do fungo R. solani quando
submetido aos métodos de avaliacdes de

inibi¢do do crescimento micelial de R. solani.

ABSTRACT: Environmental problems caused by synthetic fungicides have increased the search for alternative
methods of control of plant diseases. The objective was to evaluate the effect of essential oil of citronella grass, on the
fungus Rhizoctonia solani, in different methods of in vitro fungitoxicity. We used a randomized design in a factorial
design with four replications, where the factors were composed of four methods for assessing the in vitro fungitoxicity of
the essential oil of citronella grass (essential oil diluted in Tween 80 (0.5%) and embedded in the culture medium PDA
(potato dextrose agar) still melting, essential oil diluted in Tween 80 (0.5%) and distributed on the surface of the PDA; oil
essential diluted in Tween 80 (0.5%) and distributed on filter paper attached to the inner surface of the lid of the Petri dish,
pure essential oil and distributed on the surface of the culture medium, and control) and five evaluation periods (2, 4, 6, 8
and 10 days of incubation). Was used 0.25uL mL™" of citronella oil in all treatments. Of the treatments evaluated the use of
pure oil distributed on the surface of the culture medium was more effective in reducing the mycelial diameter in all
evaluations. In this method the rate of mycelial growth was 9,02 mm day ™', reaching in last evaluation 79,77 mm.

KEYWORDS: Medicinal plants. Mycelial growth. Cymbopogon nardus. Rhizoctonia solani.
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