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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar, em laboratério e camara de crescimento, o
efeito antifiingico de sete 6leos essenciais sobre Plasmopara viticola, agente causal do mildio
da videira. Foram selecionados os 6leos essenciais de canela, eucalipto globulus, manjerona,
melaleuca, menta piperita, orégano e tomilho branco, comparando-os com o fungicida
mancozebe + metalaxil-M. Em laboratorio, foram realizados experimentos avaliando-se o
efeito do contato direto e dos compostos volateis dos dleos essenciais sobre a germinagdo de
esporos de P. viticola; e o efeito dos dleos essenciais na germinacao de esporos de P. viticola,
aplicados em folhas de videira, em condi¢des de campo. Todos os 6leos essenciais apresentam
capacidade de inibir a germinac¢do dos esporos de P. viticola, em graus variaveis e, também,
com atividade fungistatica. Todos os Oleos essenciais avaliados possuem instabilidade
quimica, pois, a medida que se aumenta o tempo de incubagdo ou o intervalo entre a aplicagao
dos produtos, a percentagem de atividade antifingica de todos os dleos essenciais diminui. Os
6leos essenciais de canela e eucalipto globulus foram os mais antifungicos sobre P. viticola.
Em camara de crescimento foram realizados experimentos para determinar a persisténcia da
atividade antifungica dos 6leos essenciais sobre P. viticola; determinar a resisténcia a chuva
dos 6leos essenciais e determinar o efeito curativo e/ou preventivo dos 6leos essenciais sobre
o mildio da videira. Todos os 6leos essenciais possuem atividade antifingica sobre P. viticola,
nas concentragdes a partir de 0,5%, em camara de crescimento, quando a inoculagdao de
esporos ocorreu de uma e seis horas apos a aplicagdo dos produtos. No entanto, redugdes na
eficiéncia dos dleos essenciais foram observadas em plantas inoculadas ap6s 12 e 24 horas da
aplicacdo dos produtos. Como os mais eficientes, destacam-se os 6leos essenciais de canela e
tomilho branco, que proporcionaram controle maior sobre o mildio em plantas inoculadas 24
horas ap0s a aplicagdao dos produtos. O tratamento preventivo foi mais eficiente na reducao da
severidade do mildio. Além do fungicida mancozebe + metalaxil-M, o 6leo essencial de
canela foi o produto mais eficiente no controle preventivo e curativo do mildio da videira.
Todos os oleos essenciais avaliados, semelhante ao fungicida, proporcionaram 100% de
controle do mildio na auséncia de chuva simulada. No entanto, ap6s 10 mm de chuva, todos
os 6leos proporcionaram menor controle sobre o mildio da videira. Nestas condi¢des, os 6leos
de canela e tomilho branco foram os mais eficientes no controle da doenca, mas foram
inferiores ao controle proporcionado pelo fungicida.

Palavras-chave: Produtos naturais. Plasmopara viticola. Efeito fungistatico. Persisténcia.
mancozebe + metalaxil-M. Chuva simulada.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate, under laboratory and growth chamber conditions, the
fungitoxic effect of seven essential oils on Plasmopara viticola, the grapevine downy mildew
pathogen. We seclected essential oils from cinnamon, Eucalyptus globulus, marjoram,
melaleuca, piperita mint, oregano and white thyme, in comparison with the fungicide
mancozeb + metalaxyl-M. In laboratory, the experiments were performed evaluating the
effect of direct contact and volatile compounds of essential oils on the P. viticola spores
germination; under field conditions, the effect of essential oils was on the P. viticola spores
germination applied on vine leaves in field conditions. All essential oils had the ability to
inhibit spores germination of P. viticola in varying degrees, as well as by fungistatic activity.
It was noteworthy that all the essential oils have chemical instability, so as the incubation time
or the interval between application increases, the antifungal activity of any essential oil
decreased. Cinnamon and Eucalyptus globulus essential oils were the most fungitoxic for P.
viticola. Under growth chamber conditions, experiments were conducted to determine the
essential oils antifungal persistence activity on P. viticola; the resistance to rain and their
curative and/or preventive effect on grapevine downy mildew. All essential oils at 0.5%
concentrations have antifungal activity against P. viticola, when spores inoculation occurred
one and six hours after oils application. However, reduction in essential oils efficacy was
found on inoculated plants after 12 and 24 hours after the application. The most efficient
essential oils were from cinnamon and white thyme, which provided higher mildew control on
24 hours, inoculated plants after products application. The preventive treatment was more
effective on reducing downy mildew severity. Besides the fungicide mancozeb + metalaxyl-M
fungicide, the cinnamon essential oil was the most efficient in the grapevine downy mildew
preventive and curative control. All essential oils, similar to the fungicide, provided 100%
mildew control in the absence of simulated rainfall. However, with 10 mm rain, all oils have
provided less control of grapevine mildew. Under these conditions, only cinnamon and white
thyme oils were effective in control disease, but were lesser than the control provided by the
fungicide.
Keywords: Natural products. Plasmopara viticola. Fungistatic effect. Persistence. mancozeb

+ metalaxyl-M. Simulated rainfall.
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1 INTRODUCAO GERAL

As principais regides viticolas do Brasil sdo caracterizadas por apresentarem umidade
e temperaturas elevadas, aliadas a precipitagdes frequentes durante o ciclo vegetativo da
videira (SONEGO et al., 2005), favorecem o desenvolvimento da planta e também o
desenvolvimento de doengas, as quais podem acarretar grandes prejuizos, caso nio sejam
tomadas medidas de controle.

As doengas da parte aérea da videira sdo geralmente causadas por fungos, estas
doencas reduzem a qualidade e produtividade dos frutos, promovendo assim, a elevacao dos
custos de producdo (AMORIM; KUNIYUKI, 2005).

O mildio da videira, causado pelo Oomiceto Plasmopara viticola (Berk. & Curtis)
Berl. & de Toni, ¢ uma das principais doencas dessa cultura, caracterizada por atacar todos os
orgdos verdes da planta, principalmente as folhas, o que, consequentemente, causa a
diminui¢do da taxa fotossintética e da produtividade, ocasionando perdas na qualidade e na
produtividade dos frutos, devido aos custos com medidas de controle (SONEGO et al., 2006).

Para o controle dessa doenca se utilizam basicamente fungicidas sintéticos, com
aplicagdes semanais, o que eleva os custos de produgdo, assim como os riscos de
contamina¢do ambiental e humana (TESSMANN et. al., 2007). Com o objetivo de mudar esse
panorama, produtos alternativos vém sendo testados no controle de doengas de plantas. Uma
op¢ao de manejo que pode ser realizado ¢ a utilizagdo de compostos naturais ou
biodegradaveis e nao-toxicos. Dentre essas substancias, encontram-se os 0leos essenciais e
extrato de plantas, que tem mostrado potencial para o controle ou preven¢do de alguns
patdégenos (FRANZENER et al., 2007).

Dentro deste contexto, este trabalho tem como objetivos avaliar, em laboratorio e em
camara de crescimento, a viabilidade e eficiéncia de oleos essenciais (canela, eucalipto
globulus, manjerona, melaleuca, menta piperita, orégano e tomilho branco) no manejo do
mildio da videira, nos seguintes aspectos: avaliar em laboratorio se existe efeito fungicida ou
fungistatico dos 6leos essenciais sobre P. viticola; determinar em camara de crescimento a
persisténcia da atividade antifingica dos oleos essenciais sobre P. viticola; determinar em
camara de crescimento a resisténcia a chuva dos oleos essenciais; determinar em camara de

crescimento o efeito curativo e/ou preventivo dos 6leos essenciais sobre o mildio da videira.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A videira (Vitis spp.)

A videira pertence ao Grupo Cormofitas, Divisdo Spermatophita, Subdivisdo
Angiospermae, Classe Dycotyledoneae ¢ Ordem Rhamnales (ALVARENGA et al., 1998). A
Familia Vitaceae ¢ constituida de 1126 espécies, divididas em 19 géneros, a qual se distribui
nas regides tropicais e subtropicais do planeta, até algumas areas temperadas, como o vale do
Reno, na Europa (HEYWOOD, 1993; GALET; SMITH, 1998).

O género Vitis é o mais antigo, de maior importancia econdmica e o unico que possui
frutos comestiveis. A importancia econdmica da uva estd relacionada ao fato de ser
largamente consumida in natura ou empregada como matéria prima para a fabricagdo de
sucos, vinhos, uvas passas, geléias, bem como para uso ornamental (SCHLEIER, 2004).

As videiras rusticas (Vitis labrusca L.) apresentam como centro de origem as regides
de clima temperado e imido dos Estados Unidos da América, sendo também denominadas de
videiras americanas. A videira europeia (Vitis vinifera L.) é originaria da Asia Central, de
regides que possuem clima tipico mediterraneo, caracterizado pelo verdo seco e inverno
chuvoso (NERONI, 2009).

O cultivo da V. labrusca e a produgdo do seu vinho sdo mencionados em hierdglifos
egipcios que datam de 2.400 anos a.C. e em vérias passagens da Biblia Sagrada. Ha 700 anos
a. C., os gregos foram os primeiros a ressaltarem as propriedades medicinais do vinho
vermelho, como tonico e adstringente (ALONSO, 1998).

Os portugueses colonizadores introduziram a videira no Brasil no ano de 1532, no
Estado de Sdo Paulo. Os cultivares de V. vinifera procedentes de Portugal e da Espanha
expandiram-se para outras regides do pais (SOUZA, 1996). Assim, o cultivo de uvas
americanas, rusticas e adaptadas as condi¢des edafoclimaticas, foi o responsavel pelo inicio
da expansao da viticultura brasileira. Esta fase foi responsavel pela tecnificacdo da
vitivinicultura nacional, principalmente para o controle de pragas e doengas (SOUZA, 1996).

No Estado de Sao Paulo, as uvas de mesas sdo as mais cultivadas, com destaque para a
cultivar Niagara Rosada (V. labrusca). As principais variedades utilizadas para a produgdo de
uvas finas de mesa (V.vinifera) baseiam-se no cultivo das variedades Italia, Rubi ¢ Benitaka e,
seguido pelas variedades, Patricia, Brasil, Redglobe, Centennial Seedless, Redimeire e Rubra

(CORREA et al., 2008).
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De acordo com os dados disponiveis no portal do IBGE, em 2013, a produgdo de uvas
no Brasil foi de 1.439,5 toneladas. As areas plantadas e colhidas de uvas no Brasil, que em
2012 haviam apresentado uma pequena recuperagdo, em 2013 sofreram reducao de 1,09 e
1,55%, respectivamente, em relagdo ao ano anterior, chegando a um total 79,1 hectares. Essas
areas estdo distribuidas, principalmente, entre os Estados de Rio Grande do Sul, Sdo Paulo,
Pernambuco, Parana, Santa Catarina, Bahia e Minas Gerais (IBGE, 2014).

Em 2013, a producao de uvas destinadas ao processamento (vinho, suco e derivados)
foi de 679,79 milhdes de quilos de uvas, representando 48,11% da produ¢do nacional. O
restante da produgdo (51,89%) foi destinado ao consumo in natura. O Estado de Sao Paulo
contribuiu com 172.868 toneladas, cerca de 12% da producdo total, de forma a ser
classificado como o terceiro em termos de producao (MELLO, 2014). Neste Estado, os
Escritorios de Desenvolvimento Rural de Itapetininga e Jales, sdo os maiores produtores de
uvas finas de mesa, enquanto o EDR de Campinas, produz uva comum. O municipio de Jales
contribui com 15,1% da produgdo viticola paulista, sendo assim, a terceira principal regido

produtora de Sao Paulo (IEA, 2011).

2.2 Mildio da videira

A cultura da videira pode ser infectada por varios patdgenos, variando sua importancia
com a regido geografica e a resisténcia varietal. O ambiente pode contribuir para aumentar ou
limitar o desenvolvimento das doengas (SONEGO et al., 2005).

O mildio, causado por Plasmopara viticola (Berk. & Curtis) Berl. & de Toni, é uma
das doengas mais prejudiciais aos vinhedos (SONEGO et al., 2005). E um parasita obrigado,
considerado um fungo nao verdadeiro, que pertence ao Reino Chromista ou Stramenopila, a
Classe dos Oomycetos ¢ a Familia Peronosporaceae (TESSMANN; VIDA, 2005). Ao infectar
o hospedeiro, o patdégeno cresce entre as células, apresentando hifa cenocitica e emitindo
haustorios globosos ao interior das células parasitadas.

A reproducdo assexual ocorre através dos estdmatos, com a emissao de
esporangioforos, que produzem esporangios (ovalados e hialinos). Em frutos jovens, os
esporangioforos emergem pelas lenticelas. Cada esporangio dé origem a até 10 zodsporos. Os
esporangios se destacam com facilidade dos esporangioforos e sdo disseminados pelo vento,
respingos de chuva ou outros agentes mecanicos. Os zodsporos movimentam-se na superficie
do hospedeiro em presenca de agua e encistam proéximos aos estomatos, emitindo tubo

germinativo e penetrando os hospedeiros (AMORIM; KUNIYUKI, 2005).
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A fase sexuada corresponde aos oosporos formados dentro dos tecidos do hospedeiro,
principalmente nas folhas. O patdgeno possui ciclo de vida dimorfico, sendo os esporos
sexuais (o6sporos) formados nas folhas infectadas na safra anterior e depositadas sobre o solo
dos vinhedos (GALBIATI; LONGHIN, 1984). Com o inicio das chuvas, os odsporos
germinam, ocorrendo a formagao de esporangios com zodsporos no seu interior, responsaveis
pelas primeiras infecgdes a partir dos estomatos (KORTEKAMP, 2003). Os odsporos sao
facilmente disseminados pelo vento ou respingos de chuva, assim como por agentes
mecanicos (KISHINO; CARAMORI, 2007).

A principal forma de sobrevivéncia do fungo dos paises temperados ¢ por meio dos
oosporos, embora no Brasil, a sobrevivéncia possa acontecer por micélio no interior de
tecidos vivos (AMORIM; KUNIYUKI, 2005).

Originario da América do Norte, o agente causal do mildio provocou enormes
prejuizos na espécie V. vinifera, sendo a doenca mais destrutiva da videira no continente
(AMORIM; KUNIYUKI, 2005). No Brasil, sua introdu¢do ocorreu em conjunto com a
introdugio das videiras americanas no Estado de Sao Paulo (GARRIDO; SONEGO, 2002).

Os maiores danos em consequéncia do patdégeno estdo relacionados a perda total ou
parcial das inflorescéncias e/ou frutos e a queda prematura das folhas. A desfolha precoce
causara prejuizos na producgdo do ano e a producdo dos anos seguintes. Portanto, o patdogeno
causara danos na qualidade e na quantidade da produ¢do do ano e o enfraquecimento da
planta para as safras futuras (SONEGO et al., 2005).

Os sintomas do mildio podem ser observados nas partes aéreas em desenvolvimento
desde a primavera até o outono (GALLOTTI et al., 2004). Nas folhas, eles iniciam-se por um
encharcamento do meso6filo, formando o sintoma conhecido por “mancha de 6leo”, uma
mancha palida, pequena, de bordos indefinidos, mas facilmente visivel por transparéncia
contra a luz (Figura 1A).

Em condi¢des de alta umidade, na face inferior da folha, sob a mancha de oleo,
observa-se uma eflorescéncia branca, densa, de aspecto cotonoso, constituida pelas
frutificagdes do fungo. Este sintoma ¢ conhecido por “mancha branca” ou “mancha mofo”
(Figura 1B). Com o passar do tempo, a area infectada necrosa e as manchas tornam-se
avermelhadas. As lesdes necroticas sdo irregulares e podem coalescer, ocupando grande area
do limbo foliar (Figura 1C). As folhas severamente infectadas geralmente caem (AMORIM;
KUNIYUKI, 2005).
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Figura 1. Sintomas e sinais do mildio em folhas de videira: (A) mancha 6leo na superficie
superior da folha, (B) esporulacdo de Plasmopara viticola na superficie inferior da folha e (C)
coalescimento de lesdes. Ilha Solteira/SP, 2013.

Fonte: Do proprio autor.

A doenga ataca os cachos em todas as fases de seu desenvolvimento, desde a floragao
até o inicio da maturagdo. Quando o fungo atinge as flores ou os frutos no estddio de
chumbinho, o cacho pode ficar recoberto por uma massa branca, constituida de estruturas do
fungo, e secar. Quando bagas pequenas sdo infectadas, elas paralisam o crescimento, tornam-
se verde-azuladas, endurecem, secam e tornam-se escuras. Em bagas com mais da metade do
desenvolvimento, a infec¢do ocorre via pedunculo e o fungo cresce internamente; a uva fica
manchada e deprimida, caindo com facilidade (AMORIM; KUNIYUKI, 2005).

Temperaturas entre 20 e 25 °C e umidade relativa de 95%, bem como chuvas
abundantes, sdo consideradas condi¢des propicias ao desenvolvimento do mildio, sendo
comum a ocorréncia de epidemias quando ndo sao adotadas praticas de controle (GALLOTTI
et al., 2004), podendo destruir de 50 a 75% da colheita. Em ambiente favoravel o fungo pode
completar seu ciclo em apenas quatro dias (AMORIM; KUNIYUKI, 2005).

Para o controle do mildio sdo recomendados o uso de alguns cultivares resistentes e
medidas a serem adotadas no periodo de repouso da planta com o objetivo de reduzir o
in6culo inicial e de medidas aplicadas no decorrer do ciclo vegetativo, para evitar o
desenvolvimento de epidemias (AMORIM; KUNIYUKI, 2005). Porém, o método mais
utilizado e eficiente de controle utilizado pelos produtores continua sendo a aplicacao
preventiva de fungicidas de contato e sistémicos (BLAISE et al., 1990; GISI, 2002; SONEGO
et al., 2005).

O termo fungicida ¢ origindrio da palavra em latim “fungi” ou fungos, ¢ “caedo”,
matar, o que significa matar os fungos. A atividade fungicida est4 relacionada a presenca de

substancias capazes de matar ou inibir o fungo. Quando apenas inibem temporariamente a
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germinacdo dos esporos, por esta propriedade, o fungicida ¢ denominado de fungistatico
(AGRIQOS, 2005; ZAMBOLIM; JESUS JR., 2008).

Estdo registrados para o controle da doenca os seguintes fungicidas: oxicloreto de
cobre, hidroxido de cobre, sulfato tribasico de cobre, mancozebe, metiram, propinebe,
clorotalonil, captana, ditianona, folpete, tiofanato-metilico, dimetomorfe, fosetil,
azoxistrobina, triadimenol, fenamidona, piraclostrobina, cimoxanil + mancozebe, metiram +
piraclostrobina, mancozebe + oxicloreto de cobre, cimoxanil + famoxadona, benalaxil +
mancozebe, famoxadona + mancozebe, cimoxanil + zoxamida, mancozebe + metalaxil-M,
mancozebe + zoxamida, fluopicolide, clorotalonil + cimoxanil + clorotalonil + tiofanato-
metilico, ciazofamida e sulfato de cobre (AGROFIT, 2015). O fungicida mais utilizado no
controle do mildio ainda ¢ a calda bordalesa e como todos os fungicidas ctpricos, pode causar

sintomas de fitotoxicidade em plantas jovens (YRUELA, 2005).

2.3 Controle alternativo

Na maioria das regides produtores de uvas, o manejo do mildio necessita da aplicagdo
sucessiva de fungicidas durante o periodo de crescimento das brotacdes (MADDEN et al.,
2000). Apesar de o controle quimico ser uma das alternativas mais eficientes no manejo das
doencas na cultura, sabe-se que hd uma crescente preocupagdo quanto aos efeitos ambientais,
a saude dos consumidores e ao desenvolvimento de resisténcia em fun¢do do uso repetido dos
compostos sintéticos (TRIPATHI et al., 2008).

O mercado internacional de alimentos valoriza cada vez mais a qualidade e respeito ao
meio ambiente. Assim, a preocupagdo com contaminagdo ambiental e aos riscos a saude
promovidos pelo uso de agrotoxicos, somado a resisténcias de patdgenos a fungicidas e a
retirada de alguns produtos do mercado, tém favorecido a busca pela utilizagdo de produtos
alternativos no controle de doengas de plantas, em que os Oleos essenciais tém grande
potencial (CIA et al., 2007; AQUINO et al., 2014).

Os oleos essenciais, conforme a Internacional Standard Organization (ISO), sdo
produtos obtidos de partes de plantas medicinais, condimentares e aromaticas por meio da
destilacao por arraste de vapor d’agua e constituidos por misturas complexas de substancias
volateis lipofilicas, geralmente odoriferas (SIMOES et al., 2001). Seus componentes sdo
complexos e varidveis, e estdo em diferentes concentragdes, alguns em maiores
concentracdes, e outros em menores quantidades (DORAN; BROPHY, 1990; SIMOES;
SPLIZER, 2000; SIMOES et al., 2001). As substincias sdo produzidas nos metabolitos
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secundarios das plantas (SILVA et al.,, 2010), cuja biossintese ¢ realizada por rotas
metabolicas especificas do organismo. Essas rotas possuem estreita relagdo com a sintese dos
metabolitos primarios, pois esta sintese sao as responsaveis das moléculas precursoras para as
principais rotas de producao dos compostos secundarios (CASTRO et al., 2004a).

Os Oleos essenciais podem ser fabricados por varios 6rgaos das plantas como flores,
folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira e cascas (BAKKALI et al., 2008). A
composi¢do e producdo dos Oleos essenciais sdo reguladas por fatores fisioldgicos,
bioquimicos, metabolicos e genéticos (SANGWAN et al., 2001). Dentre as principais fungdes
de protecdo destes Oleos nas plantas, destaca-se a agdes antibacterianas, antivirais,
antifiingicas e inseticidas.

Os principais compostos organicos presentes nos 6leos essenciais sao 0s monoterpenos
e sesquiterpenos (CASTRO et al., 2004b; CASTRO et al., 2010). O modo de acdo destes
6leos no controle de fitopatdgenos tem sido atribuido a agdo antifiingica direta (ZANELLA et
al., 2015), inibindo o crescimento micelial e a germinagdo de esporos (CRUZ et al. 2015), na
acao de fumigacdo (OOTANI, 2010) e pela indugdo de fitoalexinas (MAZARO, 2008).

Oleos essenciais extraidos de plantas podem ser alternativa natural no controle
integrado de doencas de fruteiras, mostrando atividade antifingica a diversos patdgenos,
como relatado em experimentos in vitro (CIMANGA et al., 2002; ROZWALKA, 2003;
FREIRE, 2008; PARET et al.,, 2010; MARTINS et al., 2010a; TYAGI; MALIK, 2011b;
ARAUJO NETO et al., 2012; FIALHO, 2012; LIMA et al., 2014; CRUZ et al. 2015). Poucos
trabalhos relatam que atividade antifiingica de 6leos essenciais verificadas em experimentos
de campo ou sobre uma planta (JI et al., 2005; MEDICE et al., 2007; KISHORE et al., 2007;
PEREIRA et al., 2011; 2012; FIALHO, 2012; BIGATON et al., 2013). No entanto, para que
os Oleos essenciais possam ser recomendados aos produtores, outros aspectos devem ser

estudados.

2.3.1 Oleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume — Familia Lauraceae)

E uma das mais antigas especiarias conhecidas, sendo seu uso relatado desde os
tempos biblicos, quando o controle de seu comércio foi um dos motivos das grandes
exploragdes maritimas (KOKETSU et al., 1997; LIMA et al., 2005). A extragdo do 6leo
essencial de canela pode ser feita através das cascas e das folhas, porém as composi¢des dos
oleos sao diferentes. O 6leo obtido da casca ¢ utilizado na aromatizagao de alimentos e o das

folhas na cosmética e na aromaterapia (GROSSMAN, 2005). Koketsu et al. (1997)
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encontraram no 6leo essencial da casca a presenca do aldeido cinamico (55%), seguido do
eugenol (12%). Ao analisar as folhas da canela, detectaram eugenol (94%) como composto

majoritario e tracos de aldeido cindmico (1%). Véarios autores relatam atividade antifungica do

0leo essencial de canela que se encontram relacionados na Tabela 1.

Tabela 1. Atividades relatadas do 6leo essencial de canela sobre micro-organismos.

Micro-organismos

Efeitos relatados

Referéncias

Aspergillus flavus Inibi¢ao no crescimento de A. flavus em sementes de = MONTES-
milho tratadas com o o6leo essencial a 5%. Houve @~ BELMONT;
eficiente atividade na combinagdo dos 6leos CARVAIJAL (1998)

Alternaria solani Inibi¢do do crescimento micelial in vitro e in vivo a  ABREU (2006)
partir da concentragdo de 750 puL L'

Cercospora arachidicola,  Inibicdo em mais de 90% da germinagio de esporos in  KISHORE et al.

Phaeoisariopsis vitro na concentragdo de 0,01% vol; in vivo reduziu o (2007)

personata e Puccinia apodrecimento radicular em 60%

arachidis

Ceratocystis sp. Inibi¢ao de 100% do crescimento micelial in vitro, na ~ANDRADE et al.
concentragdo de 1000 ppm (2009)

Rhizoctonia oryzae- Atividade antiftingica in vitro e em casa de vegetagdio = CHAIJUCKAM,;

sativae nas concentragdes acima de 37,5%; na concentragdio  DAVIS (2010)
87,5 % causou fitotoxicidade

Puccinia allii Atividade antifingica in vitro e in vivo na PEREIRA (2012)
concentragdo de 0,3%

Plasmopara viticola Atividade antifangica in vitro e in vivo nas FIALHO (2012)

concentragdes acima de 0,1%
Reduziu a severidade do oidio do pimentdo em 68% in RIBEIRO et al. (2013)
Vivo na concentragio del ml L-!

Oidiopsis taurica

Fonte: Do proprio autor

2.3.2 Oleo essencial de eucalipto globulus (Eucalyptus globulus Labill — Familia Myrtaceae)

As plantagdes de eucaliptos no Brasil sdo geralmente utilizadas para a produgdo de
papel e carvao, porém t€ém aumentado o uso dessas espécies para madeira, construgdo civil e
extracdo de esséncias (SILVA et al., 2006). Véarios autores t€ém encontrado efeitos positivos
do oleo de eucalipto em pesquisas cientificas que buscam reconhecer sua atividade
antifungica (BONALDO et al., 2004; MEDICE, 2007; CASTRO; LIMA, 2010) as quais estao
apresentadas na Tabela 2. Essa atividade tem sido atribuida, principalmente, a presenca de
eucaliptol e cineol, encontrados no 6leo essencial (AGARWAL et al., 2008; SARTORELLI et
al., 2007). De acordo com a medicina popular o 6leo de eucalipto tem relativa acdo anti-

séptica, desinfetante e expectorante. (SILVA et al., 2003).
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Tabela 2. Atividades relatadas do o6leo essencial de eucalipto globulus sobre micro-

organismos.

Micro-organismos Efeitos relatados Referéncias

Aspergillus fumigatus e Inibigdo do crescimento micelial in vitro na BANSOD; RAI

Aspergillus niger concentragdo de 0,62% (2008)

A. flavus e Aspergillus Inibi¢ao do crescimento micelial in vitro por contato ~ VILELA (2007)

parasiticus e volatilizagdo do 6leo essencial, na concentragdo de
500 pL

Mycosphaerella fijiensis Inibicdo da germinagdo de conidios in vitro nas HORA (2009)
concentragdes acima de 0,3%

Sclerotium rolfsii, Alternaria Inibicdo do crescimento micelial in vitro nas BONALDO et al.

alternata, Phytophthora sp., concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 50% (2004)

Colletotrichum sublineolum

Ralstonia solanacearum raca  Efeito bacteriostatico sobre as células bacterianas in PARET et al.

4 vitro e em experimentos de campo nas (2010)
concentragoes de 0,04; 0,07 ¢ 0,14 % v/v

P. allii Atividade antifingica in vitro e in vivo na PEREIRA (2012)
concentragdo de 0,3%

P. viticola Inibigdo da germinagdo de esporos no minimo em FIALHO (2012)
75%, in vitro e in vivo nas concentra¢des acima de
0,1%

Fusarium sp. Atividade antifingica no tratamento de sementes de DARONCO (2013)

soja na concentragdo de 30%

Fonte: Do proprio autor

2.3.3 Oleo essencial de manjerona (Origanum majorana L. — Familia Lamiaceae)

Esta planta ¢ considerada um excelente tonico estomacal, carminativa,

antiespamodica, emenagoga e sudorifica e, em pequenas doses, sedante (QUER, 1988). As
propriedades antimicrobianas, antifungicas e antioxidantes do 6leo essencial de manjerona
foram relatadas por vérios autores e estdo relacionados na Tabela 3. Os produtos derivados da
manjerona sao utilizados pela industria para aromatizar bebidas, condimentos, carnes, sopas
em po, sorvetes, balas, assados, entre outros (VON HERTWIG, 1986). Seus compostos
majoritarios sdo g-terpineno e terpineol-4 (KOKKINI, 1993).

Tabela 3. Atividades relatadas do 6leo essencial de manjerona sobre micro-organismos.
Micro-organismos Efeitos relatados Referéncias
Myrothecium verrucaia Inibi¢do do crescimento micelial in vitro na  DINIZ et al.

concentragdo de 20 pL (2003)

Inibicdo no  crescimento VAGI et al. (2005)

concentragdes acima de 0,15%

Escherichia coli, Pseudomonas bacteriano em

flourescense e Bacillus cereus

Staphylococcus aureus, Beneckea Atividade antifingica e antibacteriana in vitro DEANS;
natriegens, A. niger, Erwinia em concentragdes acima de 10% SVOBODA (2006)
carotovora, Moraxella sp.

A. flavus, A. parasiticus, E. coli e Efeito inibitério em bactérias e fungos in  FREIRE (2008)

S. aureus vitronas concentragdes acima de 0,1%

P. viticola Atividade antifiingica in vitro e in vivo nas FIALHO (2012)

concentragoes acima de 0,1%

Fonte: Do proprio autor
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2.3.4 Oleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia — Familia Myrtaceae)

O ¢leo essencial de “tea tree” ¢ conhecido como um dos mais importantes anti-
sépticos naturais no combate a bactérias e fungos como apresentado na Tabela 4. O 6leo
essencial possui acdo comprovada contra fungos, bactérias e outros patégenos humanos, se
destacando na medicina popular, sendo utilizado em muitas formulagdes topicas; ¢ obtido por
hidrodestilacdo ou destilagdao por arraste a vapor (GUSTAFSON et al., 1998; HAMMER et
al., 2003; GAROZZO et al., 2009). O o6leo essencial de melaleuca ¢ constituido
principalmente por hidrocarbonetos terpénicos, como monterpenos, sesquiterpenos, 1,8-cineol

e terpenen-4-ol (GNATTA, 2012).

Tabela 4. Atividades relatadas do 6leo essencial de melaleuca sobre micro-organismos

Micro-organismos Efeitos relatados Referéncias

E. coli Acdo bactericida e antifingica in vitro, na GUSTAFSON et al.
concentracdo de 0,0625% (1998)

Macrophomina phaseolina, Inibigdo do crescimento micelial in vitro a partir ~ MARTINS et al.

Sclerotinia sclerotiorum e A. da concentragdo de 0,2% (2010)

alternata

Fusarium oxysporum Atividade antifungica em sementes de algoddo = FRASSON et al.
na concentracdo de 12% do 6leo essencial (2010)

P. viticola Atividade antifngica in vitro e in vivo nas FIALHO (2012)

concentragdes acima de 0,1%

Fonte: Do proprio autor

2.3.5 Oleo essencial de menta piperita (Mentha piperita L. — Familia Labiatae)

A menta piperita produz 6leo essencial rico em mentona (14-32%) e mentol (30-50%)
(CARDOSO et al., 2001). O mentol possui larga aplicagdo nas indlstrias de alimentos,
farmacéutica, de higiene, perfumaria, confeitaria ¢ do tabaco (DORNER; COLE, 2002;
DOMIJAN et al., 2005). O 6leo essencial de menta piperita ¢ considerado ndo toxico a
humanos (ANSARI et al., 2000). A atividade do 6leo essencial de menta piperita sobre os

micro-organismos tem sido relatada e encontram-se apresentados na Tabela 5.
2.3.6 Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare L. - Familia Lamiaceae)
Origanum vulgare ¢ um condimento importante, possui principios ativos que

estimulam as fungdes gastricas e biliares, tratando a dispepsia, arrotos, enjoos, flatuléncias e

estomatites (LORENZI; MATOS, 2002). Sao relatadas, também, atividades antibacteriana,
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antifungica e antioxidante (DAOUK et al., 1995), as quais estdo apresentadas na Tabela 6.
Essas atividades sdo associadas, principalmente, aos compostos majoritarios 4-terpineol

(47,95%), carvacrol (9,42%), timol (8,42%) e a-terpineol (7,57%) (CLEFF et al., 2010).

Tabela 5. Atividades relatadas do 6leo essencial de menta piperita sobre micro-organismos.

Micro-organismos Efeitos relatados Referéncias
Colletotrichum gloeosporioides Inibiu parcialmente o crescimento micelial in vitro, ROZWALKA

a 10% (2003)
A. flavus, A. niger, Aspergillus Inibigdo do crescimento micelial in vitro, a 0,1, 0,2  FREIRE (2008)
ochraceous, Aspergillus e 03%

glaucus, Colletotrichum musa,
C. gloeosporioides, Fusarium
semitectum e F. oxysporum

A. solani Inibigdo do crescimento micelial in vitro a partirda ~ ABREU (2006)
concentracdo 5000 pL L-!

A. flavus, A. niger, F. Atividade antifingica in vitro nas concentragdes TYAGI;

oxysporum e Penicillium acima de 1,13 mg mL"! MALIK (2011a)

digitatum

C. gloeosporioides e P. Inibigdo do crescimento micelial in vitro nas COMBRINCK

digitatum concentragdes acima de 2 uL L*! etal. (2011)

P. viticola Atividade antifingica in vitro e in vivo nas FIALHO (2012)

concentragdes acima de 0,1%

Fonte: Do proprio autor

Tabela 6. Atividades relatadas do 6leo essencial de orégano sobre micro-organismos.

Micro-organismos Efeitos relatados Referéncias
Alternaria sp., Bipolaris Inibigdo do crescimento micelial in vitro nas ZANANDREA
oryzae, Curvularia sp., concentragdes de 1:2, 1:4 ¢ 1:8 et al. (2004)

Gerlachia oryzae, Rhizoctonia
solani e S. sclerotiorum

Fusarium sp., A. flavus, A. Inibigdo do desenvolvimento dos fungos in vitro a  PEREIRA et al.

niger e Aspergillus ochraceus partir da concentragdo de 500 mg mL ™! (2006)

Malassezia pachydermatis, A. Inibi¢do do crescimento micelial in vitro nas nove = CLEFF et al.

flavus e A. fumigatus concentragdes testadas (2,0 a 0,004%) (2010)

Corynespora cassiicola, R. Inibicdo completa da germinagdo de esporos e do ROMERO et al.

solani, C. gloeosporioides e crescimento micelial in vitro em concentragdes a  (2011)

Fusarium sp. partir de 500 ppm

P. viticola Atividade antifingica in vitro e in vivo nas FIALHO (2012)
concentragdes acima de 0,1%

Cladosporium carrionii Proporcionou halo de inibicdo de 40,25 mm na MENEZESe
concentragdo de 20 uL/placa de Petri LIMA (2013)

Fonte: Do proprio autor

2.3.7 Oleo essencial de tomilho branco (Thymus vulgaris L. — Familia Lamiaceac)

O tomilho ¢ uma planta muito utilizada na medicina popular. O 6leo essencial, com
um de seus principais constituintes denominados timol (40%) e carvacrol ¢ considerado
responsavel pelas atividades antisséptica, expectorante, carminativa, antiespasmoédica e

bactericida (VIEIRA DE MELO et al., 2000; SIMOES; SPITZER, 2004). Possui ainda
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atividades espasmoliticas, antifungicas e inseticidas (JAKIEMIU et al., 2010). Atividades do

6leo essencial de tomilho sobre micro-organismos estao apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Atividades relatadas do 6leo essencial de tomilho branco sobre micro-organismos.

Micro-organismos Efeitos relatados Referéncias
A. niger; Eurotium repens, Inibicdo do crescimento micelial in vitro em SOUZA etal.
Penicillium sp. € Rhizopus sp.  concentragdes acima de 1500 mg ml! (2004)

R. solanacearum Efeito bactericida em casa de vegetacdo na Jletal. (2005)

concentragdo de 0,7%. Concentracdes acima de 3%
provocaram fitotoxicidade em tomateiro
Phakopsora pachyrhizi Efeito antifungico in vitro e in vivo na concentragdo de MEDICE et al.
1%. Em campo a concentracdo foi reduzida para 0,3%  (2007)
devido a sintomas de fitotoxidade nas plantas de soja

Cercospora coffeicola Efeito antifungico in vivo e in vitro proporcionalmente ~ PEREIRA et al.
ao aumento da concentracdo do 6leo essencial (2008)
P. allii Atividade antifingica in vitro e in vivo na PEREIRA (2012)

concentragdo de 0,3 e 1%. Na concentragdo de 1%
foram observados sintomas de fitotoxicidade em
plantas de nira

P. viticola Atividade antifingica in vitro e in vivo nas FIALHO (2012)
concentragdes acima de 0,1%
Salmonella entérica Inibicdo do crescimento bacteriano nas concentragdes LAVINIKI (2013)

acima de 4% (v/v)

Fonte: Do proprio autor
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CAPITULO 1. FUNGITOXICIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE
PLASMOPARA VITICOLA, AGENTE CAUSAL DO MILDIO DA VIDEIRA

RESUMO
A exploragdo da atividade bioldgica de compostos derivados do metabolismo

secundarios das plantas, presentes nos Oleos essenciais, pode ser uma alternativa com
potencial antifingico no controle de doengas de plantas. Dessa forma, este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito antiflingico de sete 6leos essenciais sobre a germinagdo de esporos de
Plasmopara viticola, agente causal do mildio da videira. Os o6leos essenciais de canela,
eucalipto globulus, manjerona, melaleuca, menta piperita, orégano e tomilho branco foram
comparados com o fungicida mancozebe + metalaxil-M. Foram realizados trés experimentos
avaliando o efeito dos 6leos essenciais na germinagdo de esporos de P. viticola, ou seja,
quando em contato direto ou por meio dos compostos volateis com os esporos € quando
aplicados em folhas de videira, em condi¢des de campo. Todos os 6leos essenciais inibiram a
germina¢do dos esporos de P. viticola, mas em graus variaveis, além de apresentarem
atividade fungistatica. Todos os 6Oleos essenciais avaliados possuem instabilidade quimica,
assim, a medida que se aumenta o tempo de incubag@o ou o intervalo entre a aplicagdo dos
produtos, a percentagem de atividade antifingica de todos os 6leos diminui. Destacam-se os
6leos essenciais de canela e eucalipto globulus como os mais antiftingicos sobre P. viticola.

Palavras-chave: Atividade fungicida. Atividade fungistatica. Controle alternativo.

Germinacao de esporos

ABSTRACT

FUNGITOXICITY OF ESSENTIAL OILS ON PLASMOPARA VITICOLA, THE
CAUSAL AGENT OF GRAPEVINE DOWNY MILDEW

The biological activity exploitation of compounds derived from the secondary plant
metabolism, present in essential oils, may be an alternative potential antifungal in the plant
diseases control. This study aimed to evaluate, the fungitoxic effect of seven essential oils on
Plasmopara viticola, the causal agent of grapevine downy mildew. The cinnamon, eucalyptus
globulus, marjoram, melaleuca, mint piperita, oregano and white thyme essential oils were
performance to compare with the fungicide mancozeb + metalaxyl-M. Three experiments
were performed to evaluate the essential oils effect on the P. viticola spores germination, i. e.,
when in direct contact or through the volatile compounds and when the spores were applied to

grapevine leaves in field conditions. All essential oils inhibited the P.viticola spores
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germination, but in varying degrees, in addition, having fungistatic activity. All the evaluated
essential oils showed chemical instability, so when increases the incubation time or the
interval between products application, all the oil decreases antifungal activity percentage.
Noteworthy, the cinnamon and eucalyptus globulus essential oils were the most fungitoxic on
P. viticola.

Keywords: Fungicidal activity. Fungistatic activity. Alternative control. Spore germination.

1 INTRODUCAO

A videira (Vitis spp.) ¢ economicamente uma das mais importantes frutiferas
cultivadas no mundo, pelas diversas utilizacdes dos seus frutos para consumo (POMMER;
MAIA, 2003). Esta presente em mais de 90 paises e no Brasil ocupa o décimo segundo lugar
entre as frutiferas mais importantes (FAO, 2012). A produgdo de uvas no Brasil, em 2013, foi
de 1.439,5 toneladas, em uma area colhida de 79,1 hectares (IBGE, 2014).

A produgdo da videira pode sofrer interferéncia de diversos fatores, dentre eles, as
doencas. Uma das mais importantes para a cultura ¢ o mildio, causado pelo Oomyceto
Plasmopara viticola (Berk. & Curtis) Berl. & de Toni. Devido a sua caracteristica biotrofica,
ele pode infectar todos os tecidos verdes, reduzindo a area fotossintética e bloqueando a
translocagdo de assimilados desde a sua fonte de produgdo até as areas de crescimento e
frutos, causando a morte da planta (AZIZ et al., 2006). Sob condig¢des climaticas favoraveis e
quando medidas de controle nao sao aplicadas, o mildio pode acarretar em uma redugao de até
70% na produgdo de frutos (GARRIDO; ANGELOTTI, 2011).

O controle do mildio ¢ realizado de maneira similar em todas as regides produtoras,
com aplicacdes semanais de fungicidas, aumentando os custos de produgdo, os riscos de
intoxicagao dos trabalhadores e de contaminacao do ambiente (NAVES et al., 2006). Apesar
de o controle quimico contribuir, h4 varios anos, para a viabilidade economica e eficiéncia no
controle das doengas na cultura, existe uma crescente preocupacdo quanto aos efeitos
ambientais, na saude dos consumidores e, mesmo, no desenvolvimento de resisténcia em
funcdo do uso repetido dos compostos sintéticos (TRIPATHI et al., 2008; FERREIRA, 2012).

O conhecimento dos efeitos indesejaveis do uso de fungicidas convencionais,
associados as preocupagdes dos Orgdos Legisladores ¢ dos consumidores, tem estimulado a
busca de novas alternativas para o controle de doencas de plantas. A utilizacdo de compostos

derivados do metabolismo secundarios das plantas, presentes nos oOleos essenciais. Com
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potencial antifingico, podem ser uma opgdo vidvel para a conservacdo de alimentos (MAIA
et al., 2014) e no manejo de doencas de plantas (CHAGAS et al., 2014).

Na literatura mundial, constata-se um crescimento significativo no numero de
trabalhos que buscam encontrar atividade antifingica de 6leos essenciais sobre patogenos de
plantas (KISHORE et al., 2007; MAQBOOL et al., 2010; PERINA et al., 2014). Diversos
autores trabalhando com controle alternativo de doencas de plantas encontraram resultados
promissores para os Oleos essenciais de canela (RIBEIRO et al., 2013), eucalipto globulus
(DARONCO, 2013), manjerona (FIALHO, 2012), melaleuca (FRASSON et al., 2010), menta
piperita (CHAGAS et al., 2014), orégano (MALLET et al., 2014) e tomilho branco (PERINA
et al., 2014), mostrando a atividade antifungica destes Oleos essenciais sobre de diversos
patogenos de plantas. Visando contribuir para mais uma opg¢do para o controle do mildio da
videira, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antifingico de 6leos essenciais sobre

a germinagdo de esporos de P. viticola, agente causal do mildio da videira.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo inicial

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Doencas de Plantas da
Faculdade de Engenharia, UNESP - Universidade Estadual Paulista, Campus de Ilha Solteira
e em vinhedo particular localizada no Cinturao Verde, municipio de Ilha Solteira-SP.

Os o6leos essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), eucalipto globulus
(Eucalyptus globulus Labill), manjerona (Origanum majorana L.), melaleuca (Melaleuca
alternifolia Cheel), menta piperita (Mentha piperita L.) ¢ orégano (Origanum vulgare L.),
obtidos das folhas e o de tomilho branco (Thymus vulgaris L.), obtido das flores ¢ folhas,
foram selecionados com base em resultados de experimentos anteriores (FIALHO, 2012) e
adquiridos da Empresa Ferquima Ind. e Com. Ltda. (Vargem Grande Paulista-SP).

Como controle quimico para comparacdo com os Oleos essenciais, seguindo
recomendacao do AGROFIT (2015), foi utilizado o fungicida especifico para o controle do
mildio, o produto comercial Ridomil Gold MZ, constituido da mistura de mancozebe +
metalaxil-M, correspondendo, respectivamente, a 640 + 40 g i.a. kg!' do p.c. e recomendado
na dose de 2,5 g do p.c. L'! de 4gua, o que corresponde, respectivamente, a 1,6 + 0,1 dos i.a.
L!. Para que houvesse mistura perfeita dos 6leos essenciais ou fungicida mais agua, eles

foram misturados com o detergente Tween 80 a 0,5%.
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Para o preparo das suspensdoes de esporos de P. viticola utilizadas nos trés
experimentos conduzidos, foram coletadas folhas de videiras com sintomas de mildio no
campo, as quais foram acondicionadas em saco plastico e mantidas em caixa de isopor até o
seu manuseio em laboratério. Com a ajuda de um pincel, os esporos foram transferidos para
um béquer contendo 10 mL de 4gua deionizada esterilizada. As suspensdes de esporos foram
filtradas em gaze dupla e sua concentragio ajustada para 2 x 10* esporos mL™!,

Quando necessario, a interrup¢ao da germinacdo dos esporos foi realizada pela
deposicao de uma gota de lactoglicerol sobre a suspensdo de esporos, em cada placa de Petri.
Para a avaliacdo da germinacdo dos esporos, sob microscopio 6tico, foi considerada a
contagem de 100 esporos. Como esporo germinado foi considerado o que apresentava
liberacao dos zodsporos e aspecto de vazio. Determinada a percentagem de germinacdo de
esporos foi possivel calcular a percentagem de inibicdo da germinagdo de esporos (PIG) de

cada tratamento, em relag@o ao tratamento testemunha.

2.2 Avaliacao do contato direto dos 6leos essenciais sobre a germinacéao de esporos de P.

viticola

Para avaliar o efeito do tempo de contato direto e das concentracdes dos Oleos
essenciais na germinagdo de esporos de P. viticola, foi acrescido o 6leo essencial ou
fungicida, mais Tween 80 a 0,5%, ao meio de cultura agar-agua (AA) ainda fundente. Os
Oleos essenciais foram utilizados nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1; 2 e 4 % e o fungicida, na
dose recomendada para aplicagdo em campo (AGROFIT, 2015). O tratamento testemunha
constou apenas de meio de cultura AA mais Tween 80 a 0,5%.

Apos a solidificagao do meio, sobre ele foi depositado 80 uL. da suspensao de esporos.
As placas de Petri foram acondicionadas em estufa incubadora, mantida a 25 °C, durante 6,
12, 24 e 48 horas. Ao término de cada periodo, procedeu-se a interrup¢do do processo
germinativo para as avaliacdes da germinagdo de esporos.

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
7 x 5 x4 + 1 (6leos essenciais x concentracdes x periodos de incubacdo + fungicida

(tratamento adicional)), com cinco repeti¢des, constituidas de uma placa de Petri cada.
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2.3 Avaliacao dos compostos volateis dos 6leos essenciais sobre a germinacao de esporos
de P. viticola

Para avaliar o efeito dos compostos volateis dos Oleos essenciais sobre a germinagao
de P. viticola, discos de papel de filtro qualitativo, com quatro centimetros de diametro, foram
embebidos com o6leos essenciais ou com fungicida e colocados sob a tampa, na superficie
interna da placa de Petri (90 x 15 mm), de acordo com metodologia modificada de Ootani
(2010). As concentragoes dos 6leos essenciais de 0,1; 0,5; 1; 2 e 4% foram expressas como
volume de liquido de compostos volateis em papel de filtro, por volume da placa de Petri,
sendo convertidas em 0,0095; 0,475; 0,95; 1,9 e 3,8 mL mL"' de ar. A concentragdo do
fungicida Ridomil Gold MZ de 2,5 g do p.c. L'! 4gua foi expressa como grama do produto
comercial em papel de filtro, por volume da placa de Petri, sendo convertido em 0,24 g do p.c.
mL"! de ar. Para os tratamentos testemunha o papel de filtro foi umedecido apenas com agua
deionizada e esterilizada.

Sobre o meio de cultura AA foi depositado 80 pL. da suspensdo de esporos. As placas
de Petri foram fechadas com filme pléstico e acondicionadas com a tampa voltada para baixo,
em estufa incubadora, mantidas a 25 °C. Para cada tratamento foram utilizadas 10 repetigdes,
sendo cada repeti¢do constituida de uma placa de Petri. Assim, cinco placas foram avaliadas
apos 24 horas de incubacao.

As tampas das cinco placas de Petri restantes de cada tratamento foram trocadas por
tampas novas, sem o papel de filtro. Apos serem novamente vedadas com filme plastico,
foram acondicionadas em estufa incubadora a 25 °C. A segunda avaliacdo da germinagdo de
esporos foi feita 48 horas apds a incubagao inicial. A troca das tampas das placas de Petri foi
realizada para que fosse possivel observar a existéncia de atividade fungistatica dos o6leos
essenciais sobre a germinagédo de P. viticola, apos 24 e 48 horas de incubagio.

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
7 x 5 x 2 + 1 (6leos essenciais x concentragdes x periodos de incubagdo + fungicida
(tratamento adicional)), com cinco repeticdes para cada periodo de incubagdo. Sendo cada
repeticao foi constituida de uma placa de Petri.

Com dados foi calculada a percentagem de inibi¢do da germinagdo (PIG) de esporos
apos 24 e 48 horas de incubacdo. A atividade fungistatica dos 6leos essenciais foi considerada
a diferenga entre a percentagem de inibicdo da germinagdo de esporos os dois periodos de
incubagdo. Se existir atividade fungistatica dos 6leos essenciais, a PIG de esporos serd maior

na avaliacdo ap6s 24 horas e menor apds 48 horas de incubagdo, ou seja, inicialmente os
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esporos podem ndo germinar, mas, germinam posteriormente, sem a presenga dos compostos

volateis.

2.4 Avaliacdo dos 0Oleos essenciais, na germinacao de esporos de P. viticola, aplicados em

folhas de videira em condic¢des de campo

Este experimento foi realizado em uma propriedade particular, em area de videira da
variedade Niagara Branca, conduzida em espaldeira, com espagamento de 1,0 x 2,0 m. Como
as plantas de videira da propriedade ndo foram podadas e ndo receberam tratamento quimico
durante todo o ciclo da cultura teve-se a ocorréncia natural de mildio. Para cada tratamento
foram marcadas quatro brotacdes de videira, com seis a oito folhas, e que apresentavam,
visualmente, esporulagdo recente de P. viticola.

Para a aplicacdo nas folhas de videira no campo foi utilizada a concentracdo de 1%
dos 6leos essenciais (concentragdo média entre as cinco concentragdes utilizadas in vitro) e o
fungicida foi preparado na dose recomendada para aplicagdo em campo (AGROFIT, 2015).
Para o tratamento testemunha foi aplicado agua deionizada. Em todos os tratamentos foi
acrescentado 0,5% de Tween 80 e os preparados aplicados com o auxilio de um pulverizador
manual, equipado com o bico do tipo cone cheio. Durante a aplicagdo foi utilizado um saco
plastico transparente para envolver o ramo e evitar a deriva dos produtos nos ramos vizinhos.
A aplicagao foi realizada apenas nas brotagdes de videira marcadas, sendo esta feita antes das
nove horas da manha, até o ponto de escorrimento.

Ap0s 24 e 48 horas da aplicagdo foram coletadas duas folhas de cada brotacdo, de cada
repeti¢do, totalizando oito folhas por tratamento. Destas foram preparadas suspensdes de
esporos para cada tratamento, para que pudesse ser comparada a viabilidade dos esporos de P.
viticola, apds as 24 e 48 horas da aplicagdo dos produtos. Para tanto, preparado meio de
cultura AA e, apds a solidificagdo, sobre ele foi depositado 80 puL de cada suspensdo de
esporos. Estas placas foram acondicionadas em estufa incubadora e mantidas a 25 °C, durante
12 horas. Apds este periodo, procedeu-se a interrupcdo do processo germinativo e foram
realizadas as avalia¢des da germinagao de esporos.

O delineamento experimental adotado foi do tipo blocos casualizados, em arranjo
fatorial 7 x 1 x 2 + 2 (6leos essenciais x concentracao x periodos de incubagao + testemunha +
fungicida (tratamentos adicionais)), com cinco repeti¢des. Cada repeticao foi constituida de

uma placa de Petri.
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2.5 Analises dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e regressao. No fator
qualitativo (Oleos essenciais), as médias foram comparadas pelo teste Skott-Knott a 5% de
probabilidade, e para os fatores quantitativos (tempo e concentracdes) foram ajustadas
equacdes de regressdo com base no teste “F” dos coeficientes a 5% de probabilidade e no
coeficiente de determinacao (R?). Todas as andlises foram feitas com auxilio do programa
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

Para determinar o 6leo essencial mais eficiente no contato direto ou dos compostos
volateis com o patdgeno, em cada periodo de avaliagdo, foram calculadas as CLso dos 6leos
essenciais, a partir das equagdes de regressao ajustadas para cada periodo ou para a média

deles, quando as interagdes entre as fontes de variagao nao foram significativas.

3 RESULTADOS

3.1 Efeito do contato direto dos 0leos essenciais sobre a germinacdo de esporos de P.

viticola

Quando os esporos de P. viticola foram mantidos em contato direto com os 06leos
essenciais, foi constatado, por meio da andlise de variancia (Tabela 1), que houve efeito
significativo (p<0,01) com relagdo a percentagem de inibi¢do da germinagao de esporos de P.
viticola em fungdo da interagdo, periodo de incubagdo x concentragdes dos dleos essenciais,
bem como para os fatores isoladamente, para todos os o6leos essenciais avaliados. Nos
desdobramentos da analise da interacao foi constatada interacao significativa (P< 0,01), onde
os efeitos da concentragdo de todos os 6leos essenciais sobre a percentagem da inibi¢ao da
germinagao de esporos de P. viticola dependem do periodo de incubagio e vice-versa.

Para o desdobramento da interagdo concentragdes dentro do periodo de incubacdo
foram verificadas duas situagdes. Para os 6leos essenciais de menta piperita, orégano e
tomilho branco, nos periodos de 24 e 48 horas de incubacao, o melhor ajuste foi obtido com o
modelo linear. Para canela, eucalipto globulus, manjerona e melaleuca, em todos os periodos
de incuba¢do o melhor ajuste foi no modelo quadratico. Todos os o6leos essenciais
apresentaram o mesmo comportamento positivo para concentragdes. Considerando as cinco
concentracdes avaliadas, verificou-se que as PIG foram maiores com o aumento da

concentragdo de todos os 6leos, independente do periodo de incubagao (Figura 1).
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Tabela 1. Valores de F para percentagem inibicdo da germinagdo (PIG) de esporos de
Plasmopara viticola pelos sete 6leos essenciais e o fungicida mancozebe + metalaxil-M em
quatro periodos de incubagdo. Os esporos foram distribuidos sobre meio de cultura dgar-agua,
acrescido com o 6leo essencial ou fungicida, em placas de Petri. Ilha Solteira/SP, 2013.

Fontes de Eucalipto Menta Tomilho
Variacao Canela globulus Manjerona Melaleuca piperita Orégano  branco
P. L 332,34™ 693,397 1287,78"  999,72" 528,30" 160,26  308,08"
Conc.? 441,117 1710,59™ 903,79 1185,03" 380,91 480,17 1202,36™
P. L. x Conc. 5,95™ 26,03 16,87 22,79 14,34™ 7,20 21,43™
Fung’ vs Fat* 144,13 714,657 424,88 551,16 530,02 708,40 1217,47"
CV (%) 4,5 3,5 3,8 43 6,6 7,5 6,0

**: Significativo a 1% de probabilidade; 'Periodo de incubagdo; 2Concentragio; *Fungicida; “Fatorial.
Fonte: Do proprio autor

Para o desdobramento da interagdo periodos de incubacdo dentro das concentracdes,
os Oleos de canela e menta piperita a 4% e os 0leos essenciais de eucalipto globulus, orégano
e tomilho branco a 0,1%, tiveram um melhor ajuste no modelo linear. Todos os outros 6leos
essenciais, em todas as concentragcdes avaliadas, exibiram o melhor ajuste no modelo
quadratico para a equacdo de regressdo (Figura 2), porém, todas apresentaram o mesmo
comportamento negativo para periodo de incubagao.

Na concentragcdo de 4% foram verificadas as maiores inibigdes de germinagdo para
todos os oOleos essenciais, com destaque para canela, eucalipto, manjerona e melaleuca, que
proporcionaram 100% de inibi¢do da germinagdo de esporos de P. viticola, apos 6 horas de
incubacdo (Figura 1). Comparando os quatro periodos de incubacao avaliados, para todos os
Oleos verificou-se que as PIG foram menores com o aumento do periodo de incubagao,
independente da concentragdo utilizada. No periodo de 6 horas incubagao, para todos os 6leos
foram encontradas as maiores PIG, acima de 85%, na concentragdo 4% (Figura 2).

A PIG média geral do fungicida manconzebe + metalxil-M foi de 89.43%,
significativamente maior do que o PIG médio geral de todos os oOleos essenciais avaliados
(Tabelas 1 e 2). Para o tratamento quimico observou-se que nao houve redu¢do da PIG em
funcdo do periodo de incubagdo. Os valores das concentragdes letais do 6leo essencial para
inibir 50% da germinag@o de esporos de P. viticola (CLso) para um mesmo 6leo essencial
variou com o periodo de incubagdo, sendo obtidos os menores valores de CLso obtidos com os
menores periodos de incubag¢do. Apds 6 horas de incubagdo, o 6leo essencial de canela
apresentou o menor valor de CLso (Tabela 3), enquanto o 6leo essencial de menta piperita foi

0 menos eficientes.
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Para os 6leos essenciais de canela e eucalipto globulus, as fontes de variagdo periodo
de incubacdo e concentragdes foram significativas a 5 e a 1 %, respectivamente. Para esses

Oleos a interagdo entre as fontes de variagdo nao foi significativa (Tabela 4).

Figura 1. Percentagem da inibi¢ao da germinagdo (PIG) de esporos de Plasmopara viticola
pelos 6leos essenciais de canela (A), eucalipto globulus (B), manjerona (C), melaleuca (D),
menta piperita (E), orégano (F) e tomilho branco (G), nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1; 2 e
4%, ap0s 6, 12, 24 e 48 horas de incubacdo. (**: significativo a 1% de probabilidade).
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Figura 2. Percentagem da inibi¢ao da germinagdo (PIG) de esporos de Plasmopara viticola
pelos 6leos essenciais de canela (A), eucalipto globulus (B), manjerona (C), melaleuca (D),
menta piperita (E), orégano (F) e tomilho branco (G), nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1; 2 e
4%, em de quatro periodos de incubagdo. (**: significativo a 1% de probabilidade).
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Tabela 2. Valor médio da percentagem da inibi¢do da germinacdo (PIG) de esporos de
Plasmopara viticola, por sete 6leos essenciais ¢ um fungicida, apds quatro periodos de
incubac¢do, quando os esporos foram mantidos em contado direto com o 6leo essencial. Ilha
Solteira, SP, 2013.

Tratamentos PIG (%) Tratamentos PIG (%)
Canela 70 Menta piperita 50
Eucalipto globulus 61 Orégano 45
Manjerona 64 Tomilho branco 43
Melaleuca 59 manconzebe + metalxil-M 89

Fonte: Do proprio autor

Tabela 3. Concentragdo letal para inibigdo de 50% (CLso) da germinacdo dos esporos de
Plasmopara viticola, pelos sete 6leos essenciais, quando os esporos foram mantidos em
contado direto com o 6leo essencial. Ilha Solteira, SP, 2013.

CLso - Periodos de incubacéo (horas)

Oleos essenciais (%)

6 12 24 48
Canela <0,10™ 0,36 0,74
Eucalipto globulus 0,25! 0,39 1,00 1,22
Manjerona <0,1™ 0,28 0,81 1,53
Melaleuca <0,1™ 0,49 1,17 1,80
Menta piperita 0,16 0,50 1,99 4,35
Orégano 1,01 1,57 2,61 2,80
Tomilho branco 0,91 1,77 2,00 2,67

"Valores estimados a partir da equagdo de regressio linear ou quadratica, em %; *: significativo a 1%, na menor
concentragdo avaliada (0,1%), foi obtido PIG de inibi¢cdo maior que 50%.
Fonte: Do proprio autor

3.2 Efeito dos compostos volateis dos 0leos essenciais sobre a germinacao de esporos de

P. viticola

As variagdes na percentagem de inibigdo da germinagdo de esporos de P. viticola em
funcdo das fontes periodo de incubagdo, concentragdes e¢ a interagdo entre eles foram
significativas a 1% de probabilidade para os 6leos essenciais de manjerona, menta piperita,
orégano e tomilho branco. O mesmo foi observado para o dleo de melaleuca, porém a

interacdo entre as fontes de interacao nao foi significativa (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores de F para percentagem da inibi¢do da germinagdo (PIG) de esporos de
Plasmopara viticola pelos sete oOleos essenciais e um fungicida em dois periodos de
incubagdo. Os esporos foram distribuidos sobre meio agar-agua contido em placas de Petri. O
6leo essencial ou fungicida foi colocado em discos de papel de filtro sob a tampa, com a
retirada do disco de papel apos 24 horas. Ilha Solteira/SP, 2013.

Fontes de Eucalipto Menta Tomilho
variacao Canela globulus Manjerona Melaleuca piperita Orégano branco
P. 1! 10,56 6,64 34,96 65,22 112,01 99,31 234,04™
Conc.? 1029,19"  442,77" 992,29" 783,87 485,117 748,44 848,67
P. 1. x Conc. 2,07 1,49 6,21 1,17 36,64 30,21 19,21
Fung?vs Fat* 511,24 197,20" 761,15 465,487 1683,69" 864,90 1412,35™
CV (%) 5,63 5,82 6,94 5,54 9,29 4,82 5,26

'Periodo de incubagdo; 2Concentragdo; °Fungicida; “Fatorial; ™: significativo a 1% de probabilidade; *
significativo a 5% de probabilidade; ": ndo significativo a 5% de probabilidade.
Fonte: Do proprio autor

Para o desdobramento da interacdo concentragdes dentro dos periodos de incubagao,
para os Oleos essenciais de canela (Figura 3A), eucalipto globulus (Figura 3B) e melaleuca
(Figura 3C), as curvas de regressao foram determinadas a partir da média dos dois periodos de
incubac¢do, enquanto as interagdes entre as fontes de variagdo ndo foram significativas. Para os
demais 6leos, onde houve interagdo entre os periodos de incubagdo e as concentracdes, foram
determinadas as curvas de regressdo para cada periodo de incubacdo, evidenciando o
comportamento diferenciado das concentragdes, dentro de cada periodo. Todos os o6leos
essenciais apresentaram ajuste quadratico positivo para as concentragdes (Figura 3).

Independente do periodo de incubagdo, nas cinco concentragdes avaliadas, os valores
de PIG foram maiores com o aumento da concentragdo de todos os 6leos essenciais (Figura
3). Apos 24 horas de incubacdo, os 0leos de manjerona, menta piperita, orégano e tomilho
branco proporcionaram os maiores valores de PIG, enquanto que apos 48 horas houve
reducdo nos valores de PIG para todos os oleos essenciais. Para os dois periodos de
incubacdo, para as concentragoes de 0,1; 0,5; 1 e 2%, foi observada a baixa eficiéncia da fase
de vapor dos Oleos essenciais, ndo sendo detectadas PIG acima de 75%.

A PIG média geral do fungicida manconzebe + metalxil-M foi de 75,2%, ou seja,
significativamente maior do que a PIG médio de todos os 6leos essenciais avaliados. Para este
tratamento, ndo se observou reducdo da PIG com o aumento do periodo de incubagao

(Tabelas 4 e 5).
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Figura 3. Efeito dos compostos volateis dos oOleos essenciais de canela (A), eucalipto
globulus (B), manjerona (C), melaleuca (D), menta piperita (E), orégano (F) e tomilho branco
(G), nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1; 2 e 4%, na percentagem da inibi¢do da germinacao
(PIG) de esporos de Plasmopara viticola, apos 24 e 48 horas de incubagdo. (*: significativo a
1% de probabilidade).
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Fonte: Do proprio autor

Constata-se que, na medida em que os periodos de incubagdo aumentam, as CLso
também aumentam, sendo necessaria, assim, uma concentragdo maior de 6leo essencial para
inibir 50% da germinacdo de esporos apds 48 horas de incubagdo. Considerando o contato dos

esporos de P. viticola com os compostos volateis dos oleos essenciais, destaca-se o oleo de
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eucalipto globulus como o mais eficiente na inibigao da germinagao de esporos de P. viticola,
pois apresentou a CLso abaixo de 1%, enquanto o 6leo de menta piperita foi o menos
eficiente, ndo sendo possivel determinar a concentragdo capaz de inibir em 50% a germinagdo

de esporos (Tabela 6).

Tabela 5. Valor médio da percentagem da inibi¢do da germinagdo (PIG) de esporos de
Plasmopara viticola, pelos sete o6leos essenciais ¢ um fungicida, apés dois periodos de
incubacdo, quando os esporos foram mantidos em contato com os compostos volateis do dleo
essencial. Ilha Solteira, SP, 2013.

Tratamentos PIG (%) Tratamentos PIG (%)
Canela 45 Menta piperita 25
Eucalipto globulus 53 Orégano 43
Manjerona 38 Tomilho branco 37
Melaleuca 47 manconzebe + metalxil-M 75

Fonte: Do proprio autor

Tabela 6. Concentragdo letal dos sete 0leos essenciais, para inibi¢do de 50% da germinagao
dos esporos (CLso) de Plasmopara viticola, quando os esporos foram mantidos em contado
com os compostos volateis do 6leo essencial. Ilha Solteira, SP, 2013.

CLso!

Oleos essenciais (%) Periodos de incubacéo (horas)

24 48
Canela 1,172
Eucalipto globulus 0,96
Manjerona 1,5 1,52
Melaleuca 1,212
Menta piperita 2,82 ND?
Orégano 0,9 1,77
Tomilho branco 2 3,1

'Valores estimados a partir da equacdo de regressio quadratica, em %; **Na menor concentra¢do avaliada,
0,1%, foi obtido PIG de inibi¢do maior que 50%. >Ndo houve diferenga significativa entre os periodos de 24 ¢ 48
horas de incubagdo. >Em nenhuma concentragdo esse 6leo essencial inibiu 50% a germinagdo de esporos.

Fonte: Do proprio autor
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3.3 Efeito dos 0leos essenciais, na germinacdo de esporos de P. viticola aplicados em
folhas

As variag0es na percentagem de inibigdo da germinagao de esporos de P. viticola, em
fun¢do das fontes de tratamento, tempo apds a aplicagdo e a interagdo entre eles, foram
significativas a 1% de probabilidade para todos os dleos essenciais. Nas condi¢des de campo,
todos os 6leos mostraram reducdo significativa na atividade antifungica, apds 48 horas da

aplicacdo (Tabela 7).

Tabela 7. Percentagem de inibigdo da germinagdo de esporos de Plasmopara viticola e
valores de F apos a aplicacdo de sete dleos essenciais, na concentracio de 1%, e um fungicida
em folhas de videira em condigdes de campo. Avaliacao realizada apos 24 e 48 horas apos a
pulverizagao. Ilha Solteira/SP, 2014.

Inibicdo da germinacéo de esporos (%)

Tratamentos

24 horas ap0s a pulverizagéo 48 horas apos a pulverizagdo
Canela 65 aA! 57 bA
Eucalipto globulus 57 aB 54 bB
Manjerona 43 aC 35bC
Melaleuca 15 aD 7 bE
Menta piperita 17 aD 8 bE
Orégano 65 aA 37bC
Tomilho branco 42 aC 21 bD
manconzebe + metalxil-M 74 62
Valor de F
Tratamentos 785,86"
Tempo 519,11%
Tratamentos x Tempo 39,23
Fungicida vs Fatorial 866,16™
CV (%) 5,26

M¢édias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mintiiscula na linha e maiuscula na coluna,
pelo teste de Skott-Knott a 1% de probabilidade.
Fonte: Do proprio autor

Os 6leos essenciais mais eficientes foram os dleos essenciais de canela e orégano que
proporcionaram PIG de 65%, ndo diferindo estatisticamente entre si, apds 24 horas da

aplicacdo. Neste mesmo periodo, os Oleos essenciais de melaleuca e menta piperita foram
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menos eficientes, proporcionando PIG de 15 e 17%, respectivamente, ndo diferindo
estatisticamente entre si, mas diferindo dos demais 6leos essenciais (Tabela 7).

Apo6s 48 horas da aplicagao dos produtos, os Oleos essenciais de canela e eucalipto
globulus foram os mais eficientes, proporcionaram PIG de 57 e 54%, respectivamente, € ndo
diferiram estatisticamente entre si. Novamente, os 6leos de melaleuca e menta piperita foram
os 0Oleos essenciais menos eficientes, exibindo PIG de 7 e 8%, respectivamente, ndo diferindo
entre si, mas diferindo dos demais Oleos essenciais. O tratamento com mancozebe +
metalaxil-M foi o mais eficiente em campo, mostrando PIG acima de 60% apos 24 e 48 horas

da aplicacao, diferindo significativamente de todos os dleos essenciais avaliados (Tabela 7).

4 DISCUSSAO

Entre os sete Oleos essenciais avaliados, o de canela destaca-se por ser o mais
antifungico sobre P. viticola, quando em contato direto com o patéogeno (Tabela 3). Nao
foram encontrados trabalhos na literatura avaliando Oleo de canela sobre P. viticola, mas
sobre outros patogenos, comprovando seu efeito antifungico. Magbool et al. (2010), avaliando
a inibicdo da germinagdo de conidios de Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) von Arx,
detectaram significativa inibi¢do do fungo na concentracdo de 0,4% do 6leo de canela. Lucas
(2012) verificou 100% da inibigdo da germinagdo de esporos de Alternaria solani (ELL. &
Martin) Jones & Grout, pelo 6leo essencial de canela, na concentragio de 1000 pL L.

Pelo contato gasoso, o 6leo essencial de eucalipto globulus foi antifingico sobre P.
viticola (Tabela 6). Outros autores confirmam a atividade antifungica da fase volatil deste
6leo, como Ootani (2010), que relatou este efeito sobre Aspergillus sp., Pyricularia grisea
(Cooke) Sacc e Colletrotichum musae. Vilela (2007) verificou o efeito dos compostos volateis
do 6leo de eucalipto sobre Aspergillus flavus Link e Aspergillus parasiticus Speare a partir da
dose de 500 pL, com mais de 90% de inibi¢ao micelial para todos os fungos.

O oleo essencial de eucalipto globulus foi o mais estavel nos experimentos utilizando
compostos volateis ou testando a a¢ao dos oleos apos a aplicagdo no campo. Os resultados
confirmam encontrados em laboratdrio. Assim como in Vvitro, os dleos essenciais de canela e
eucalipto globulus foram os mais eficientes in vivo apos 24 e 48 horas de aplicagdo dos
produtos (Tabela 7). Estes dois 0leos exibiram elevada toxidez a micro-organismos, como
comprovado por outros autores.

Lorenzetti et al. (2011) verificaram o efeito de varios 6leos essenciais no controle do

mofo cinzento do morangueiro causado pelo fungo Botrytis cinerea Pers., concluindo que os
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6leos de canela e eucalipto afetaram tanto o crescimento micelial quanto a germinagdo de
esporos. Piatti et al. (2011) relataram que, na concentracdo de 0,5%, o 6leo essencial de
eucalipto globulus proporcionou inibi¢do da germinac¢ao de esporos de Penicillium sp.,
significativamente maior que o fungicida Azoxystrobin. Silva et al. (2013) observaram 100%
na inibicdo do crescimento micelial ¢ na germinagdo de esporos de Cercospora coffeicola
Berk & Cook pelo 6leo de eucalipto globulus.

Houve variagdo nas CLso dos 6leos essenciais quando os esporos foram colocados em
contato direto ou em contato com os compostos volateis dos 6leos essenciais. O modo de agao
que provoca a inibicdo de micro-organismos por 6leos e seus compostos quimicos envolve
diferentes mecanismos, dependendo dos componentes majoritarios do Oleo essencial
(LAMBERT et al.,, 2001; SOUZA et al.,, 2005). A fungitoxidade dos oOleos pode estar
relacionada com sua caracteristica hidrofobica, o que significa que, ao entrar em contato com
0 patogeno, os componentes do 6leo interagem com a mitocondria e com os lipideos da
membrana plasmatica, alterando a sua permeabilidade, causando distirbios estruturais, o que
pode promover a exposi¢ao do conteudo celular, inclusive do nticleo (BAKKALI et al., 2008;
COSTA etal., 2011).

Todos os 6leos essenciais apresentaram capacidade de interferir na germinacdo dos
esporos de P. viticola. Em todos os experimentos realizados, aumentos no tempo de
incubagdo, no intervalo de tempo entre a aplicagdo dos 6leos essenciais € o teste de
germinagdo, € nos intervalos entre as aplicagdes dos produtos e a inoculagdo de esporos,
resultaram em redugdo da percentagem de atividade antifingica de todos os dleos essenciais
(Figuras 2, 3 e Tabela 7).

Este fato pode ser explicado devido a acdo fungicida e fungistatica dos Oleos e,
também, a degradacdo do 6leo essencial. Inicialmente os 6leos essenciais mataram uma parte
dos esporos do patdogeno, porém a outra parte permaneceu sem germinar em decorréncia da
acdo fungistatica. Com maiores periodos de incubagdo, os 6leos podem ter se degradado
devido a presenca de luz, calor, oxigénio atmosférico e umidade permitindo, assim, hd a
germinagdo dos esporos dormentes. Esta atividade fungistatica dos 6leos essenciais sobre os
esporos de P. viticola, somente pode ser detectada por terem sido realizadas avaliagdes da
germinacdo de esporos em varios periodos de tempo. Destaca-se a importancia destes
experimentos, pouco explorados na literatura, para avaliagdes de atividades fungistaticas.

Nao foram encontrados trabalhos avaliando a atividade fungistatica de 6leos essenciais
sobre P. vticola. Silva et al. (2012; 2014), porém, constataram maior atividade antifingica do

extrato aquoso de cinamomo sobre a germinagdo de P. viticola no menor periodo de
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incubacao, e que a medida que o periodo de incubagdo aumentava a percentagem de inibi¢ao
de esporos era reduzida. Os autores atribuem essa maior atividade fungistatica do extrato a
perda das propriedades antifungicas do produto, apds um periodo maior de incubagao.

Leite (2010) também verificou atividade fungistatica do extrato de alho e do oleo
vegetal no controle do mildio da videira e na germinagao de esporangios do agente causal P.
viticola. A existéncia da atividade fungistatica dos 6leos essenciais ndo ¢ uma caracteristica
interessante para um produto a ser usado no controle do mildio.

Os oleos essenciais podem ser fungicidas ou fungistaticos e as reagdes de sensibilidade
dos esporos fungicos, para os 6leos, podem variar mesmo em baixas concentragdes. A
eficiéncia desses produtos vai depender do tempo de exposi¢do dos esporos ao principio ativo
do produto (BANIHASHEMI; ABIVARDI, 2011). Ap6s analise por microscopia eletronica
de varredura em amostras tratadas com os 6leos essenciais de capim-limao e citronela sobre
A. solani, Lucas (2012) constatou que os Oleos atrasaram o processo de germinacgdo dos
conidios, atuando de forma fungistatica, e nao fungicida, como se acreditava.

De acordo com Simdes e Spitzer (2004), os 6leos essenciais na presenga de oxigénio,
luz, calor, umidade e metais sdo muito instaveis, sofrendo inumeras reagdes de degradagao, o
que dificulta a sua conservacdo, fazendo com que o processo de armazenamento seja de
importancia fundamental para a manutencdo de sua qualidade.

Todos os 6leos essenciais, estudos no presente trabalho, exibiram reducao significativa
na PIG apdés 48 de incubacgao, tanto nos experimentos de laboratério como no experimento em
campo (Tabelas 3, 6 ¢ 7). A existéncia da atividade fungistatica dos 6leos nao ¢ uma
caracteristica interessante para que o produto seja usado no controle do mildio. Assim, o dleo
essencial exigird varias aplicagdes em curtos intervalos de tempo para ser eficiente ou havera
a necessidade da associacdo de outro produto que dé estabilidade a agao do 6leo essencial.

Diante dos resultados obtidos, contata-se que os 0leos essenciais podem-se constituir
em mais uma opg¢do para o controle do mildio da videira, necessitando-se que as
caracteristicas instaveis dos 0leos essenciais necessitam ser mais estudadas para, assim, tornar

vidvel sua utilizagdo em condigdes de campo.

5 CONCLUSOES

e Em contato direto com o patdégeno, o Oleo essencial de canela proporcionou maior

inibi¢do da germinagdo dos esporos, apds 48 horas de incubacao.
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e Em contato gasoso, a maior atividade antiflingica foi exibida pelo 6leo essencial de
eucalipto globulus.

e Os odleos essenciais de canela e de eucalipto globulus foram mais eficientes na inibi¢ao da
germinagdo de P. viticola, ap6s aplicagdo em folhas de videira, no campo.

e As avaliagdes da germinagdo de esporos de P. viticola apds varios periodos de incubagao
possibilitaram observar a atividade fungistatica dos 6leos essenciais.

e Todos os 6leos essenciais mostraram atividade fungistatica, verificada pelo aumento da

germinacdo dos esporos de P. viticola no decorrer do tempo.
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CAPITULO 2. OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DO MILDIO DA VIDEIRA
EM CAMARA DE CRESCIMENTO

RESUMO

Este trabalho teve como objetivos avaliar, em camara de crescimento, o efeito
antifungico sobre o mildio da videira dos dleos essenciais de canela, eucalipto globulus,
manjerona, melaleuca, menta piperita, orégano e tomilho branco em comparacdo com o
fungicida mancozebe + metalaxil-M, determinando os seguintes aspectos: a persisténcia da
atividade antifingica dos oleos essenciais sobre P. viticola; a resisténcia a chuva dos 6leos
essenciais; e o efeito curativo e/ou preventivo dos 6leos essenciais sobre o mildio da videira.
Em todos os experimentos utilizaram o delineamento experimental em blocos casualizados.
Os 6leos essenciais mostram atividade antifiingica sobre P. viticola nas concentragdes a partir
de 0,5%, quando a inoculagdo de esporos ocorreu com uma e seis horas ap6s a aplicacdo dos
6leos. A reducdo na eficiéncia dos 6leos foi observada quando as plantas foram inoculadas
apos 12 e 24 horas apos a aplicagdo dos mesmos. Os 0leos de canela e tomilho branco foram
os mais eficientes no controle do mildio em plantas inoculadas 24 horas ap6s a sua aplicagao.
O tratamento preventivo mostrou maior eficiéncia na reducdo da severidade do mildio. No
controle preventivo e curativo do mildio da videira, além do fungicida mancozebe +
metalaxil-M, o 6leo de canela foi o mais eficiente. Todos os 6leos essenciais avaliados, assim
como o fungicida, impediram o desenvolvimento do mildio na auséncia de chuva simulada.
Entre a chuva simulada com 10 e 30 mm ndo foram observadas diferencas significativas,
porém todos os Oleos essenciais proporcionaram o menor controle sobre o mildio da videira
apds 10 mm de chuva. Nestas condigdes, os 6leos de canela e tomilho branco foram os mais
eficientes no controle da doenga, mas inferiores ao controle proporcionado pelo fungicida.
Palavras-chave: Controle alternativo. Chuva simulada. Persisténcia. Efeito curativo. Efeito

preventivo. Severidade do mildio.

ABSTRACT

ESSENTIAL OILS ON GRAPEVINE DOWNY MILDEW IN THE GROWTH
CHAMBER CONDITIONS

This study aimed to evaluate, in the growth chamber conditions, the fungitoxic effect
of the essential oils of cinnamon, eucalyptus globulus, marjoram, melaleuca, mint piperita,
oregano and white thyme compared with the fungicide mancozeb + metalaxyl-M, on

grapevine downy mildew, determining the following aspects: the persistence of fungitoxic
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effect of essential oils on P. viticola; the resistance of essential oils to the rain; and the
curative and / or preventive effect of essential oils on grapevine downy mildew. For all the
experiments, we used the experimental randomized block design. All essential oils show
fungitoxic effect against P. viticola in concentrations from 0.5%, in the growth chamber,
when the spores were inoculated one or six hours after the oils application. The reduction in
the oil efficiency where observed when plants were inoculated after 12 and 24 hours after oils
application. The cinnamon and white thyme were the most efficient in the downy mildew
control when plants were inoculated 24 hours after oil application. The preventive treatment
was more effective in reducing the downy mildew severity. Moreover Mancozeb +
Metalaxyl-M fungicide, the cinnamon essential oil was more efficient in preventive control
and grapevine downy mildew. All evaluated essential oils prevented the mildew development
in the simulated rainfall absence, similar to the tested fungicide. Between the 10 and 30 mm
simulated rainfall no significant difference where observed, but all essential oils provided the
lowest control of grapevine mildew after 10 mm of rain. Under these conditions, the essential
oils of cinnamon and white thyme were the most effective in controlling the disease, but were
lower than the control provided by the fungicide.

Keywords: Alternative control. Simulated rainfall. Persistence. Curative effect. Preventive

effect. Mildew severity.

1 INTRODUCAO

O mildio ¢ considerado uma das principais doencas da videira no mundo
(SCHWANDER et al.,2012; ROUXEL et al., 2013). Esta doenca estd presente em grande
parte das regides produtoras, principalmente quando predominam condi¢des de temperaturas
amenas ¢ de alta umidade relativa do ar ao longo do ciclo vegetativo da cultura. Com as
condi¢des favoraveis e na auséncia de manejo adequado, o mildio pode destruir até¢ 70% da
area foliar da cultura durante o ciclo da cultura (AGRIOS, 2005).

Esta ¢ uma doenca de dificil controle, devido a sua natureza destrutiva, principalmente
quando a infeccdo ocorre nos estddios iniciais de desenvolvimento vegetativo. Em
decorréncia dos danos causados, este patogeno influencia diretamente na reducdo da
qualidade dos frutos e no desfolhamento precoce (ORLANDINI et al., 2002; GAVA et al.,
2004). A estratégia atual para o controle da doenca baseia-se na utilizagdo massiva de

agrotoxicos para garantir uma colheita com boa qualidade.
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Em regides produtoras do noroeste do Estado de Sdo Paulo, chegam a ser realizadas de
101 a 150 pulverizagdes por ciclo da cultura, as quais sdo feitas de forma preventiva e muitas
vezes sem necessidade, elevando os custos de producdo (COSTA et al., 2012). Desta forma, o
tratamento quimico intenso ndo sO acrescenta altos custos para a producao da uva, mas,
também, causa problemas ambientais que sdo incompativeis com as exigéncias modernas para
a agricultura sustentavel.

Novas ferramentas efetivas e economicamente viaveis para o controle de doengas
devem ser estudadas, visando a conservagao do meio ambiente ¢ a qualidade de vida dos
consumidores e trabalhadores, manejando doencas com uso de produtos ou substancias
naturais, objetivando aperfei¢oar a producdo de alimentos saudaveis de alta qualidade e menor
impacto ao meio ambiente, condi¢des em que os Oleos essenciais t€ém mais potencial
(KHALEDI et al., 2015).

Estes Oleos esséncias sdo metabolitos secundarios volateis, que se caracterizam por
serem misturas complexas de compostos organicos capazes de gerarem sabores e/ou aromas.
Alguns contém um componente majoritdrio em elevada concentracdo (EDRIS, 2007;
ANDRADE, 2010). Outro aspecto importante ¢ o fato de serem naturais e biodegradaveis,
além de, geralmente, apresentarem baixa toxicidade aos mamiferos (FIGUEIREDO et al.,
2008). Por isto, varios autores avaliaram a eficiéncia de 6leos essenciais no controle de
fitopatogenos (BANIHASHEMI; ABIVARDI, 2011; SILVA et al., 2012; KOCEVSKI et al.,
2013; MAHILRAJAN et al., 2014; KHALEDI et al., 2015), obtendo resultados promissores.

Visando contribuir para mais uma opg¢ao para o controle de doencas de plantas, este
trabalho teve como objetivo avaliar, em camara de crescimento, o efeito antifngico sobre o
mildio da videira de diversos 6leos essenciais, em compara¢ao com o fungicida mancozebe +
metalaxil-M, por meio dos seguintes aspectos: determinar a persisténcia da atividade
antifingica dos 6leos essenciais sobre P. viticola; determinar a resisténcia a chuva dos 6leos
essenciais; determinar o efeito curativo e/ou preventivo dos 6leos essenciais sobre o mildio da

videira.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo inicial

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de

Engenharia, UNESP - Universidade Estadual Paulista, Campus de Ilha Solteira. Com base em
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resultados de experimentos anteriores (FIALHO, 2012) foram selecionados os oleos
essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), eucalipto globulus (Eucalyptus
globulus Labill), manjerona (Origanum majorana L.), melaleuca (Melaleuca alternifolia
Cheel), menta piperita (Mentha piperita L.) e orégano (Origanum vulgare L.), obtidos das
folhas e o de tomilho branco (Thymus vulgaris L.), obtido das flores e folhas, os quais foram
adquiridos da Empresa Ferquima Ind. e Com. Ltda. (Vargem Grande Paulista-SP). Os 6leos
essenciais foram utilizados nas concentragoes de 0,5 ¢ 1% em relagdo ao volume total. Para o
tratamento testemunha foi utilizado apenas agua deionizada esterilizada.

Como controle quimico para comparagdo com os Oleos essenciais, conforme
recomendacdo do AGROFIT (2015), foi utilizado o produto comercial Ridomil Gold MZ, um
fungicida especifico para o controle do mildio, o qual ¢ constituido da mistura de mancozebe
+ metalaxil-M, correspondendo, respectivamente a 640 + 40 g i.a. kg™ do p.c. e recomendado
na dose de 2,5 g do p.c. L''de 4gua, o que corresponde, respectivamente, a 1,6 + 0,1 dos i.a. L
!, Para que houvesse mistura perfeita dos 6leos essenciais ou fungicida mais 4gua, eles foram
misturados com o detergente Tween 80 a 0,5%.

Para todos os experimentos foram utilizadas plantas de videira da variedade Nidgara
Branca, mantidas em vasos sob cdmara de crescimento. Foram selecionadas as plantas com
nimero e tamanho de folhas homogéneas, aos 45 dias ap6s a poda. Todos os produtos foram
aplicados com auxilio de um pulverizador manual e para a aplicagdo, os ramos de videira
foram envolvidos em um saco plastico transparente, para evitar a deriva.

Para a inoculacao de esporos em plantas de videira foram preparadas as suspensdes de
esporos de P. viticola. Folhas de videiras com sintomas de mildio foram coletadas e os
esporos transferidos, com o auxilio de um pincel, para um béquer contendo 10 mL de 4dgua
deionizada esterilizada. As suspensdes de esporos foram filtradas em gaze dupla e sua
concentragio foi ajustada para a concentragio de 2 x 10* esporos mL!.

Com o aparecimento dos primeiros sintomas, cinco dias apds a inoculagdo, avaliou-se
a severidade do mildio em oito folhas por planta, previamente identificadas. A severidade do
mildio foi determinada pela percentagem de area foliar lesionada, conforme escala
diagramatica (Figura 1) descrita por Azevedo (1997). No total, foram realizadas duas
avaliacdes com intervalos de 15 dias. Todas as plantas foram mantidas em camara de
crescimento por 20 dias.

Cada repeti¢ao foi constituida por uma planta sendo que nesta foram avaliadas oito
folhas, de modo que foram avaliadas 32 folhas por tratamento. Os dados da severidade foram

submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Skott-Knott, a 5% de
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probabilidade. Todas as andlises foram feitas com auxilio do programa estatistico R (R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

Figura 1. Escala diagramatica para avaliacdo da severidade do mildio e oidio da uva,
expressa pela percentagem da éarea foliar lesionada.

L
i Apap

2.2 Avaliacéo da persisténcia da atividade dos 6leos essenciais sobre o mildio da videira

Fonte: Azevedo (1997)

em camara de crescimento

Para determinar a persisténcia da atividade dos 6leos essenciais no controle do mildio
em plantas de videira, os Oleos essenciais, fungicida ou a agua deionizada foram aplicados
uma, seis, 12 ¢ 24 horas antes da inoculagdo com a suspensdo de esporos de P. viticola. Apos
cada periodo de aplicacdo dos 6leos, as plantas foram inoculadas com a suspensao de esporos,
com pulverizador manual até o ponto de escorrimento.

A sequéncia, as plantas foram mantidas em camara de crescimento, no escuro, por 24
horas a 20°C e umidade relativa de 98%, para proporcionar um microclima imido e favoravel
a infec¢do, segundo metodologia adaptada de Dagostin et al. (2010). Apds esse periodo
apenas o fotoperiodo foi alterado para 12 horas de luz.

Com o aparecimento dos primeiros sintomas do mildio foram realizadas duas
avaliagdes, ou seja, aos cinco ¢ aos 20 dias apds a inoculagdo de esporos. O delineamento
experimental adotado foi do tipo blocos casualizados, em arranjo fatorial 7 x 2 x 4 + 2 (6leos
essenciais x concentragdes x periodos de aplicagdo + testemunha + fungicida (tratamentos

adicionais)), com quatro repetigoes.
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2.3 Avaliacéo do efeito curativo e/ou preventivo dos 0leos essenciais sobre o mildio da

videira em camara de crescimento

Para a avaliacao do efeito preventivo dos produtos, as plantas foram pulverizadas com
20 mL dos Oleos essenciais, fungicida ou agua deionizada. Apos 24 horas, elas foram
inoculadas com 20 mL da suspensdo de esporos de P. viticola por planta. Em seguida, as
plantas foram mantidas em camara de crescimento, no escuro por 24 horas a 20°C e umidade
relativa de 98%. Apos esse periodo inicial, o fotoperiodo foi alterado para 12 horas de luz.

Para a avaliacdo do efeito curativo dos produtos, as plantas foram pulverizadas com a
suspensdo de esporos € mantidas em camara de crescimento, no escuro por 24 horas a 20°C e
umidade relativa de 98%. Apos 24horas da inoculagdo, as plantas foram transferidas para a
camara de crescimento, pulverizadas com 20 mL dos produtos em avaliacdo por planta e,
novamente, colocadas em camara de crescimento a 20 °C e 98 % de umidade relativa, com 12
horas de luz, para promover o desenvolvimento de P. viticola.

Para os dois experimentos, com o aparecimento dos primeiros sintomas do mildio,
foram realizadas duas avaliagdes, ou seja, aos cinco e aos 20 dias apds a inoculagdo de
esporos. O delineamento experimental adotado foi do tipo blocos casualizados, em arranjo
fatorial 7 x 2 x 2 + 2 (6leos essenciais x concentracdes x periodos de aplicagdo + testemunha

+ fungicida (tratamentos adicionais)), com quatro repeti¢des.

2.4 Avaliacao da resisténcia dos 6leos essenciais a chuva em camara de crescimento

Para a avaliagdo da resisténcia dos Oleos essenciais a chuva, as plantas foram
pulverizadas com os sete 6leos essenciais, fungicida ou agua deionizada para o tratamento
testemunha. Quatro horas apds a aplicacao dos produtos, estas foram expostas a 0, 10 e 30
mmh™! de chuva simulada, de acordo com a metodologia modificada de Zanatta et al. (2008).

A chuva simulada foi realizada utilizando um pulverizador costal com uma barra com
duas pontas, fixada a 1,2 m de solo, em camara de crescimento, protegida do vento e regulada
para produzir gotas semelhantes em tamanho de 0,3 a 2,5 mm. Foram utilizadas pontas do
tipo cone cheio 110-02 e 110-03, para simular 10 e 30 mmh™! de chuva, respectivamente. A
intensidade da chuva simulada (mmh™), i, foi medida pela relagdo entre a altura pluviométrica
(AP) e a duracdo da precipitagdo (At): i =AP/At.

Depois de receber a chuva simulada, as plantas foram deixadas secar por 4 horas e, em

seguida, inoculadas com a suspensdo de esporos. Apos a inoculacdo, as plantas foram
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acondicionadas em cdmara de crescimento no escuro por 24 horas a 20 °C e umidade relativa
de 98%. Com o aparecimento dos primeiros sintomas do mildio foram realizadas duas
avaliagdes, ou seja, aos cinco e aos 20 dias apos a inoculagdo de esporos.

O delineamento experimental adotado foi do tipo blocos casualizados, em arranjo
fatorial 7 x 2 x 3 + 2 (6leos essenciais x concentragdes x chuvas simuladas + testemunha +

fungicida (tratamentos adicionais)), com quatro repetigoes.

3 RESULTADOS

3.1 Efeito da persisténcia da atividade dos 06leos essenciais sobre o mildio da videira em

camara de crescimento

Levando em considerag@o a avaliagdo da incidéncia da doenga com base na presenga
de sintomas de mildio nas folhas de videira inoculadas, ndo foram observados sintomas em
nenhum dos tratamentos, apos as duas avaliagdes, para os Oleos aplicados uma e seis horas
antes da inoculagdo de esporos de P. viticola. Em relagdo a testemunha, todos os tratamentos
impediram o desenvolvimento da doenga, para os produtos aplicados 12 ou 24 horas antes da
inoculacdo de esporos, cinco ou 20 dias apos a inoculagdo de esporos (Tabela 1).

Foi constatado, por meio da andlise de varidncia, que houve efeito significativo
(p<0,01) com relacao a severidade do mildio da videira em camara de crescimento em fungao
da interagdo tratamentos X concentragdes, tratamentos x horas, bem como para os fatores
isoladamente, cinco e 20 dias ap6s a inoculagdo de esporos. A interagdo concentracdes x
horas foi significativa a 5% de probabilidade para cinco dias apds a inoculagdo de esporos,
mas nao para 20 dias ap6s a inoculacao. Para a interacdo tratamento x concentragdes X horas,
foi observado o inverso, ou seja, significancia a 5% de probabilidade para 20 dias apods a
inoculagdo e ndo para cinco dias apos a inoculagdo de esporos de P. viticola (Tabela 1).

Na primeira avaliagdo (cinco dias apds a inoculagdo) observaram-se sintomas de
mildio em todos os 0leos essenciais avaliados (Tabela 1). Neste mesmo periodo de avaliagao,
nao houve diferenca significativa entre os 0leos essenciais sobre a severidade do mildio, 12 ou
24 horas apods sua a aplicacdo. Apo6s 12 horas da aplicacdo dos Oleos essenciais para a
inoculacdo de esporos, os 6leos de canela e tomilho branco, nas concentracdes de 0,5 e 1%,
foram mais eficientes, com a severidade do mildio da videira de 9 e 7%, respectivamente, ndo

diferindo entre si e diferindo dos demais. Neste mesmo periodo de avaliacdo, os dleos de
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manjerona, melaleuca e menta piperita a 0,5%, foram menos eficientes, proporcionando

severidade de 16%, ndo diferindo entre si e diferindo dos demais dleos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de F ¢ percentagem de folhas de videira com sintomas de mildio por
tratamento. Plantas de videira pulverizadas com os 6leos essenciais e¢ inoculadas com a
suspensao de esporos de Plasmopara viticola, 12 ¢ 24 horas ap6s. A avaliagdo do mildio foi
realizada aos cinco e 20 dias apds a inoculacdo. Ilha Solteira/SP, 2014.

5 DAI* 20 DAI

Tratamentos (Trat.) 12 HAA? 24 HAA Média 12 HAA 24 HAA
------------------- Concentracdo 0,5%°%-------------—---—-
Canela 5 13 9 A(B) 7 Aa(B) 15 Ab(B)
Eucalipto globulus 6 19 13 C(B) 9 Ba(B) 22 Cb(B)
Manjerona 8 23 16 D(B) 11 Ca(B) 26 Db(B)
Melaleuca 9 23 16 D(B) 13 Da(B) 26 Db(B)
Menta piperita 9 23 16 D(B) 14 Da(B) 26 Db(B)
Orégano 6 16 11 B(A) 10 Ba(A) 18 Bb(A)
Tomilho branco 5 13 9 A(B) 7 Aa(A) 16 Ab(B)
Médias 7A 18 B 13 10 A 18 B
Concentracdo 1,0%

Canela 4 10 7 A(A) 6 Aa(A) 11 Ab(A)
Eucalipto globulus 5 15 10 B(A) 7 Aa(A) 18 Cb(A)
Manjerona 6 19 13 D(A) 9 Ba(A) 21 Db(A)
Melaleuca 5 18 11 C(A) 8 Ba(A) 21 Db(A)
Menta piperita 8 18 13 D(A) 11 Ca(A) 23 Db(A)
Orégano 6 16 11 C(A) 9 Ba(A) 19 Cb(A)
Tomilho branco 4 11 7 A(A) 6 Aa(A) 14 Bb(A)
Médias 5A 15B 10 9A 19B
Testemunha 22 24 23 26 26
manconzebe + metalxil-M 0 0,5 0,25 0 1
Valor de F
Trat. 101,13™ 122,07
Concentragdes 129,62 145,89™
Horas 2602,50" 222871
Trat.*Concentragdes 6,98 6,77
Trat.*Horas 25,92™ 21,03*
Concentragoes*Horas 10,89" 1,45
Trat.*Concentragdes*Horas 1,49 2,29"
Testemunha vs Fatorial 428,57 365,60
Fungicida vs Fatorial 452,66 573,617
CV (%) 9,21 8,04

M¢édias seguidas de mesma letra, para cada concentracao ou dia apos a inoculagdo, ndo diferem estatisticamente
entre si, minuscula na linha, maitscula na coluna e maitiscula dentro dos parénteses (comparando concentragdes)
pelo teste de Skott-Knott a 1% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade; *: significativo a 5% de
probabilidade; ™: ndo significativo a 5% de probabilidade. 'Dias apds a inoculagdo; *Horas apds a aplicagdo;
3Concentragdo expressa em % em relagdo ao volume do 6leo essencial.

Fonte: Do proprio autor
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Apenas para o 0leo essencial de orégano ndo houve diferenca significativa entre a as
concentragoes de 0,5 e 1% sobre a severidade do mildio. Para os 6leos essenciais avaliados, a
concentracdo de 1% foi significativamente mais eficiente sobre a severidade do mildio,
quando comparada com a concentracdo de 0,5% (Tabela 1).

Na segunda avaliag¢do, 20 dias da inoculag¢do de esporos, apds 12 horas da aplicagdo
dos 6leos essenciais para a inoculagdo de esporos, ressalta-se que os 6leos de canela, eucalipto
globulus e tomilho branco a 0,5 e 1% foram os mais eficientes sobre o mildio, que
proporcionaram severidade méaxima de 7%, ndo diferindo entre si e diferindo dos demais
(Tabela 1). Destacam-se os 6leos de melaleuca a 0,5% e o de menta piperita a 0,5 ¢ 1% como
os menos eficientes sobre o mildio da videira, apés 12 horas da sua aplicagao.

Na segunda avaliacdo, observa-se redugdo significativa na eficiéncia de todos os 0leos
essenciais sobre a severidade do mildio, ap6s 24 horas da sua aplicacdo. Nesta avaliagdo, os
oleos de canela e tomilho branco foram os mais eficientes a 0,5 € 1% e os menos eficientes
foram os de manjerona, melaleuca e menta piperita nas concentragdes de 0,5 e 1%, pois
proporcionaram severidade minima de 21%, ndo diferindo entre si e diferindo dos demais
Oleos. Para os 6leos essenciais de orégano apos 12 e 24 horas da aplicagdao dos produtos, ¢ de
tomilho branco apds 12 horas da aplicagdo dos produtos, ndo foram observadas diferengas
significativas entre as concentragdes de 0,5 e 1% sobre o mildio da videira (Tabela 1)

O fungicida foi mais eficiente que todos os 6leos essenciais, 12 e 24 horas apds a
aplicacdo dos produtos para a inoculagdo de esporos, apos a primeira ¢ a segunda avaliagao

dos sintomas de mildio.

3.2 Efeito curativo e/ou preventivo dos 0Oleos essenciais sobre o mildio da videira em

camara de crescimento

Em relagio a testemunha, observa-se que todos os tratamentos impediram o
desenvolvimento da doenca, para os produtos aplicados antes ou apds a inoculacdo de
esporos, cinco ou 20 dias apds a inoculacao de esporos (Tabela 2). Houve efeito significativo
(p<0,01) com relagdo a incidéncia do mildio da videira, em camara de crescimento, em
funcdo da interagcdo tratamento X concentragdo x efeito, bem como para os fatores
isoladamente, cinco e 20 dias apds a inoculagdo. A intera¢do tratamento X concentracdo €
tratamento x efeito foi significativa a 5% de probabilidade cinco e 20 dias apos a inoculagdo
de esporos de P. viticola. A interagdo concentragdo x efeito ndo foi significativa a 5% de

probabilidade cinco e 20 dias apds a inoculagdo.
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Tabela 2. Valores de F e severidade do mildio da videira sob o efeito preventivo e curativo de
sete 6leos essenciais, nas concentracdes de 0,5 e 1%, e um fungicida aplicado em folhas de
videira, antes e ap6s a inoculagao de Plasmopara viticola. Ilha Solteira/SP.

Tratamentos (Trat.) 5 DAI 20 DAI
Prev? Cura’® Prev Cura
------------------- Concentragéo 0,5%"
Canela 9 Aa(B) 14 Ab(A) 10 Aa(B) 16 Ab(A)
Eucalipto globulus 14 Ca(B) 18 Bb(A) 15 Ba(B) 20 Bb(A)
Manjerona 15 Ca(A) 19 Bb(A) 17 Ca(A) 22 Bb(A)
Melaleuca 20 Da(B) 22 Ca(A) 22 Da(B) 24 Ca(A)
Menta piperita 19 Da(B) 22 Ca(A) 21 Da(B) 24 Ca(A)
Orégano 16Ca(B) 21 Cb(B) 17 Ca(B) 23 Cb(B)
Tomilho branco 12 Ba(A) 14 Aa(A) 14 Ba(A) 16 Aa(A)
Media 15A 19 A 17 A 18 A
------------------- Concentracédo 1,0%
Canela 4 Aa(A) 11 Ab(A) 5 Aa(A) 13 Ab(A)
Eucalipto globulus 8 Ba(A) 20 Bb(A) 10 Ba(A) 22 Bb(A)
Manjerona 13Ca(A) 19 Bb(A) 15 Ca(A) 22 Bb(A)
Melaleuca 14 Ca(A) 21 Bb(A) 15 Ca(A) 23 Bb(A)
Menta piperita 11 Ca(A) 20 Bb(A) 13 Ca(A) 23 Bb(A)
Orégano 11 Ca(A) 13 Aa(A) 13 Ca(A) 15 Aa(A)
Tomilho branco 11 Ca(A) 14 Aa(A) 14 Ca(A) 16 Aa(A)
Média
Testemunha 20 23 22 26
manconzebe + metalxil-M 1 1 1 1
Valor de F
Trat. 37,44 37,69™
Concentragdo 60,87 57,09
Efeito 144,82™ 163,85
Trat.*Concentrac¢do 291" 3,39"
Trat. *Efeito 2,67 3,90"
Concentragao*Efeito 13,27 13,83 "™
Trat.*Concentragdo*Efeito 3,24™ 2,97
Testemunha vs Fatorial 31,64™ 34,67
Fungicida vs Fatorial 144,63" 188,08"
CV (%) 15,44 13,47

M¢édias seguidas de mesma letra, para cada concentracao ou dia apos a inoculagdo, ndo diferem estatisticamente
entre si, minuscula na linha, maiuscula na coluna e maiuscula dentro dos parénteses (comparando
concentragdes), pelo teste de Skott-Knott a 1% de probabilidade. **: significativo a 1% de probabilidade; *:
significativo a 5% de probabilidade; ns: ndo significativo a 5% de probabilidade. 'Dias ap6s a inoculagdo;’Efeito
preventivo; 3Efeito curativo; “Concentragdo expressa em % em relagdo ao volume do 6leo essencial

Fonte: Do préprio autor.

Na primeira avaliacdo dos sintomas do mildio, cinco dias ap6s a inoculagdao de
esporos, observou-se a severidade de 9 e 4% para o 6leo essencial de canela a 0,5 e 1%,

respectivamente, destacando-se como o 6leo essencial mais eficiente no controle preventivo



66

do mildio da videira. Os menos eficientes a 0,5% foram os 6leos essenciais de melaleuca e
menta piperita e a 1% os dleos essenciais de manjerona, melaleuca, menta piperita, orégano e
tomilho branco (Tabela 2).

Para o efeito curativo dos 6leos essenciais, na primeira avaliagdo os 6leos de canela e
tomilho branco foram mais eficientes, na concentracao de 0,5%, pois apresentaram severidade
maxima de 14% em folhas de videira. Na concentrag¢do de 1%, os oleos de canela, orégano e
tomilho branco foram os mais eficientes sobre a severidade do mildio, apresentando
severidade maxima de 14%, nao diferindo entre si ¢ diferindo dos demais. Como os menos
eficientes a 0,5% destacam-se os 6leos essenciais de melaleuca, menta piperita e orégano e a
1% os de eucalipto, manjerona, melaleuca e menta piperita (Tabela 2).

Na segunda avaliacdo dos sintomas do mildio, 20 dias ap6s a inoculagdo, a severidade
maxima foi de 10 e 5% para o d6leo de canela nas concentragdes 0,5 e 1%, respectivamente,
destacando-se o 6leo como o mais eficiente no controle preventivo do mildio da videira. Na
segunda avaliacdo para o efeito curativo dos 6leos essenciais, os mais eficientes sobre o
mildio foram os o6leos de canela e tomilho branco na concentracao 0,5%, apresentando
severidade méaxima de 16% em folhas de videira. Na concentragdo de 1%, os dleos essenciais
de canela, orégano e tomilho branco, foram os mais eficientes sobre a severidade do mildio,
apresentado severidade maxima de 16% (Tabela 2).

Para os 0leos essenciais de manjerona e tomilho branco, no tratamento preventivo nao
foram observadas diferencas significativas entre as concentragdes e a severidade do mildio da
videira, tanto apds a primeira como apds a segunda avaliagdo dos sintomas do mildio. No
tratamento curativo, apenas o 6leo essencial de orégano apresentou diferenca significativa
entre as concentragdes ¢ a severidade do mildio, apos as duas avaliagdes. O fungicida foi mais
eficiente no tratamento preventivo e curativo do que todos os 6leos essenciais avaliados, apds
cinco e 20 dias da inoculagdo de esporos de P. viticola (Tabela 2).

Entre o tratamento curativo e preventivo sobre a severidade do mildio, houve
diferenga significativa, apds as duas avaliagdes, para os Oleos essenciais de canela, eucalipto
globulus, manjerona e orégano na concentracao de 0,5% (Tabela 2). Na concentracdo de 1%,
apenas para os Oleos de orégano e tomilho branco ndo foram observados diferenca
significativa entre o tratamento preventivo e o curativo sobre o mildio da videira. Para todos
os Oleos essenciais, onde houve diferenca significativa entre os tratamentos, observa-se que,
quando aplicados antes da inoculagdo de esporos, estes foram mais eficientes sobre a

severidade do mildio.
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3.3 Resisténcia dos 0leos essenciais a chuva em camara de crescimento

Todos os o6leos essenciais avaliados impediram o desenvolvimento do mildio na
auséncia de chuva simulada, semelhantes ao fungicida testado. A chuva simulada afetou
negativamente o controle do mildio da videira e, apos 10 ou 30 mm de chuva simulada, todos

os 6leos essenciais avaliados perderam efeito sobre o controle da doenca (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de F e percentagem de folhas de videira com sintomas de mildio por
tratamento, sendo as plantas inoculadas com Plasmopara viticola, apos 10 e 30 mm de chuva
simulada. Ilha Solteira/SP, 2015.

Folhas de videira com sintomas de mildio (%0)

Tratamentos 5 DAIY 20 DAI
10 mm? 30 mm3 10 mm 30 mm
Canela 15A 18 A
Eucalipto globulus 19B 22B
Manjerona 22C 25C
Melaleuca 19B 22 B
Menta piperita 22C 27C
Orégano 18 B 21D
Tomilho branco 15A 18 A
Média 20 a 23b
Testemunha 24 28
manconzebe + metalxil-M 7 9
Valor de F
Tratamento 13,77 17,35™
Concentragio 5,85" 3,63
Chuva 21,94™ 22,33"
Tratamento*Concentracao 0,34™ 0,21™
Tratamento*Chuva 0,07 0,24
Concentragao*Chuva 0,58 0,01m
Tratamento*Concentracdo*Chuva 0,99 0,03
Testemunha vs Fatorial 29,86™ 13,63"
Fungicida vs Fatorial 32,09 66,64
CV (%) 18,00 14,26

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Skott-Knott a 1%
de probabilidade™ significativo a 1% de probabilidade; *: significativo a 5% de probabilidade; ns: ndo
significativo a 5% de probabilidade.

'Dias apds a inocula¢io; 2Chuva simulada de 10 mm; 3Chuva simulada de 30mm.

Fonte: Do proprio autor.

Em funcdo dos fatores tratamento e chuva simulada, houve efeito significativo
(p<0,01) sobre a incidéncia do mildio da videira, em camara de crescimento, cinco e 20 dias

apos a inoculacdo. O fator concentracdo foi significativo a 5% de probabilidade, apenas cinco
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dias ap6s a inoculacdo de esporos. As interacdes analisadas ndo foram significativas cinco e
20 dias ap06s a inoculagdo de esporos (Tabela 3).

Nas duas avaliagoes, cinco e 20 dias apds a inoculagdo de esporos, foram observadas
variacoes na intensidade da chuva apos a aplicagdo dos produtos, resultando na auséncia nao
teve influéncia sobre a eficiéncia dos 6leos essenciais no controle da doenga (Tabela 3).
Houve auséncia de diferenga significativa sobre a severidade do mildio ap6s a chuva simulada
para as concentragdes de 0,5 e 1% dos dleos essenciais.

ApoOs a primeira avaliagdo, cinco dias apds a inoculacao de esporos, os 6leos essenciais
mais eficientes apds a chuva simulada foram os de canela e tomilho branco, que exibiram
severidade média de 15%, ndo diferindo entre si e diferindo dos demais. Os Oleos de
manjerona € menta piperita, com severidade média de 22%, destacam-se como 0s menos
eficientes sobre o mildio da videira (Tabela 3).

Ap6s a segunda avaliagdo, 20 dias apos a inoculagdo de esporos, os 6leos essenciais de
canela e tomilho branco foram novamente os mais eficientes sobre o mildio da videira, apos a
chuva simulada. Estes apresentaram severidade média de 18%, ndo diferindo entre si e
diferindo dos demais Oleos essenciais. Os Oleos de manjerona € menta piperita com
severidade média de 25 e 27%, respectivamente, foram os menos eficientes sobre o mildio da

videira apos a chuva simulada.

4 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho indicam que os 6leos essenciais sdo produtos
promissores no controle do mildio da videira. Avaliando a persisténcia da atividade dos 6leos
sobre o mildio da videira, ressalta-se que todos os tratamentos avaliados impediram o
desenvolvimento da doenga apo6s duas avaliagdes, uma e seis horas apos a aplicagdo dos
produtos (Tabela 3). Os 6leos esséncia, possivelmente, formaram uma barreira & germinagao e
penetragdo do patdogeno na superficie das folhas. Dessa forma, ao ocorrer a inoculacdo, os
esporos do patdogeno entraram imediatamente em contato com os 0leos essenciais, 0s quais
acarretam na inibicdo ou, até mesmo, no retardo da germinagdo destes. Estes resultados
confirmam a eficiéncia dos oOleos essenciais na inibi¢do da germinagdo de esporos
encontrados em outros estudos realizados in vitro.

Apo6s 12 e 24 horas da aplicacdo dos produtos para a inoculagdo de esporos, em todos
os Oleos essenciais avaliados foram constatados sintomas de mildio em folhas de videira

(Tabela 1). Apos as duas avaliacdes, 12 e 24 horas apds a aplicagdo dos produtos para a
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inoculacdo, os 6leos de canela e tomilho branco mostraram maior eficiéncia no controle do
mildio da videira, proporcionando severidade média maxima de 16% (Tabela 1).

Na segunda avaliacdo, apos 24 horas da aplicagao dos produtos para a inoculagdo, a
eficiéncia na reducao na severidade do mildio foi significativa para todos os 6leos essenciais
estudados. A volatilizacdo dos compostos volateis dos 6leos essenciais pode favorecer o
desenvolvimento do mildio, uma vez que o patdgeno necessita apenas de temperaturas entre
18 e 25°C e agua livre nos tecidos, por um periodo minimo de 2 horas, para que ocorra a
infec¢do, podendo completar seu ciclo em quatro dias (AMORIM; KUNIY UKI, 2005).

Avaliando 6leos essenciais sobre ferrugem asidtica da soja, Silva et al. (2012) também
verificaram que o efeito protetor dos 6leos essenciais diminuia a medida que aumentava o
intervalo entre as pulverizacdes dos oleos e a inoculagdo do patdégeno. De acordo com
Vidhyasekaran (2004), a reducdo no efeito protetor dos 6leos essenciais pode ser resultado da
volatilizacdo de compostos do 6leo ou mesmo sua degradacdo pela luz, oxigénio ou
temperatura, reduzindo ou até anulando a capacidade de agdo do dleo essencial. Além do
mais, os Oleos e os extratos vegetais sdao menos estaveis se usados por pulverizagdes e
aplicacdes mais frequentes sdo necessarias para obter-se um manejo eficiente (SOUZA;
SCHURT, 2013).

Analisando a interacdo entre as duas épocas de aplicacdo dos dleos essenciais, 0
tratamento preventivo apresentou mais eficiéncia no controle da doenca (Tabela 2). Lucas
(2012) constatou que os 6leos essenciais foram promissores na reducao da severidade da pinta
preta do tomateiro. Ainda de acordo com o autor, os 6leos de canela, eucalipto, melaleuca e
tomilho branco foram mais eficientes quando aplicados antes da inoculagido de A.solani.

Sarmento-Brum et al. (2013) avaliaram a fungitoxicidade in vivo dos dleos essenciais
de capim-limédo, citronela, erva-cidreira ¢ menta-piperita sobre o fungo Colletotrichum
graminicola e, também, concluiram que o efeito preventivo dos 6leos sobre a antracnose do
sorgo foi mais eficiente que o curativo.

Na primeira avaliag¢@o, cinco dias apos a inoculagdo de esporos, a maior severidade
observada foi de 9%, constatada para o 6leo essencial de canela, se mostrando como o mais
eficiente no controle preventivo do mildio da videira. Resultado semelhante foi encontrado
por Bitu (2014) que avaliou o potencial do 6leo essencial de canela nos controles preventivo e
curativo da mancha alvo em condi¢des de pds-colheita na cultura do mamoeiro causada pelo
fungo Corynepora cassicola. O autor concluiu que em pos-colheita o tratamento preventivo
foi mais eficiente que o tratamento curativo reduzindo o diametro das lesdes nos tratamentos e

apresentando percentual de inibi¢do do crescimento de 82 a 91 % do didmetro das lesdes.
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Para o efeito curativo dos Oleos essenciais, apds a segunda avaliagdo, os mais
eficientes foram os 6leos de canela, orégano e tomilho branco, que apresentaram severidade
maxima de 14% (Tabela 2). Constata-se, na segunda avaliagdo, severidade méxima de 10%
para o oleo de canela, sendo o 6leo essencial mais eficiente no controle preventivo do mildio
da videira. Para o efeito curativo dos o6leos, os 6leos de canela, orégano e tomilho branco,
foram os mais eficientes, pois apresentaram severidade maxima de 16% em folhas de videira.

Os Oleos essenciais avaliados foram eficientes no controle do mildio da videira na
auséncia de chuva simulada, proporcionando controle de 100%, semelhante ao fungicida
testado. A chuva simulada afetou negativamente o controle do mildio da videira e, ap6s 10
mm de chuva simulada, todos os 6leos essenciais avaliados perderam seu efeito sobre o
controle do mildio da videira (Tabela 3).

Nao houve diferenca significativa entre as concentragcdoes de 0,5 e¢ 1% dos o6leos
essenciais sobre a severidade do mildio apds a chuva simulada de 10 e 30 mm. Apds cinco e
20 dias da inoculag¢do de esporos, os Oleos essenciais mais eficientes apds a chuva simulada
foram os oleos de canela e tomilho branco, que apresentaram severidade média maxima de
18% (Tabela 3). De acordo com os resultados encontrados, os 6leos essenciais avaliados
possuem baixa persisténcia apds 10 ou 30 mm de chuvas.

Avaliando o efeito do 6leo essencial de canela sobre a sarna da maga, causada por
Venturia inaequalis, Nagy et al. (2014) encontraram uma redugdo na eficiéncia do 6leo de 92
para 65% no controle da doenca, apds a chuva simulada de 5 mm. Dagostin et al. (2010)
relataram redugdo na eficiéncia do extrato de salvia sobre P. viticola, ap6s chuva simulada de
10 mm em camara de crescimento.

Os o6leos essenciais de canela e de tomilho branco foram os mais eficientes no controle
do mildio da videira em camara de crescimento. Poucos trabalhos podem ser encontrados
mostrando o efeito destes O0leos essenciais sobre fitopatdgenos em plantas. Abreu (20006),
testando Oleos de canela, eucalipto, melaleuca e menta piperita, comprovou o efeito destes no
controle de A. solani, tanto em condigdes in vitro como em condigdes de campo. Medice et al.
(2007) constataram que o Oleo essencial de tomilho branco na concentracao de 0,3%, reduziu
a severidade da ferrugem da soja nas trés avaliagdes realizadas.

Pereira et al. (2011) selecionou os 6leos essenciais de canela e tomilho branco como os
mais eficientes sobre a cercosporiose do cafeeiro. Lucas (2012) avaliou a eficiente dos 6leos
essenciais de canela, eucalipto, melaleuca e tomilho branco sobre a pinta preta do tomateiro e
concluiu que todos os Oleos essenciais reduziram a severidade da doencga. Ribeiro (2013),

buscando 6leos essenciais com efeitos no controle do oidio do pimentdo, destacou o 6leo de
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canela e tomilho branco como promissores no controle da doenga. Bitu (2014) observou
controle parcial do dleo essencial de canela sobre a doenga mancha-alvo em plantas jovens do

mamoeiro em camara de crescimento.

5 CONCLUSOES

e Os Oleos essenciais de canela e tomilho branco sdo os mais eficientes no controle do
mildio em plantas de videira inoculadas até 24 horas ap6s a aplicacdo dos oleos.

e Os 0dleos essenciais possuem maior efeito preventivo sobre o mildio.

e O oleo essencial de canela e tomilho branco sdo os mais eficientes no controle preventivo
do mildio da videira.

e A ocorréncia de chuva afeta negativamente a eficiéncia dos 6leos essenciais no controle
da doenga, porém apos 10 e 30 mm de chuva simulada, os 6leos de canela e tomilho
branco foram os mais eficientes.

e Os 6leos de canela e tomilho merecem mais estudos, pois se mostram promissores para o
manejo do mildio da videira. O principal desafio para um proximo estudo ¢ buscar a
estabilidade destes 6leos essenciais.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir do final da década de 1980, a vitivinicultura no Brasil tem evoluido de
maneira significativa. Embora o pais ainda ndo possa ser considerado um produtor em escala
mundial, a produ¢do e a qualidade dos produtos t€ém aumentado consideravelmente nos
ultimos anos. A cultura estd presente em todo o territério nacional, com destaque para o Rio
Grande do Sul, Pernambuco e Bahia, Sdo Paulo e Parana, se mostrando uma alternativa de
geracdo de renda e de melhoria da qualidade de vida principalmente para os pequenos
produtores rurais.

Sabe-se que ¢ crescente a exigéncia, em todos os setores agricolas, por produtos de
qualidade, produzidos a partir de sistemas que visam uma maior prote¢do do meio ambiente e
dos recursos naturais e a reducdo do uso de agroquimicos. Neste contexto, destacam-se os
Oleos essenciais como uma alternativa viavel para o controle de doengas de plantas.

Os dados obtidos nesse trabalho mostram resultados promissores dos 6leos essenciais
de canela, eucalipto globulus e tomilho branco sobre o patdogeno Plasmopara viticola.
Ressaltam-se os resultados semelhantes observados in vitro e in vivo, onde foi constatada para
todos os dleos essenciais e em todos os experimentos realizados, uma relagdo positiva entre a
concentracdo dos 6leos essenciais e o controle do mildio, sendo possivel observar um maior
controle do mildio a medida que a concentragdo do dleo essencial ¢ aumentada. Verificou-se,
porém, que na medida em que aumenta o periodo de incubag¢do ou o intervalo entre a
aplicacdo dos produtos e a inoculagdo de esporos, ha uma redugao no controle do mildio para
todos os 6leos essenciais testados.

Este estudo aponta que os dleos essenciais podem se constituir em mais uma opcao
para o controle do mildio da videira, porém merecem mais estudos, principalmente no que diz

respeito a estabilidade quimica e o custo/beneficio da utilizagao destes produtos.
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