AV

A
AV#X#‘ UNIVEBSIDADE ESTADUAL PAULISTA ) F C A
u nes ‘JULIO DE MESQUITA FILHO” N\
Campus de Botucatu FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS

UNESP | BOTUCATU

LUANA DE CARVALHO CATELAN

POTENCIAL DE OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA E ANTAGONISTAS
NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA VISANDO O CONTROLE DE

Colletotrichum truncatum

Botucatu
2025






LUANA DE CARVALHO CATELAN

POTENCIAL DE OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA E ANTAGONISTAS
NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE SOJA VISANDO O CONTROLE DE

Colletotrichum truncatum

Tese apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da Unesp
Campus de Botucatu, para obtencédo do
titulo de Doutor em Agronomia
(Protecao de Plantas).

Orientadora: Prof2 Dr2 Adriana Zanin
Kronka

Botucatu
2025



Catelan, Luana de Carvalho
C358p Potencial de dleo essencial de cravo-da-india e antagonistas
no tratamento de sementes de soja visando o controle de
Colletotrichum truncatum / Luana de Carvalho Catelan. --
Botucatu, 2025
72 p.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Botucatu
Orientadora: Adriana Zanin Kronka

1. Protegédo de plantas. 2. Patologia de sementes. 3.
Controle alternativo. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos
pelo autor(a).




&y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ) FC

ay
'..I.\"\l.-[\-tg.{ﬂl'l';ﬁ\-u\-— ST

Campus de Botucatu

CERTIFICADO DE APROVAGCAO

TITULO DA TESE:

POTENCIAL DE OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA E ANTAGONISTAS NO TRATAMENTO
DE SEMENTES DE SOJA VISANDO O CONTROLE DE Colletotrichum truncatum

AUTORA: LUANA DE CARVALHO CATELAN

ORIENTADORA: ADRIANA ZANIN KRONKA

Aprovada comao parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em Agronomia (Protecéo de
Plantas), pela Comisséo Examinadora:

-,

Professora Doutora ADRIANA ZANIN KRONKA, (Participagao Presencial) f: ’." )
Departamento de Protecio Vegetal / Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu - Unesp ‘\t’j)‘:ﬂw

Professora Doutora RITA DE CASSIA PANIZZI (Participagao Virtual) J A0 i
Departamento de Fitossanidade / Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal - Unesp 14 -@gﬁm‘i‘&-—

Professora Doutora ANA PAULA DE OLIVEIRA AMARAL MELLO (Participagac Virtual) | <7 |
Departamento de Desenvolvimento Rural / Ufscar - Centro de Ciéncias Agrarias Pl I enKa ——

MMF]TF Ct'ﬂm\;

L]
Professor Doutor MATHEUS APARECIDO PEREIRA CIPRIANO (Participagao Presencial)
Departamento de Protecio Vegetal / Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu - Unesp

Professora Doutora PAULA LEITE DOS SANTOS (Participagao Presencial) Qa»& DEQT'I*E o5 6&%05
do Departamento de Protegdo Vegetal / Faculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu - Unesp

Botucatu, 23 de junho de 2025

Faculdade de Cigncias Agrondmicas - CAmpus de Betucatu -
Ayenida Uiniversitaria, | 378D, 18810034
hittp ftwerw. foa unesp brCMPJ. 46,031,801 B0021-TE.






AGRADECIMENTOS
A Deus pelo dom da vida e por me permitir realizar mais um sonho.

Aos meus pais Mauricio e Gilmara, por acreditarem em mim e por apoiarem todos
0s meus sonhos. Vocés sdo meu alicerce e tudo o que sou é reflexo do amor e
dedicacao de vocés. Obrigada por tudo!

A minha orientadora Prof.2 Dr.2 Adriana Zanin Kronka pelos ensinamentos,
disponibilidade, paciéncia e compreensdo. Sua orientacao foi essencial ao meu
crescimento pessoal e profissional. Sou grata por ter tido a oportunidade de
aprender com voceé.

As minhas amigas Alana Emanoele, Camile Dutra e amigo Marcos Pedroza, pela
parceria e amizade dentro e fora do laboratério. Eu ndo teria conseguido sem a
ajuda de vocés, muito obrigada!

A Prof2 Dr.2 Maria Marcia Pereira Sartori, pela colaboracdo na resolucédo e
interpretacéo da estatistica.

Aos funcionarios da FCA/UNESP e toda equipe do laboratério de patologia de
sementes que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo desse
trabalho.

Aos funcionarios da Biblioteca Lageado, em especial ao Messias, pela
colaboracédo na formatacao da Tese.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil - CAPES — Cddigo de financiamento 001.






RESUMO

A soja (Glycine max), uma das commodities de maior importancia no Brasil e no
mundo, € acometida por fitopatdgenos que afetam a produtividade e causam
prejuizos aos produtores. O fungo Colletotrichum truncatum, agente causal da
antracnose, afeta a cultura em diferentes estadios fenoldgicos, prejudicando o
desenvolvimento da planta e o rendimento da lavoura. O tratamento quimico de
sementes é prética rotineira na cultura, para diminuir e/ou controlar os danos.
Atualmente, hd uma busca por moléculas naturais que reduzam 0S prejuizos
causados por produtos quimicos ao ambiente e aos seres humanos, sendo o
tratamento com produtos alternativos, como Oleos essenciais, uma o0pc¢ao
promissora. Dessa forma, os objetivos do presente trabalho foram: investigar a
acao in vitro do 6leo essencial (OE) de cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
sobre C. truncatum; estabelecer uma técnica apropriada para o tratamento de
sementes de soja com este OE visando o controle deste patdgeno; verificar a
acao antagonica in vitro de Trichoderma harzianum e Clonostachys rosea sobre o
patdgeno; e avaliar a integracdo do OE com estes antagonistas como estratégia
de manejo do C. truncatum. Foi avaliada a atividade antifungica in vitro do OE de
cravo-da-india, nas concentra¢des 0,05; 0,10; 0,15 e 0,20%, sobre o crescimento
do patégeno. O OE inibiu o crescimento fangico a partir da concentracdo 0,10%.
Em seguida, visando definir a melhor técnica de aplicacdo, sementes inoculadas
com o patégeno foram tratadas com o OE a 0,10% por meio de imersdo e
aspersao, sendo a testemunha constituida por sementes inoculadas néo tratadas.
Foram avaliadas as qualidades sanitéria e fisiolégica das sementes. Para ambas
as técnicas, a germinacdo das sementes ndo foi afetada. Houve reducéo
significativa na incidéncia do fungo, com a técnica de aspersao por 2 e 3 minutos
e com imersédo por 6 a 9 minutos. Assim, a técnica selecionada foi a de asperséo
na concentracdo de 0,10%. A acdo antagonica in vitro de T. harzianum e C. rosea
sobre C. truncatum foi avaliada pela técnica de confronto direto. Os dois
antagonistas inibiram significativamente o patégeno. As sementes foram entéo
tratadas com o OE e com antagonistas, isolados e integrados, sendo o0s
tratamentos assim caracterizados: testemunha (inoculada com o patégeno); OE
de cravo-da-india; OE de cravo-da-india + Trichoderma harzianum; OE de cravo-
da-india + Clonostachys rosea; T. harzianum; C. rosea; e fungicida. Foram
avaliadas as qualidades sanitaria e fisioldgica das sementes. Os tratamentos com
T. harzianum, isolado e integrado com OE, resultaram em menor vigor e
germinacao, em relacéo aos demais. Houve reducao significativa na incidéncia do
fungo nas sementes, com excec¢do do tratamento com OE isolado, que também
nao diferiu da testemunha. Assim, pode-se concluir que o OE de cravo-da-india
inibe, in vitro, o crescimento de C. truncatum; O tratamento por aspersao a 0,10%
com OE de cravo-da-india controla o fungo C. truncatum em sementes de soja,
sem prejudicar o vigor e germinagdo das mesmas; Os antagonistas T. harzianum
e C. rosea controlam o patdgeno in vitro; A integracdo do 6leo essencial com os
antagonistas reduz a incidéncia do fungo nas sementes de soja, sendo alternativa
promissora ao tratamento quimico de sementes.

Palavras-chave: tratamento alternativo; Syzygium aromaticum; Trichoderma
harzianum; Clonostachys rosea; Glycine max.






ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is one of the most important commodities in Brazil and
worldwide. This crop is affected by phytopathogens that reduce its productivity and
cause economic losses to producers. Fungus Colletotrichum truncatum, the causal
agent of anthracnose, can infect this crop at different phenological stages,
impairing plant development and yield. Chemical seed treatment is a common
practice in soybean cultivation aiming to reduce and, or to control the damages.
Currently, there is an increasing demand for natural molecules that minimize the
negative impacts of chemical products on the environment and human health. In
this sense, alternative treatments, employing essential oils, represent a promising
option. The objectives of the present study were: to investigate the in vitro activity
of clove (Syzygium aromaticum) essential oil (EO) against C. truncatum, to
establish an appropriate technique for soybean seeds treatment with this EO
aiming the pathogen control, to assess the in vitro antagonistic activity of
Trichoderma harzianum and Clonostachys rosea against the pathogen, and to
evaluate the integration of the EO with these antagonists as a management
strategy for C. truncatum. The in vitro antifungal activity of clove EO at
concentrations of 0.05%, 0.10%, 0.15%, and 0.20% against pathogen growth was
evaluated. The EO inhibited pathogen development from a concentration of
0.10%. Subsequently, in order to determine the most effective application method,
seeds inoculated with the pathogen were treated with 0.10% EO via immersion or
spraying. The control treatment consisted of inoculated, untreated seeds. Seed
health and physiological quality were assessed. Germination was not affected by
either application method. Significant reduction in fungal incidence was observed
by spraying the seeds for 2 and 3 minutes and by immersing them for 6 to 9
minutes. Therefore, spraying at 0.10% EO was selected as the optimal technique.
The in vitro antagonistic action of T. harzianum and C. rosea on C. truncatum was
evaluated by the direct confrontation technique. Both antagonists significantly
inhibited the pathogen growth. Seeds were then treated with EO and with the
antagonists, both individually and in combination. The treatments tested were:
control (inoculated, untreated seeds), clove EO, clove EO + T. harzianum, clove
EO + C. rosea,T. harzianum, C. rosea and fungicide. Seed health and
physiological quality were also evaluated. Seed treatment with T. harzianum,
either alone or combined with EO, resulted in lower vigor and germination
compared with the other treatments. Fungal incidence in seeds was significantly
reduced in all treatments, except for EO alone, which did not differ from the
control. In conclusion, clove EO inhibits C. truncatum in vitro; spraying soybean
seeds with 0.10% clove EO controls C. truncatum and doesn’t harm vigor or
germination; the antagonists T. harzianum and C. rosea suppress the pathogen in
vitro; and the integration of EO with these antagonists reduces fungal incidence in
soybean seeds, representing a promising alternative to chemical seed treatment.

Keywords: alternative treatment; Syzygium aromaticum; Trichoderma harzianum;
Clonostachys rosea; Glycine max.
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1 INTRODUCAO

A soja apresenta extrema importancia mundial, sendo uma das culturas mais
cultivadas, devido ao seu potencial produtivo e rentabilidade econémica. Constitui-se
em matéria prima para diversos setores agropecuarios, como na producédo do oleo
vegetal, o mais consumido pelos brasileiros, e na fabricagdo de racdo para
alimentacdo animal, por conter alto teor de proteina.

Diversos fatores podem reduzir a produtividade da cultura, dentre os quais
estdo as doencas fungicas, como a antracnose, que pode ocorrer em qualquer fase
do ciclo acarretando em necrose dos tecidos, interferindo no desenvolvimento da
cultura, podendo até causar a morte de plantulas. O agente causal da doenca,
Colletotrichum truncatum, pode infectar as sementes, prejudicando a germinacao e o
desenvolvimento de plantulas.

O controle quimico dos fitopatbgenos é uma técnica eficiente, com
resultados rapidos. Porém, o uso exagerado de produtos sintéticos vem causando
diversos problemas, como a resisténcia de fungos a alguns principios ativos e o
efeito residual, interferindo na microbiota do solo. Dessa forma, é crescente a busca
por técnicas alternativas de manejo eficiente dos fitopatbgenos associados as
sementes, sendo o controle biolégico e o controle por meio de produtos naturais,
como os 6leos essenciais, uma opcéo diferente dos produtos quimicos.

Devido as suas caracteristicas aromaticas, o0s Oleos essenciais eram
comumente utilizados como repelentes a insetos e pragas. Atualmente, estuda-se o
efeito dos mesmos no controle de fitopatbgenos por meio do tratamento de
sementes e aplicagcdo nas plantas. Entretanto a escassez de informagdes dificulta a
padronizacdo das técnicas de aplicacdo, doses e seu uso combinado com agentes
de controle, como antagonistas e compostos quimicos.

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram: investigar a agao in
vitro do oOleo essencial (OE) de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) sobre C.
truncatum; estabelecer uma técnica apropriada para o tratamento de sementes de
soja com este OE visando o controle deste patdgeno; verificar a agdo antagbnica in
vitro de Trichoderma harzianum e Clonostachys rosea sobre o patdégeno; e avaliar a
integracdo do OE com estes antagonistas como estratégia de manejo do C.

truncatum.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais da cultura da soja

A soja (Glycine max) € uma das espécies de destaque dentre as
leguminosas, sendo uma das principais culturas da producdo agricola mundial e
brasileira, devido ao seu potencial produtivo e valor nutritivo, que a torna
indispensavel para diversos setores econdmicos (Fontes, 2019). A temperatura ideal
para seu desenvolvimento esta entre 20 °C e 30 °C uma vez que regides que
apresentam temperaturas abaixo de 10 °C e acima de 40 °C s&o improprias para seu
cultivo, pois ocasionam prejuizos a cultura, que sdo agravados com a ocorréncia da
escassez hidrica. A cultura € também exigente em agua, necessitando em média de
700 mm bem distribuidos no decorrer do ciclo, para que apresente bom
desempenho (Seixas et al., 2020). Além disso, a soja € sensivel ao fotoperiodo,
sendo esta uma caracteristica variavel entre as cultivares que determinard o
fotoperiodo critico, acima do qual o florescimento é atrasado. Dessa forma, o grau
de resposta ao estimulo fotoperiddico irA determinar a area de adaptacdo das
diferentes cultivares (Purcell, Salmeron e Ashlock, 2014).

E uma herbacea anual que apresenta variabilidade quanto as suas
caracteristicas morfologicas, possui ciclo de desenvolvimento dividido em fases
vegetativa e reprodutiva podendo este variar entre 75 e 200 dias, dependendo da
cultivar. Possui raiz pivotante e caule constituido de nos e entrenés. No decorrer do
desenvolvimento, a planta de soja apresenta trés tipos de folhas, sendo elas
cotiledonares, unifoliadas e trifoliadas. As flores podem ser brancas ou roxas e a
vagem apresenta de cinco a trés sementes, dependendo da cultivar (Nogueira et al.,
2009).

Considerada uma cultura de importancia mundial, os grédos de soja sé&o
utilizados por agroindustrias, principalmente na producdo de Oleo vegetal e de
racdes para alimentacdo animal, por serem considerados uma boa alternativa que
contém proteina de alta qualidade. Além disso, é utilizada pela industria quimica e
de alimentos humanos, e vem crescendo seu uso como fonte alternativa de
biocombustivel (Gouveia et al., 2020). Por ter um mercado consolidado a cultura da
soja apresenta alta liquidez, o que a torna economicamente relevante (Vieira Filho,
2024).
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A disponibilizacdo de tecnologias ao setor produtivo, como o
desenvolvimento de cultivares adaptadas a diferentes regibes, a utilizacdo de
manejo cultural adequado e o manejo de pragas e doencgas, Sao 0S principais
responsaveis pelo crescimento da cultura da soja (Freitas, 2011). Entretanto, a soja
dispbe de elevado custo de producdo, principalmente quanto ao manejo
fitossanitario, o que representa um impacto financeiro significativo (Vieira Filho,
2024).

No Brasil, a 4rea de cultivo da oleaginosa na safra 2024/25 foi de 47,6
milhdes de hectares, 3% a mais do que na safra anterior. Até o momento foi
realizada a colheita de 81,4% da area cultivada e estima-se uma producdo de
167.869,8 milhdes de toneladas, com incremento de 13,6% em relacdo a safra
2023/24 e de 7,8% em relacdo a safra recorde de 2022/23, sendo assim a maior
producdo de soja ja alcancada na historia do pais. O estado do Mato Grosso € o
maior produtor do Brasil e, até o momento, foi registrada uma producdo de
aproximadamente 50 milhdes de toneladas (Conab, 2025).

A produtividade da cultura da soja é fortemente limitada pela incidéncia de
doencas causadas por fitopatdgenos, como fungos, bactérias, virus e nematoides,
cuja ocorréncia varia conforme as condicfes climaticas de cada ano agricola (Silva,
2019). A severidade dos danos depende da interacdo entre a presenca de
hospedeiros suscetiveis, condicbes climaticas favoraveis e a presenca dos
patégenos, sendo estes favorecidos por praticas de manejo inadequadas (Politoski,
2016). Atualmente, ja foram identificadas mais de 40 doencas que acometem a
cultura da soja no Brasil, nUmero que segue em expansdo devido a ampliacdo da
area cultivada e a introducdo de novos patdgenos nas regides produtoras (Godoy et
al., 2014). Entre os principais fitopatégenos que atacam a soja, estdo Phakopsora
pachyrhizi (Ferrugem asiatica), Cercospora kikuchii (crestamento foliar),
Colletotrichum truncatum (antracnose), Sclerotinia sclerotiorum (mofo branco) e

Macrophomina phaseolina (mancha carvéo) (Grigolli, 2015; Kraemer, 2022).

2.2 Antracnose (Colletotrichum truncatum)

A antracnose, cujo agente causal € o fungo Colletotrichum truncatum, é uma
das principais doencas da cultura da soja que ocorre em todas as areas de cultivo
do mundo e pode resultar em perdas significativas tanto em termos de qualidade

guanto quantidade de producéao (Reis, Pinto e Lima, 2023).
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Essa doenca afeta todos os estadios fenoldgicos da planta, e os sintomas
podem ser observados visualmente desde as fases iniciais de desenvolvimento da
planta, manifestados na forma de lesGes nos cotilédones, na haste e nos ramos, 0s
quais ficam tomados por pontuac¢des escuras (acérvulos) ap6s secarem (Nechet et
al.,, 2018). No periodo reprodutivo, observam-se o0 apodrecimento e queda de
vagens, abertura de vagens imaturas e germinacdo precoce de gréos (Henning,
2005). Nas sementes, os sintomas apresentam-se como manchas deprimidas de
coloracdo castanha-escura. Sementes infectadas podem n&o germinar ou gerar
plantulas com sintomas de necrose nos cotilédones, ocasionando o tombamento das
mesmas (Henning et al., 2014).

O patdgeno caracteriza-se pela formacédo de acérvulos escuros, com formato
oval alongado, apresentando grande quantidade de setas. Possuem conidios
unicelulares e curvos, com conidiéforos no interior dos acérvulos. Apresenta micélio
hialino, septado e ramificado, e apressérios em abundéancia (Carvalho, 2009; Hyde
et al.,, 2009). O desenvolvimento do patdgeno € favorecido por elevadas
precipitacdes e altas temperaturas, entre 25 e 30 °C, e umidade relativa do ar em
torno de 80%, porém, o excesso de plantas no cultivo, monocultivo, uso de
sementes infestadas, deficiéncias nutricionais e infestacfes por percevejos também
podem contribuir para o aparecimento do fungo (Dias, Pinheiro e Café-Filho, 2016).
No Brasil, a maior incidéncia e severidade da doenca ocorre na regido do Cerrado,
devido as condicdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento do patégeno (Seixas
et al., 2020). Sob condi¢cBes favoraveis o patdgeno pode causar perdas de até 100%
da produtividade, reducdo do estande de plantas e da qualidade das sementes
produzidas. Além disso, sobrevive em restos culturais permanecendo no solo de
uma safra para a outra (Oliveira et al., 2021).

O inicio do ciclo da doenca se da por meio da infeccdo, quando as hifas
penetram nos tecidos das sementes, haste e peciolo, formando pequenas lesdes
nos cotilédones. Conforme ocorre o aumento da severidade da doencga, as plantulas
séo atingidas, resultando na morte das mesmas. Além disso, o fitopatégeno pode se
estabelecer em mudas infectadas de forma latente, sem o desenvolvimento aparente
de sintomas, até que as plantas sejam submetidas a condigbes favoraveis ao
desenvolvimento do fungo (Chattopadhyay, Kolte e Waliyar, 2015).

Embora o fungo possa estar presente em outras plantas hospedeiras, as

principais fontes de indculo sédo restos culturais e sementes infectadas (Godoy et al.,
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2016). O patdogeno pode associar-se as sementes, alojando-se no interior destas ou
aderindo-se a sua superficie, e assim disseminado de forma passiva a grandes
distancias, pelo transporte das sementes (Machado e Cassetari Neto, 2012). A
curtas distancias, a disseminacdo pode ocorrer através de respingos de agua e
trafego de implementos agricolas na éarea de cultivo (Souza, 2009). E importante
ressaltar que dependendo do clima do local, ha a possibilidade de o fungo
permanecer em estado latente no interior do tecido cortical da planta, nao
expressando sintomas até o final do ciclo (Chattopadhyay, Kolte e Waliyar, 2015).

As principais medidas de controle do C. truncatum sdo a utilizacdo de
rotacdo de culturas, tratamento de sementes, controle quimico, controle biologico,
adequacao da populacdo de plantas e manejo adequado do solo (Silva Junior e
Behlau, 2018), sendo estas utilizadas em conjunto a fim de impedir a entrada do
patdbgeno na area ou reduzir a quantidade de inOculo ja existente, minimizando
possiveis danos (Dias, 2014). A utilizacdo de cultivares resistentes € uma medida de
controle eficiente e economicamente viavel, todavia pouco se sabe sobre cultivares
de soja com resisténcia ao C. truncatum. Devido a alta variabilidade genética do
patdgeno, ampla gama de hospedeiros e facilidade de disseminacéo via sementes,
ha uma dificuldade quanto ao desenvolvimento e preservacdo de genotipos

resistentes (Marcelino, 2019).

2.3 Qualidade fisioldgica e sanitaria de sementes

O uso de sementes de alta qualidade € o principal responséavel pelo sucesso
da producdo agricola e esta é composta por um conjunto de atributos fisicos,
genéticos, fisioldgicos e sanitarios necessarios para garantir o estabelecimento de
estande uniforme, com desenvolvimento adequado de plantulas e maiores indices
de emergéncia a campo (Franca Neto, Krzyzanowski e Henning, 2010). Além disso,
sementes de alta qualidade geram maior produtividade e, consequentemente,
rentabilidade financeira ao produtor (Carvalho e Nakagawa, 2012).

A qualidade fisiologica das sementes refere-se a sua capacidade de realizar
funcdes vitais, sendo caracterizada principalmente pela germinacdo, vigor e
longevidade (Ascoli et al.,, 2018). Dessa forma, realiza-se a andlise das sementes
com a finalidade de estabelecer a qualidade de um lote e para isso s&o comumente
utilizados os testes de germinacdo, primeira contagem de germinacao,

condutividade elétrica, entre outros (Lopes e Nascimento, 2009). A qualidade
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fisiologica das sementes de soja € principalmente comprometida pela deterioracéo
em campo, resultante de fatores como danos causados por percevejos, umidade e
danos mecénicos durante a colheita (Krzyzanowski, Franga-Neto e Henning, 2018).

Vigor é caracterizado pela soma das propriedades que determinam o
potencial para emergéncia rapida e uniforme de plantulas normais sob condi¢cbes
adversas. Sua avaliacdo € fundamental para complementar os resultados do teste
de germinacdo. Sendo assim, quanto maior o vigor da semente, mais rapido sera o
metabolismo das reservas e o estabelecimento das plantas em diferentes condi¢des
ambientais (Marcos Filho, 2015).

A germinacdo é a capacidade da semente de produzir uma plantula que,
pelas caracteristicas de suas estruturas essenciais, consigam produzir plantas
normais sob condicbes favoraveis (Popinigis, 1985). O teste de germinacao
diferencia a qualidade entre lotes de sementes, pois com 0 processo germinativo
ocorre o0 desenvolvimento do eixo embrionario nas sementes explorando, assim, seu
potencial maximo (Brasil, 2009b). Entretanto, apenas por meio da avaliacdo dos
testes de vigor, € possivel detectar diferencas na qualidade fisiolégica de lotes de
sementes que apresentem germinacdo semelhante e comportamentos distintos em
condi¢cBes de campo.

A qualidade sanitaria das sementes € estudada devido a influéncia de
fatores bidticos e abibticos, sendo as doencas causadas por microrganismos 0
principal foco de investigacdo, por seu potencial em provocar a deterioracdo das
sementes e comprometer significativamente a qualidade das mesmas (Cunha e
Ferreira, 2021). Dessa forma, torna-se necessario detectar e manejar corretamente
estes patdgenos com a finalidade de minimizar os efeitos negativos por estes
causados (Carvalho e Nakagawa, 2012).

As sementes sdo consideradas veiculos de agentes fitopatogénicos, pois
estes se associam a elas e séo levados ao campo, podendo causar reducdo da
germinacdo e vigor, e originar focos primarios de infeccdo de doencgas
(Krzyzanowski, Franca-Neto e Henning, 2018), sendo a condi¢do sanitaria de
extrema importancia. Além disso, estes patégenos podem ser disseminados entre
plantas adultas, plantulas e durante o armazenamento de sementes (Machado,
2000).

Os patogenos podem ser detectados nas sementes por meio dos testes de

sanidade, como o Blotter test, plaqueamento em meio de cultura seletivo e métodos
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bioquimicos (Brasil, 2009a). Entretanto, para que os testes de sanidade de
sementes sejam eficientes, € necessario conhecer o comportamento dos principais
patégenos associados as sementes (Henning, 2005).

Em relagdo ao manejo sanitario, este pode ser realizado utilizando
tecnologias como o tratamento de sementes, manejo da area de plantio e o uso de

sementes certificadas (Carvalho e Nakagawa, 2012).

2.4 Tratamento de sementes

A expansao da producédo de soja, associada ao monocultivo, favoreceu o
aumento na incidéncia de pragas e doencas. Ao atacar a planta, as pragas e
doencas reduzem a produtividade da soja, limitando a rentabilidade do agricultor
(Garcia et al., 2012). Além disso, 0 atague de patdgenos pode ocasionar perda da
qualidade fisiologica das sementes e reducdo na germinagdo e vigor das mesmas.
Os fungos Phomopsis spp., Colletotrichum truncatum, Fusarium spp. e Cescospora
kikuchii sdo os principais patdgenos transmitidos via semente de soja e ao
infectarem a semente causam prejuizos severos a cultura (Krzyzanowski, Franca-
Neto e Henning, 2018).

Portanto, o tratamento de sementes é utilizado com a finalidade de permitir a
germinacao de sementes infectadas, protegé-las contra o ataque de fungos de solo
e controlar patégenos transmitidos pela semente (Seixas et al., 2020). Basicamente,
consiste na aplicacdo de processos e substancias que preservem o desempenho
das sementes, permitindo a expressdo maxima do potencial genético das culturas. O
tratamento pode ocorrer por meio da aplicagcdo de produtos quimicos, como
fungicidas e inseticidas, produtos biolégicos, como os a base de Trichoderma spp.,
inoculantes e estimulantes, eficientes contra fitopatégenos (Parisi e Medina, 2013).

Evitar a ressemeadura em decorréncia de condi¢des climaticas desfavoraveis
€ mais um dos beneficios promovidos pelo tratamento de sementes, pois esta
técnica tem por objetivo proteger a semente desde a semeadura a germinacao, além
de evitar a insercdo de novos patdégenos em areas livres (Galli, Panizzi e Vieira,
2007).

O tratamento quimico € o mais difundido pela sua simplicidade de execucao e
Otima relacéo custo-beneficio, sendo considerado por muitos autores como uma das
medidas mais eficientes no controle de microrganismos transportados pelas

sementes (Richetti e Goulart, 2018). Entretanto, para que apresente tal eficiéncia, os
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produtos quimicos devem apresentar estabilidade, boa aderéncia e cobertura
uniforme no tegumento das sementes, assim como, serem compativeis com 0s
demais produtos utilizados no tratamento de sementes (Lucca Filho, 2006).

Como resultado da utilizacdo do tratamento quimico, tem-se o
desenvolvimento de plantas mais vigorosas, estande uniforme e,
consequentemente, um aumento significativo na produtividade (Hossen et al., 2014;
Menten et al., 2005). Os fungicidas quimicos do grupo dos benzimidazois
associados a um fungicida de contato (Thiram), na cultura da soja, garantiram o
crescimento de estande adequado de plantas, mesmo com a semeadura coincidindo
com periodos de estiagem (Mertz, Henning e Zimmer, 2009).

No mercado de fungicidas existem diversas moléculas quimicas que
proporcionam o controle eficiente da antracnose na soja. A combinagdo de
Azoxistrobina + Citroconazol, por exemplo, ocasiona uma ac¢ao sinérgica atuando
em diferentes pontos do metabolismo do patégeno (Gongalves, 2014). Da mesma
forma atuam as moléculas Piraclostrobina + Epoxiconazol (Ferreira-Oliveira et al.,
2021) e Trifloxistrobina + Protioconazol (Bocchi, 2019).

Entretanto, apesar de ser uma tecnologia recomendada, 0 uso exagerado do
tratamento quimico com fungicidas tem apresentado eficiéncia variavel, inducdo de
resisténcia a patdgenos e problemas de contaminacdo ambiental e humana (Reis,
Pinto e Lima, 2023). Com o avanco da conscientizacdo ecolégica mundial, vem se
destacando o uso de produtos biolégicos e alternativos como estratégia ao controle
guimico, visando a preservacdo da microbiota benéfica e dos inimigos naturais
(Migliorini et al., 2012).

O controle bioldgico resulta da interagdo antagdnica entre microrganismos e
agentes de controle bioldgico, classificados em antibiose, competicdo e parasitismo
(Rezende, Massola Jr. e Bedendo, 2018). O controle por antagonistas ocorre
naturalmente no ambiente em equilibrio, entretanto pode ser menos efetivo em
cultivos extensivos. Por este motivo, o controle biologico € realizado por meio da
introducdo de agentes benéficos, optando por microrganismos que apresentem
diferentes mecanismos de agédo, mas que atuem de forma conjunta no controle do
fitopatdogeno (Cruz e Valicente, 2015).

No uso de bioprotetores, destaca-se o género Trichoderma, que apresenta
ampla acdo no antagonismo com fungos e bactérias, podendo estimular o

crescimento das plantas e promover melhorias na germinagdo, emergéncia e vigor
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de sementes (Kumar et al., 2023). Entre as vantagens do uso de controle biolégico,
ressalta-se a possibilidade de sua integracdo com produtos quimicos, o que contribui
para atrasar o desenvolvimento de resisténcia dos patégenos, ao reduzir a pressao
de selecdo causada pela utilizacdo de um Unico modo de agéo (Ons et al., 2020).
Devido a preocupacao ambiental e com a saude dos trabalhadores, o uso de
Oleos essenciais e extratos de plantas também vem sendo empregado na agricultura

como uma alternativa ao tratamento quimico (Gutiérrez et al., 2024).

2.4.1 Tratamento alternativo com 6leos essenciais

Até a metade do século XIX, foram utilizados extratos de plantas para o
controle fitossanitario, como, por exemplo, o fumo (nicotina), empregado como
inseticida. No decorrer da Segunda Guerra Mundial, grande parte das areas de
cultivo utilizadas como defensivos naturais foi destruida, o que despertou a busca
por produtos sintéticos que, mais tarde, substituiriam os naturais (Morais, 2009).

Entretanto, o uso indiscriminado dos produtos sintéticos vem causando
problemas cada vez mais sérios ao meio ambiente, consequentemente riscos ao ser
humano, e falhas de controle decorrente do surgimento de microrganismos
resistentes. Sendo assim, é crescente a busca por produtos que reduzam a
contaminacao dos solos e os riscos durante 0 manuseio das sementes tratadas, sem
gue a qualidade das sementes seja comprometida (Daronco, 2013). Pelo fato de
serem biodegradaveis, ndo persistindo no solo e na agua, vem sendo estimulado o
uso de Oleos essenciais no controle de doencas agricolas (Nascimento et al., 2021).

Os Oleos essenciais originam-se do metabolismo secundério das plantas e
sdo misturas complexas de substancias volateis, odoriferas, lipofilicas e solventes
em solaveis organicos, sendo estes extraidos das partes aromaticas das plantas
(Basak e Guha, 2017) e composto por substancias que apresentam diferentes
fungBes quimicas, tais como aldeidos, alcoois, fenois e cetonas (Sell, 2010). Sua
caracteristica principal é a volatilidade, diferente dos 6leos fixos que sdo misturas
lipidicas obtidas geralmente de sementes oleaginosas (Biasi e Deschamps, 2009). A
composicdo de um O6leo essencial esta relacionada a origem da planta, parte
utilizada e estadio de desenvolvimento em que esta se encontra ao realizar a
extracdo do Oleo, ndo sendo vinculada apenas a espécie (Besten et al.,, 2012).

Atribui-se seu mecanismo de acdo a quantidade e variedade dos compostos
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guimicos presentes nos Oleos essenciais, 0 que dificulta a escolha de um
mecanismo de acéo especifico para a atividade antimicrobiana (Bonna, 2012).

O tipo de extracdo do Oleo essencial é varidvel e a escolha do melhor
método ir4 depender das caracteristicas da planta e das partes da planta de onde
este sera extraido. Os métodos mais utilizados sdo arraste a vapor, prensagem
mecanica, hidrodestilacdo e extracdo por solventes organicos, sendo a extracao por
arraste a vapor mais indicado para 6leos essenciais (Castilho, Felisbino e Rodrigues,
2021; Corréa, Melo e Marques, 2023).

As técnicas de aplicacdo do 6leo essencial para o tratamento de sementes
consistem na aplicacdo direta, por meio de imersdo ou pulverizacdo, e na
fumigacdo. Entre os pesquisadores ainda ndo ha um consenso sobre a melhor forma
de aplicacéo e, por este motivo, a maioria dos estudos se baseiam na tecnologia de
aplicacao e na concentracédo do 6leo essencial (Coelho et al., 2023).

Os principais desafios na aplicacdo pratica dos Oleos essenciais estédo
relacionados a sua instabilidade, como alta volatilidade, rapida degradacéo e baixa
miscibilidade, o que torna necessaria a utilizacdo de novas formulacbes para
melhorar sua estabilidade e aumentar sua aplicabilidade (Cadena et al., 2018). Uma
das ferramentas utilizadas para o desenvolvimento de produtos a base de
substancias biologicamente ativas € o encapsulamento, onde ocorre a liberacéo
lenta e controlada dessas substancias (Worrall et al., 2018). O encapsulamento de
Oleos essenciais em nanoparticulas, como as nanoparticulas de silica mesoporosa
(MSNPs), tem se mostrado uma boa alternativa, pois impede a volatilizacdo do 6leo
essencial, favorecendo estabilidade em um maior periodo de tempo (Cadena et al.,
2018). Entretanto, esta técnica possui custos elevados, o que pode ser um entrave
para a producdo e consumo em larga escala (Siddiqui et al., 2017).

Os estudos com 0Oleos essenciais limitam-se a descoberta de que estes
podem ser utilizados no tratamento de sementes, controlando patégenos sem afetar
a germinacao. A atividade antifangica de um 0leo essencial pode ser verificada em
diferentes fitopatogenos, em fungdo da inibicAdo dos mesmos conforme a
concentragdo utilizada (Zacaroni et al., 2009). Esta acdo se da pela capacidade em
se difundir através da parede celular e da membrana plasmatica dos fitopatégenos,
alterando sua permeabilidade e estrutura (Costa et al.,, 2011). A verificacdo da

viabilidade do uso dos Oleos essenciais os indica como possiveis substitutos aos
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fungicidas ja utilizados, revelando ainda novas moléculas a serem usadas para a
fabricacéo de novos produtos comerciais (Duke et al., 2010).

Pesquisas tém demonstrado resultados positivos em relagdo ao uso de
Oleos essenciais ha manutencgdo da qualidade fisiol6gica das sementes e no controle
de patogenos, seja pela acédo fungitoxica direta ou pela inducdo de resisténcia ao
patdogeno. De acordo com Domene et al. (2016), o tratamento com o0s Oleos
essenciais de Corymbia citriodora e Eucalyptus camaldulensis, isoladamente, foram
capazes de reduzir a incidéncia dos fungos dos géneros Penicillium e Fusarium em
sementes de milho.

Os Oleos essenciais de Hyptis marruboidis, Aloysia gratissima e Cordia
verbenacea foram eficazes na reducéo da infeccado de Colletotrichum truncatum em
sementes de soja previamente inoculadas com o patégeno, sendo o Gleo de C.
verbenacea o que apresentou o maior nivel de controle (Silva et al., 2012).

Vale ressaltar a importancia de avaliar parametros que conferem boa
germinacdo das sementes quando colocadas a campo, pois esses Ccompostos
vegetais podem interferir nos processos fisiolégicos da planta, prejudicando a
germinacdo e o desenvolvimento de plantulas (Biasi e Deschamps, 2009). O
tratamento de sementes de feijdo-fava com 6leos essenciais de citronela, eucalipto,
erva-doce e manjericdo resultou em uma reducdo significativa na incidéncia dos
fungos Aspergillus sp. e Fusarium sp., além de promover o crescimento das raizes
das plantulas sem interferir na germinacdo das sementes, configurando um
resultado promissor (Soares et al., 2025). Por outro lado, foi observado que os 6leos
essenciais de sementes de uva e de melaleuca interferiram negativamente na
germinagcdo das sementes de craibeira (Tabebuia aurea), embora tenham
apresentado efeitos positivos na qualidade fisiologica das sementes de jurema-
branca (Mimosa verrucosa) (Olinto et al., 2021). Esses resultados reforcam a
importancia de se estudar os efeitos especificos de cada 6leo essencial em

diferentes culturas.

2.4.1.1 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

Pertencente a familia Myrtaceae, com espécies particularmente ricas em
Oleos essenciais, o cravo-da-india € uma arvore perene, com altura de 10 a 12
metros, folhas ovais, opostas, de coloracdo verde brilhante e com inumeras

glandulas de 6leo visiveis contra a luz (Rabélo, 2010). E a partir dos botdes florais e
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folhas que ocorre a extracdo industrial do 6leo essencial dessa espécie, utilizado na
industria de cosmeéticos, como condimentos na culinaria, como tratamento de
sementes na agricultura, entre outros usos (Lorenzi e Matos, 2002). O cravo-da-
india é originario da Indonésia e, no Brasil, 0 Estado da Bahia é o que mais produz
esta planta para fins comerciais (Affonso et al., 2012).

O eugenol é um composto fendlico volatil presente no 6leo de cravo-da-india
que confere aroma e sabor. Quando o Oleo essencial é extraido das folhas, o
eugenol chega a representar 95% do 6leo extraido e, quando este é extraido do
botéo floral, 0 eugenol ainda é o principal componente do 6leo, com concentracdes
gue variam entre 70 e 85% (Raina et al., 2001). H& outros componentes
provenientes da extracdo do 6leo essencial, como acetato de eugenila (15%) e -
cariofileno (5 a 12%), que possuem acdo bactericida e anti-inflamatéria (Rabélo,
2010). Além disso, o eugenol apresenta acao bactericida e fungicida. Isso se explica
devido a alta capacidade de penetragcdo na membrana que confere a compostos
fendlicos, como o eugenol, a atividade antimicrobiana (Affonso et al., 2012).

O dleo essencial de cravo-da-india apresentou acao antifungica sobre
diferentes espécies de Fusarium, inibindo o crescimento do patégeno entre 85% e
100% (Ascencédo e Mouchrek Filho, 2013). Da mesma forma, seu uso no tratamento
de sementes de café, nas concentracdes de 0,5%, 0,75% e 1,0%, reduziu
significativamente a incidéncia e o crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides e, na concentracdo de 1,0%, ainda promoveu aumento no indice de
velocidade de emergéncia e na porcentagem de plantulas normais (Pierre, 2009).

Resultados semelhantes foram observados no tratamento de sementes de
milho, onde o 6leo essencial de cravo-da-india, na concentracdo de 0,2%, reduziu o
desenvolvimento dos fungos Macrophomina phaseolina e M. pseudophaseolina
(Lima, 2019).

Os Odleos essenciais de cravo-da-india, citronela, cidreira e suas
combinagdes inibiram completamente o crescimento micelial dos fungos Sclerotinia
sclerotiorum e Sclerotium rolfsii, ambos causadores de doencgas na cultura da soja
(Queiroz et al., 2020). Além disso, a aplicacdo deste Oleo essencial na concentracao
de 0,1% resultou na inibi¢do total do fungo Sclerotium rolfsii, sendo este resultado

semelhante ao controle com fungicida (Lima et al., 2022).
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2.4.2 Controle biolégico por antagonistas

De modo geral, o controle biolégico é caracterizado pela utilizagdo de um
microrganismo que reduza a populacdo de outro microrganismo, podendo este ser
usado para diferentes areas (Bettiol et al., 2022). Pode ocorrer de forma natural,
onde a populacédo de agentes benéficos se desenvolve naturalmente no ambiente
em equilibrio, e aplicado, realizado com intervencdo humana e caracterizado pela
introducdo de linhagens selecionadas de antagonistas no ambiente (Cruz e
Valicente, 2015). A maioria das pesquisas refere-se ao controle biolégico aplicado,
onde h&d uma busca constante pela selecdo de antagonistas eficazes e com
caracteristicas desejaveis para o desenvolvimento de produtos (Mello et al., 2020).

O controle biolégico ocorre por meio de interacdes diretas ou indiretas entre
agentes benéficos e fitopatdogenos (Mello et al., 2020). Fungos e bactérias sdo os
principais microrganismos responsaveis pelo controle de doencas de plantas e estes
podem apresentar diferentes mecanismos de acdo, como antibiose, competicéo,
inducdo de resisténcia, hipoviruléncia, parasitismo e predacdo (Medeiros, Bavia e
Seixas, 2022). Os mecanismos de acao podem atuar isoladamente ou em conjunto e
sao influenciados pelas condicdbes ambientais e pela presenca de outros
microrganismos (Mello et al., 2020).

Uma caracteristica desejavel de um potencial antagonista é apresentar mais
de um mecanismo de ac¢éo, pois assim as chances de sucesso sdo maiores (Isaias
et al., 2014). Entretanto, é necessario que 0s antagonistas possuam determinada
tolerdncia as moléculas comerciais utilizadas, apresentando compatibilidade com
pesticidas e herbicidas quimicos (Zambolim, 2005).

Os produtos biolégicos podem ser classificados em dois grupos principais, 0s
macrorganismos, que incluem vespas e acaros predadores, e 0s biopesticidas,
subdivididos em microbianos (fungos, virus e bactérias) e bioquimicos (extratos de
plantas e semioquimicos) (Pomella, 2014). Para o desenvolvimento de novos
produtos, é necessario que seja feita a triagem de um grupo de candidatos
antagonistas, 0s quais devem atender a exigéncias que vao além da eficacia contra
0 patdégeno, como seguranca, baixo custo e potencial para alcancar um amplo
mercado consumidor (Solino et al., 2017).

Dentre as vantagens do controle bioldgico, destaca-se a reducdo dos custos
envolvidos na descoberta, desenvolvimento e registro dos produtos, especialmente

quando comparados ao processo de criagdo de um produto quimico. Além disso, o
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tempo necessario para o lancamento de um biopesticida no mercado tende a ser
mais curto (Pomella, 2014).

O Brasil destaca-se como o0 pais que mais aderiu ao controle biolégico,
ultrapassando a area de 50 milhdes de hectares (Bettiol et al., 2022). Durante 0 ano
de 2023, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento registrou 90 produtos
de origem biologica, totalizando 616 produtos registrados no pais envolvendo
microrganismos, macrorganismos, bioquimicos e semioquimicos. Esses dados
demonstram a importancia dos biopesticidas para o agronegocio brasileiro e a
tendéncia de adocdo de tecnologias sustentaveis por agricultores (Embrapa, 2024).
Dentre os agentes bioldgicos disponiveis para comercializacdo no Brasil, destacam-
se bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas, além de fungos como Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Clonostachys rosea e espécies do género
Trichoderma (Paredes e Lebeis, 2016).

Fungos do género Trichoderma estdo entre os agentes de biocontrole mais
estudados e utilizados na agricultura (Lucon, Chaves e Bacilieri, 2014). Apenas 4%
das 254 espécies de Trichoderma conhecidas séo utilizadas no controle biolégico.
Entre as espécies com potencial para o biocontrole, Trichoderma harzianum se
destaca no mercado, estando presente em cerca de 40% dos produtos compostos
exclusivamente por um microrganismo e em mais de 60% daqueles que contém uma
mistura de fungos, bactérias e micorrizas (Bettiol et al., 2019).

O controle biolégico a partir de Trichoderma spp. pode ocorrer pela
competicdo por nutrientes, micoparasitismo sobre fungos patogénicos, producdo de
metabdlitos antimicrobianos e fungistéticos, além da ativacdo dos mecanismos de
defesa das plantas (Zeilinger et al., 2016). O micoparasitismo, realizado por algumas
espécies de Trichoderma, é o principal mecanismo de acdo desses agentes
biocontroladores. Esse processo € caracterizado pelo crescimento do Trichoderma
em direcdo ao fungo patogénico, seguido pelo reconhecimento e interagdo entre as
hifas. Em seguida, ha a secrecdo de enzimas liticas que promovem a degradacao da
parede celular do patégeno, limitando seu crescimento e desenvolvimento
(Steindorff et al., 2012).

O género Trichoderma atua de diferentes formas nas plantas, desde a
protecdo contra o ataque de fitopatdogenos até o fortalecimento da saude e das
defesas naturais das plantas. Além disso, produzem metabdlitos secundarios

capazes de estimular a resisténcia das plantas a doencas, favorecer seu
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desenvolvimento e aprimorar a eficiéncia da fotossintese (Contreras-Cornejo et al.,
2016). Essa adaptabilidade das espécies de Trichoderma se da por meio de seu
comportamento oportunista, que lhes confere uma notavel habilidade de colonizar a
rizosfera das plantas em diferentes tipos de ambientes. Além disso, sdo capazes de
formar estruturas de resisténcia, como clamidésporos e microesclerodios, que
garantem sua sobrevivéncia mesmo em condi¢cdes desfavoraveis (Monte, Bettiol e
Hermosa, 2019).

O uso de cepas de Trichoderma também esta relacionado ao aumento da
tolerancia das plantas a estresses abidticos, diminuicdo da toxicidade causada por
pesticidas, herbicidas e biofertilizantes no solo, além de seu potencial como fonte de
genes para aplicacdes em biotecnologia (Nur e Noor, 2020).

Produtos a base de Trichoderma utilizados para tratamentos de sementes,
aplicacdo no substrato e/ou pulverizacédo da parte aérea das plantas sédo eficazes na
reducdo da ocorréncia de doencas causadas por patdégenos, como Sclerotinia,
Fusarium, Rhizoctonia, Botrytis, Sclerotium, Macrophomina e Crinipellis, em
diferentes culturas, como soja, algodao, feijdo, cebola, alho, morango e tomate
(Morandi e Bettiol, 2009). Estes produtos podem ser encontrados em diferentes
formulacdes, como granulos dispersiveis em agua, p6 molhavel e liquidos (esporos
em suspensao aquosa) (Lucon; Chaves; Bacilieri, 2014).

A eficiéncia de Trichoderma spp. pode ser observada em diversos estudos.
Utilizando diferentes concentracdes de T. harzianum no tratamento de sementes de
algodao, constatou-se a reducdo dos patdgenos Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp. e Alternaria sp., assim como o aumento no percentual de germinacgao
das sementes (Silva et al., 2022). A inoculagcdo de sementes com T. asperellum
promoveu o0 aumento de biomassa das culturas de soja, feijao caupi, arroz e milho, o
gue demonstra sua capacidade de estimular o crescimento de plantas (Chagas et
al., 2017). O uso de T. harzianum no tratamento de sementes de soja, na dose de
400g 100! kg de sementes, proporcionou a reducédo dos fungos Aspergillus flavus,
Fusarium semitectum, Penicillium sp. e Colletotrichum truncatum, além de aumentar
a porcentagem de germinagcao das sementes (Sales et al., 2023). Quando utilizado
na dose de 1mL 500! g de sementes, T. harzianum se mostrou eficiente quanto a
qualidade fisiolégica das sementes, proporcionando incremento de 5% em relacéo a

testemunha (Santana e Segato, 2020).
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Outro agente de biocontrole que merece destaque € o Clonostachys rosea,
caracterizado como um saproéfita com capacidade endofitica. Este pode ser
encontrado em tipos de solo distintos e resto culturais, atua no controle de diversos
fitopatégenos, como os fungos Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani e Sclerotinia
Sclerotiorium (Sun et al., 2020), e apresenta acao inseticida sobre alguns inseto-
pragas, como a Bemisia tabaci (mosca-branca) (Mascarin et al., 2022). Sua atividade
antagonica se da pela competicdo, micoparasitismo, inducdo de resisténcia e
antibiose (Nygren et al., 2018).

Os metabolitos secundarios produzidos pelo C. rosea auxiliam na
sobrevivéncia do mesmo, pois, ao interagir com outros microrganismos do solo,
inibem o crescimento dos patégenos e favorecem o agente benéfico (Macheleidt et
al., 2016). O antagonista produz enzimas capazes de degradar quitina, glucanos e
celulose, componentes estruturais da parede celular dos fungos, o que resulta na
inibicdo do seu crescimento (Mamarabadi, Jensen e Lubeck, 2009). Além disso, C.
rosea pode atuar na promocao do crescimento de plantas (Macedo, 2011).

O tratamento de sementes de cenoura e alho com Clonostachys rosea
resultou em uma emergéncia de plantulas mais rapida e uniforme. Além disso, a
avaliacdo da sobrevivéncia e do estabelecimento do antagonista na rizosfera revelou
um aumento significativo de sua populagdo em ambas as culturas estudadas
(Bennett e Whipps, 2008). Com a utilizacdo do filtrado de crescimento de C. rosea
em meio liquido para o controle de Sclerotinia sclerotiorum, foi observada a inibigao
completa do desenvolvimento do patdgeno, bem como a reducdo dos efeitos
negativos causados por ele no desenvolvimento de plantas de soja e alface
cultivadas em casa de vegetacdo (Rodriguez et al., 2011).

Clonostachys rosea, isolado de frutos de goiabeira, reduziu significativamente
o crescimento micelial e esporulacdo de Colletotrichum spp. (Fantinel et al., 2023). O
isolado obtido no Brasil, NCR61, de C. rosea possui eficiéncia comprovada contra o
patdgeno Botrytis cinerea em morangueiro (Cota et al., 2008) e tomateiro (Borges,
Saraiva e Maffia, 2015). Os isolados Clonostachys chloroleuca e C. rosea
ocasionaram uma reducdo de 80% da intensidade da doenca pinta preta da
batateira, via aplicacéo foliar (Teixeira, 2018). Ao inocular diferentes formulacdes de
C. rosea (conidios submersos e microesclerédios) em frutos de tomate, os autores

observaram a reducédo do patégeno B. cinerea, sendo estas técnicas de producédo do
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antagonista promissoras para o desenvolvimento de novos produtos (Paraiso, Bettiol
e Mascarin, 2022).

Diante dos beneficios da utilizagdo de antagonistas no controle biolégico e de
Oleos essenciais como método alternativo para o controle de patégenos causadores
de doencas de plantas, torna-se necessaria a investigacdo da viabilidade de
integracdo dos mesmos no tratamento de sementes, visando um controle mais

eficiente e com menores impactos ao meio ambiente.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
UNESP, Campus de Botucatu, SP, no Departamento de Prote¢c&o Vegetal.

3.2 Obtencéao do d6leo essencial

O oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum), extraido da folha,
foi adquirido na empresa Destilaria Bauru, sendo constituido pelos compostos

qguimicos e respectivas concentracfes apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica do Oleo essencial de cravo-da-india

(Syzygium aromaticum)

Composto Concentragéo (%)
Eugenol 88,31
Tras-cariofileno 7,90
Alfa-humuleno 1,58
Tras-calameneno 0,38
Oxido de cariofileno 0,31

3.3 Obtencéao do isolado de Colletotrichum truncatum

O isolado de Colletotrichum truncatum utilizado no trabalho foi obtido junto
ao Instituto Biologico de Sédo Paulo e conservado pelo método de Castellani (1939),

durante todo o periodo de realizacdo dos experimentos.

3.4 Atividade antifungica do Oleo essencial de cravo-da-india sobre o

crescimento micelial do fitopatégeno Colletotrichum truncatum.

A acédo do 6leo essencial de cravo-da-india sobre o patdgeno foi avaliada in
vitro com a adicdo do 6leo essencial ao meio de cultura, em quatro concentracdes
(0,05; 0,1; 0,15; 0,2%). Inicialmente, os tratamentos foram solubilizados em Tween
20®, na proporcdo de 1:1, aferidos nas concentracdes testadas e adicionados ao
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) esterilizado fundente (50 °C). O meio foi,
entdo, vertido em placas de Petri de vidro (9 cm de diametro) e, apés a solidificacéo
dos mesmos, um disco de meio de cultura (0,5 cm de didmetro) contendo micélio do

fitopatdégeno foi repicado para a posi¢do central da placa. O tratamento testemunha
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foi constituido de meio BDA sem adicdo do Oleo essencial. As placas foram
mantidas em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas sob luz branca fluorescente.

A avaliagcdo do crescimento micelial foi realizada no décimo quinto dia apés a
instalacdo do teste, quando a coldnia no tratamento testemunha atingiu a totalidade
da placa de Petri, medindo-se o diametro da colénia em duas posicdes
perpendiculares, utilizando-se paquimetro digital, e considerando-se a média das
duas medi¢Bes. O percentual de inibicdo do crescimento (PIC) do patogeno foi

calculado utilizando-se a formula:

(Didmetro da testemunha—Didmetro do tratamento) 100

PIC =

(Didmetro da testemunha)

O experimento foi realizado em duplicata, em delineamento inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticées, sendo cada placa de Petri
considerada uma repeticdo. Os dados de crescimento micelial in vitro e porcentagem
de inibicdo do crescimento (PIC) ndo seguiram distribuicdo normal e as medianas

foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.

3.5 Obtencao das sementes de soja
As sementes de soja foram obtidas junto a empresa TMG®, sendo uma

linhagem irma da cultivar TMG 2165 IPRO, pertencente ao grupo de maturacao 6.5

e produzida no Estado do Tocantins.

3.5.1 Determinacao do teor de umidade das sementes

O teor de umidade foi determinado por meio do método padréo de estufa a
105°C + 3°C. Quatro subamostras de 10g, retiradas da amostra média, foram
acondicionadas em recipientes metalicos e levadas a estufa a 105 °C, onde
permaneceram por 24 horas, sendo pesadas novamente ao final desse periodo. O
resultado final foi obtido através da média aritmética das porcentagens de cada uma
das subamostras e expresso em porcentagem (%) b.u. (base umida) (Brasil, 2009b).
O teor de umidade das sementes foi determinado antes da realizagcdo dos

tratamentos, sendo este de 14%.
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3.5.2 Obtencao de sementes de soja infectadas com Colletotrichum truncatum

O isolado de C. truncatum foi inicialmente cultivado em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA e, ap0s dez dias de incubacao a 25 °C e fotoperiodo
de 12 horas sob luz branca fluorescente, foram retirados discos de 0,5 cm de colonia
fungica e transferidos para placas de Petri contendo BDA. Apo6s o fungo ocupar a
totalidade da placa de Petri, sementes de soja previamente desinfestadas em
solucéo de hipoclorito de sodio 2% por um minuto e secas sobre folhas de papel de
filtro esterilizado foram depositadas nas placas em camada Unica, permanecendo
em contato com as coldnias por 24 horas. Apds a inoculacdo, as sementes foram
novamente desinfestadas com solucdo de hipoclorito de s6dio a 2% e secas em
condicbes ambiente. As sementes nao inoculadas foram submetidas ao mesmo
processo, porém sem a presenca do indculo no meio de cultura. As sementes
inoculadas foram misturadas as sementes sadias de modo a compor um lote de

trabalho com 20% de infecgé&o.

3.6 Tecnologia de aplicacédo de Gleos essenciais no tratamento de sementes de
soja visando o controle de Colletotrichum truncatum

Para se determinar a melhor tecnologia de aplicacdo dos 6leos essenciais
no tratamento das sementes, foram avaliadas duas técnicas com trés periodos de
tratamento, sendo: imersao (3, 6 e 9 minutos) e aspersao (1, 2 e 3 minutos). O 6leo
essencial foi utilizado na concentracdo de 0,10%, conforme determinagdo em
ensaios preliminares. Sendo assim, para cada tratamento foram utilizados 300 pL de
O0leo essencial para 300 mL de agua destilada esterilizada. Foi utilizado o
emulsificante Tween 20®, na proporcdo de 1:1, com a finalidade de solubilizar o
tratamento.

Para a técnica de imerséo, as sementes foram colocadas em um Becker com
capacidade maxima de 500 mL, imersas em cada tratamento e homogeneizadas por
agitagdo com um bastéo de vidro, nos tempos determinados. A técnica de aspersdo
foi realizada utilizando um borrifador com capacidade de 500 mL. As sementes
foram distribuidas sobre duas folhas de papel toalha e o 6leo essencial aplicado via
aspersao manual, com 20 cm de distancia, durante o tempo determinado para cada
tratamento. Foi incluido um tratamento testemunha constituido por sementes néo

tratadas.



33

3.6.1 Avaliacdo da qualidade sanitéaria

A sanidade das sementes foi avaliada por meio do método do papel filtro,
utilizando vinte repeticdes de 10 sementes, alocadas em placas Petri plasticas (com
9 cm de diametro) contendo trés folhas de papel de filtro umedecidas em agua
destilada. Posteriormente, as placas de Petri foram colocadas em camara de
incubacédo (BOD), com temperatura de 22 °C e fotoperiodo de 12 horas sob luz
branca fluorescente, durante 8 dias. A avaliacdo foi realizada utilizando microscépio
esteroscopico e, quando necessario, microscopio otico (Brasil, 2009a). Os
resultados foram expressos em porcentagem de sementes infectadas pelo

patdégeno.

3.6.2 Avaliacdo da qualidade fisiolégica

A qualidade fisiolégica das sementes tratadas foi avaliada por meio dos
testes de germinacao, primeira contagem de germinacao, comprimento de plantulas,
massa seca de plantulas em laboratorio, emergéncia e indice de velocidade de

emergéncia em casa de vegetacéo, conforme descrito a seguir.

3.6.2.1 Testes de germinacéo e primeira contagem de germinacao

O teste de germinacao foi conduzido de acordo com Brasil (2009b), com oito
repeticbes de 50 sementes, totalizando 400 sementes por tratamento. As sementes
foram dispostas sobre duas folhas de papel germitest e cobertas com uma terceira,
previamente umedecidas com agua destilada no volume de 2,5 vezes a massa do
papel seco. Posteriormente, foram confeccionados rolos e estes foram levados ao
germinador, com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas sob luz branca
fluorescente. A avaliacdo da germinacédo final foi realizada no oitavo dia apds a
instalacdo do teste, contabilizando-se o numero de plantulas normais germinadas,
sendo o resultado expresso em porcentagem de germinacao.

Concomitante ao teste de germinagcao foi realizado o teste de vigor,
contabilizando o nimero de plantulas normais no quinto dia apos a instalacdo do
teste (Brasil, 2009b).
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3.6.2.2 Comprimento e massa seca de plantulas

O comprimento de plantulas foi determinado de acordo com as
recomendacdes de Krzyzanowski et al. (2020), utilizando-se cinco subamostras de
20 sementes dispostas sobre linha tracada no terco superior do papel germitest,
umedecido com agua destilada no volume de 2,5 vezes a massa do papel seco, no
sentido longitudinal. Foram confeccionados rolos, que foram acondicionados em
sacos plasticos e mantidos, verticalmente, no germinador a 25 °C e fotoperiodo de
12 horas sob luz branca fluorescente por oito dias. Apos este periodo, foram
medidas a parte aérea e radicular, separadamente, utilizando-se régua graduada.
Os resultados foram expressos em centimetros.

A massa seca de plantulas foi determinada, utilizando-se as plantulas
obtidas ao final do teste de comprimento, sendo realizada a remoc¢ao dos resquicios
dos cotilédones. As plantulas foram colocadas em sacos de papel, secas em estufa
com circulacdo forcada de ar a temperatura de 65 °C, durante 48 horas. Apés este
periodo, as plantulas foram pesadas utilizando balanca de precisdo. Os célculos
foram efetuados dividindo-se a massa obtida pelo nimero de plantulas contidas em
cada rolo de papel e os resultados, expressos em mg plantula** (Krzyzanowski et al.,
2020).

3.6.2.3 Emergéncia e indice de velocidade de emergéncia de plantulas em casa
de vegetagéo

O teste foi realizado em bandejas contendo areia autoclavada, sendo
semeadas 50 sementes por bandeja, com quatro repeticdbes por tratamento. A
semeadura foi realizada manualmente a uma profundidade de 3 cm e a irrigacao foi
realizada diariamente. A contagem de plantulas emergidas foi feita no décimo quarto
dia apés a semeadura, considerando como plantulas normais as que possuiam
cotilédone totalmente expandido, epicatilo e plimula evidente, e os resultados foram
expressos em porcentagem (Brasil, 2009b).

O teste de indice de velocidade de emergéncia foi conduzido juntamente
com o de emergéncia de plantulas, avaliando-se diariamente o nimero de plantulas
normais emergidas até o 14° dia, quando houve a estabilizacdo do processo. Foram
consideradas emergidas as plantulas com cotilédones totalmente fora do substrato,
com angulacdo paralela & superficie do substrato e com o tegumento solto. O

resultado de IVE foi obtido utilizando a formula de Maguire (1962):
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IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... En/Nn
Em que:
El, E2, ... En = nimero de plantulas normais emergidas na primeira contagem, na
segunda contagem e na ultima contagem.
N1, N2, ... Nn = numero de dias da semeadura a primeira, segunda e Ultima

contagem.

3.6.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em duplicata, em delineamento inteiramente
casualizado. Resultados em porcentagem foram transformados para arc sen
J(x/100), para a realizacdo da andlise estatistica. Os dados apresentaram
distribuicdo normal e foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, sendo as

meédias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.7 Avaliacdo da integracédo de tratamentos alternativos de sementes de soja
para o controle de Colletotrichum truncatum

3.7.1 Avaliagdo do antagonismo de Trichoderma harzianum e Clonostachys
rosea sobre Colletotrichum truncatum

Os antagonistas T. harzianum e C. rosea empregados neste trabalho foram
obtidos junto a Embrapa Meio Ambiente. O efeito antagonista destes sobre C.
truncatum foi avaliado in vitro, por meio do método de confronto direto proposto por
Dennis e Webster (1971). Os fungos foram cultivados em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) e, apds o décimo quarto dia de cultivo, foram retirados discos
de micélio de 0,5 cm de diametro para a realizacdo do teste. Foram realizados o
pareamento dos antagonistas com o patdégeno em trés periodos: 1) simultaneo, 2)
pré-estabelecimento de C. truncatum 48 horas e, 3) pré-estabelecimento de C.
truncatum 72 horas antes do antagonista. Cada pareamento (patégeno X
antagonista) foi realizado em placa de Petri contendo meio de cultura BDA
solidificado, dispondo, em sentidos opostos, um disco de micélio de cada agente a
uma distancia de 1,0 cm da borda da placa. O tratamento testemunha consistiu em

placas de BDA contendo um disco do patégeno. As placas foram mantidas em BOD
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a 22°C + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas sob luz branca fluorescente, durante
quinze dias.

A avaliacdo foi realizada no décimo quinto dia, quando o crescimento do
patdgeno da testemunha atingiu a totalidade da placa de Petri. Os isolados foram
avaliados com atribuicdo de notas, de acordo com o critério proposto por Bell, Wells
e Markham (1982).

Figura 1 — Representacao escala de notas proposta por Bell, Wells e Markham
(1982)

ANTAGONISTA PATOGENO

113 2/3
112

Fonte: Bell, Wells e Markham (1982)

NOTA 1- Sobreposi¢cdo de Trichoderma harzianum/Clonostachys rosea, que
colonizou toda a superficie do meio e diminuiu a coldénia de Colletotrichum
truncatum.

NOTA 2- Sobreposi¢cao de Trichoderma harzianum/Clonostachys rosea, que
colonizou pelo menos 2/3 da superficie do meio.

NOTA 3- Trichoderma harzianum/Clonostachys rosea e Colletotrichum
truncatum colonizaram mais que 1/3 e menos que 2/3 da superficie do meio.

NOTA 4- Colletotrichum truncatum colonizou ao menos 2/3 da superficie do

meio, sem sobreposi¢cao de Trichoderma harzianum/Clonostachys rosea.
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NOTA 5- Sobreposicdo de Colletotrichum truncatum que colonizou toda a

superficie do meio.

Foi realizado um experimento para cada antagonista (Colletotrichum
truncatum x Trichoderma harzianum e Colletotrichum truncatum x Clonostachys
rosea), ambos em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes,
sendo cada placa de Petri considerada uma repeticdo. Os dados nao seguiram
distribuicdo normal e as medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis a
5% de probabilidade.

3.7.2 Tratamento de sementes

Para avaliar a viabilidade do tratamento de sementes com 6leo essencial
integrado a outros agentes de controle, foram empregados o0s seguintes
tratamentos: 1) Testemunha (n&o tratada); 2) OE de cravo-da-india; 3) OE de cravo-
da-india + Trichoderma harzianum; 4) OE de cravo-da-india + Clonostachys rosea;
5) Trichoderma harzianum; 6) Clonostachys rosea, 7) Fungicida Standak® Top
(Piraclostrobina + Tiofanato metilico + Fipronil).

Para o tratamento de sementes com Oleos essenciais, foi empregada a
técnica de aspersdo por 1 minuto, que apresentou melhor desempenho no
experimento anterior, utilizando o procedimento descrito no item 3.6. Para o
tratamento quimico, o fungicida Standak® Top foi empregado na concentracéo de
200 mL p.c./100kg de sementes, conforme recomendacdes para a cultura. Para o
tratamento biologico, as concentracbes de esporos de T. harzianum e C. rosea
foram ajustadas para 1x10®° UFC/mL com o auxilio de um hemocitdmetro. As
guantidades de produtos foram ajustadas para o peso de 300 g de sementes por
tratamento. Os produtos (quimico e bioldgicos) foram aplicados nas sementes nas
concentracbes pré-estabelecidas e com volume de calda de 500 mL/100 kg de
sementes, em sacos plasticos, com agitacdo vigorosa por trés minutos. Nos
tratamentos que consistiam na associacdo dos antagonistas com o 6leo essencial,
cada um dos mesmos foi aplicado isoladamente, sendo realizado primeiro o
tratamento com o0s Oleos essenciais, seguido do tratamento biologico. Apos a
realizacdo dos tratamentos, as sementes permaneceram em temperatura ambiente

de laboratério a fim de promover a secagem dos produtos. Sementes nédo tratadas
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foram submetidas ao mesmo procedimento, empregando-se agua destilada

esterilizada.

3.7.3 Avaliagcdo da qualidade fisioldgica e sanitaria das sementes

A qualidade fisiol6gica foi avaliada por meio dos testes de germinacao,
primeira contagem de germinagdo, comprimento e massa seca de plantulas, e a
sanidade foi avaliada por meio do método de papel de filtro, conforme descrito

anteriormente.

3.7.4 Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. Foi
verificada a normalidade dos dados. Para os testes de avaliagdo da qualidade
fisiologica, as medianas foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade. Para a qualidade sanitaria, as médias foram comparadas pelo teste
de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade antifungica do oOleo essencial de cravo-da-india sobre o
crescimento micelial e percentual de inibicdo de crescimento do

Colletotrichum truncatum

Todas as concentragfes do Oleo essencial (OE) reduziram o crescimento do
patbgeno com porcentagem de inibicAo de crescimento variando entre 99,42%

(concentracéo 0,05%) a 100% (demais concentracdes) (Tabela 2).

Tabela 2 — Crescimento micelial e porcentagem de inibicdo do crescimento
(PIC) do fungo Colletotrichum truncatum cultivado em meio de
cultura BDA acrescido de 6leo essencial de cravo-da-india em

diferentes concentracgdes.

Concentracao do 6leo

essencial (%) Crescimento micelial (cm) PIC (%)
0,00 (testemunha) 8,40 a -
0,05 0,05b 99,42 a
0,10 0,00 b 100,00 a
0,15 0,00 b 100,00 a
0,20 0,00 b 100,00 a
p-valor 0,003* 0,094ns

*- significativo a 5% de probabilidade; "s- ndo significativo. Medianas seguidas pela mesma letra na
coluna néo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

Os resultados obtidos neste trabalho comprovam a acéo fungitéxica do 6leo
essencial de cravo-da-india, cuja eficiéncia no controle de diferentes espécies do
género Colletotrichum ja foi relatada em ensaios in vitro. O crescimento micelial de
C. gloeosporioides, isolado de cafeeiro, foi completamente inibido pelo 6leo
essencial de cravo-da-india, nas concentracdes de 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0% (Pierre,
2009). Para um isolado de pimentdo, desta mesma espécie fungica, também houve
100% de inibicdo do crescimento micelial pelos Oleos essenciais de cravo-da-india,
citronela, eucalipto, hortelda e manjericdo (Nascimento, 2017). Da mesma maneira,
este 6leo essencial, a partir da concentracdo de 2%, inibiu totalmente o crescimento
micelial de C. musae, sendo o efeito inibitorio, sobre o patégeno, proporcional ao
aumento das concentracfes (Araujo, Toledo e Soares, 2018). Para C. orbiculare, 0
desenvolvimento fangico foi 100% inibido pelo 6leo essencial de cravo-da-india nas

concentracOes de 200 pyL L™ 24 horas apos a repicagem do patdgeno, e de 400 e
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800 pL L™, 48 e 72 horas apoés a repicagem, demonstrando o potencial fungitoxico

do Oleo (Guerra, Barbosa e Vieira, 2021).

Resultados semelhantes da agéo antifingica in vitro do 6leo essencial de
cravo-da-india foram relatados sobre outras espécies patogénicas. Este 6leo
essencial promoveu uma reducao do crescimento micelial de Rhizopus stolonifer, na
concentracdo de 200 mg mL™! (Silva, 2008). O desenvolvimento de Fusarium
oxysporum, Fusarium solani e Rhizoctonia solani foi totalmente inibido pelo 6leo
essencial de cravo-da-india na concentracdo de 0,15% (Costa et al., 2011). A
porcentagem de inibicdo do crescimento de Fusarium verticillioides, Macrophomina
phaseolina e M. pseudophaseolina pelo 6leo essencial de cravo-da-india aumentou
gradativamente conforme o aumento da concentracédo do 6leo, com inibicédo total de
Fusarium verticillioides a partir da concentracdo de 0,05% e das espécies de
Macrophomina phaseolina e M. pseudophaseolina a partir de 0,1%, sendo estas as

concentracfes minimas inibitérias para cada fitopatégeno (Lima, 2019).

Oleos essenciais de varias espécies vegetais tém a¢do antimicrobiana sobre
diversos agentes fitopatogénicos. O 6leo essencial de cravo-da-india se destaca
pela intensa atividade fungitoxica, que € atribuida, principalmente, ao eugenol, seu
composto majoritario (Barros et al., 2024). O eugenol atua diretamente sobre o0s
fitopatégenos, comprometendo a parede celular e a membrana plasmatica (Ju et al.,
2023; Sun et al., 2023). Essa interferéncia provavelmente se da pela inibicdo da
sintese do ergosterol (Achimén et al., 2021; Jesus, 2023), componente essencial da
membrana celular fungica (Fukuyama et al., 2025). O éleo essencial utilizado neste
estudo era composto por mais de 88% de eugenol. Portanto, é provavel que a acao
fungitoxica observada no presente trabalho e nos outros anteriormente
mencionados, com inibicdo total ou acentuada do crescimento fungico, se deva a
essa propriedade do eugenol. Esses resultados evidenciam o potencial do 6leo
essencial de cravo-da-india no controle de fitopatdgenos, o que o credencia como
alternativa promissora e eficiente aos fungicidas sintéticos no manejo de doencas

em plantas.
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4.2 Qualidade sanitaria de sementes de soja inoculadas com Colletotrichum

truncatum e tratadas com 6leo essencial de cravo-da-india

No ensaio 1, a técnica de aspersdo por 3 minutos resultou em menor
incidéncia do patogeno, quando comparado a testemunha e a técnica de imersao
por 9 minutos, ndo diferindo das demais (Tabela 3). Ja no ensaio 2, as técnicas de
imersao por 6 e 9 minutos diferiram da testemunha, apresentando menor incidéncia

do patégeno; ambas as técnicas nado diferiram dos demais tratamentos.

Tabela 3 - Incidéncia de Colletotrichum truncatum em sementes de soja
tratadas com 6leo essencial (OE) de cravo-da-india utilizando as

técnicas de imersao e aspersao.

Ensaio 1 Ensaio 2
TRATAMENTOS Incidéncia de C. truncatum Incidéncia de C. truncatum
arc senV(x/100)! %?2 arc senV(x/100)* %2

Testemunha 23,34 a 20,00 17,40 a 12,50
Imersdo em OE 3 min 17,02 abc 12,50 11,49 ab 9,50
Imersdo em OE 6 min 15,06 abc 10,50 6,34 b 4,00
Imersdo em OE 9 min 20,70 ab 16,00 4,09b 2,50
Aspersdo OE 1 min 14,53 abc 9,00 11,77 ab 7,50
Aspersado OE 2 min 11,47 bc 6,50 8,93 ab 6,00
Asperséo OE 3 min 7,37¢c 4,00 9,62 ab 5,50
F 4,16** 2,74*
C.V. (%) 75,50 116,19
dms (5%) 11,18 10,94

!.Dados transformados; 2-Dados originais; **- significativo a 1%; *- significativo a 5%. Médias
seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Embora os trabalhos sobre controle de fitopatdgenos com 6leos essenciais se
concentrem predominantemente nos efeitos in vitro, 0 emprego desses compostos in
vivo, incluindo o tratamento de sementes, vem sendo investigado.

O tratamento de sementes de feijdo com 6leo essencial de cravo-da-india na
concentracdo de 80 pL L™ foi eficaz no controle de Sclerotinia sclerotiorum, com
inibicdo total do seu desenvolvimento (Neves e Vieira, 2017). Para sementes de
soja, 0 tratamento com Oleo essencial de cravo-da-india, na dose de 1,6 mL L™,
reduziu significativamente a incidéncia de patégenos (Costa, 2023).

O tratamento de sementes de sorgo por imersdo durante 15 minutos em
solucdo de dleo essencial de alfavaca cravo nas concentragdes 0, 5, 10 e 15 yL/mL,
foi eficiente no controle de fitopatbgenos presentes nas sementes, mas, para

Curvularia spp., o principal fitopatégeno detectado, sé houve reducao significativa da
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incidéncia na maior concentracdo. No entanto, esta concentracdo prejudicou a
germinacao e o vigor das sementes, indicando um possivel efeito fitotéxico (Flavio et
al., 2014). Morais et al. (2008) realizaram o tratamento de sementes de feijao por
imersdo a 1 minuto em solu¢des com Oleos essenciais de capim-limdo (Cymbopogon
citratus e C. flexuosus), manjericdo e melaleuca, em um lote com incidéncia de
Penicillium spp., Aspergillus spp. e Cladosporium spp. € em outro lote, sem
patdgenos. Os autores verificaram que os dois 6leos de capim-limdo e o de
melaleuca controlaram Penicillium spp. e Aspergillus spp., mas nenhum tratamento
foi capaz de reduzir significativamente a incidéncia de Cladosporium. Além disso, o
6leo de C. citratus prejudicou a germinacdo das sementes no lote sem patdégenos,
enquanto os 6leos de C. flexuosus e de melaleuca reduziram a germinacéo no lote
de sementes infestadas.

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais estd relacionada as
substancias presentes em sua composicao, incluindo monoterpenos, terpendides e
compostos fendlicos. Diversos fatores interferem na qualidade dos 6leos essenciais,
cuja composicado pode variar com as condi¢cbes climéticas, tipo, idade e parte da
espécie vegetal, horario de coleta e preparacdo da matéria prima, entre outros
(Maia, Donato e Fraga, 2015). Desta forma, a atividade biolégica dos Oleos
essenciais pode variar. Além disso, ha que se considerar as carateristicas dos
préprios microrganismos alvos, possiveis interacdes e a técnica de aplicacdo dos
Oleos essenciais para que seu emprego no controle de fitopatdgenos seja bem
sucedido.

O potencial fungitoxico do Oleo essencial de cravo-da-india sobre C.
truncatum, atestado nos ensaios in vitro, e a redugdo da incidéncia deste fungo nas
sementes tratadas com este 6leo essencial, evidenciam a viabilidade do emprego
deste composto no controle deste patdgeno em sementes de milho.

E notavel a expansdo das pesquisas relacionadas ao uso de 6leos essenciais
para o controle de fitopatégenos. Entretanto, dependendo da concentracdo do Oleo
essencial utilizado e sua composi¢cdo, este pode afetar o desenvolvimento das
plantulas, apresentando efeito fitotoxico (Moura et al., 2017). Isso se da devido a
composicdo complexa e concentrada dos Oleos essenciais, que contribuem para
justificar seu efeito satisfatorio mesmo em baixas concentra¢cdes (Mesquita et al.,

2017). Por este motivo, é necessario definir a maneira mais adequada de se
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empregar o 6leo essencial para que os resultados de controle sejam satisfatérios

sem haver prejuizo ao potencial fisiolégico das sementes.

4.3 Qualidade fisiolégica de sementes de soja tratadas com 0Oleo essencial de

cravo-da-india por meio das técnicas de imersao e aspersao

Para a variavel vigor (primeira contagem de germinacdo), no ensaio 1 ndo
houve diferenca significativa entre a testemunha e demais tratamentos. Entretanto,
no ensaio 2, a testemunha apresentou a menor meédia de vigor, diferindo dos demais
tratamentos, com exceg¢ao ao tratamento de imersdo por 6 minutos (Tabela 4). A
germinacdo das sementes nao diferiu significativamente entre os tratamentos em

ambos 0s ensaios.

Tabela 4 — Vigor (Primeira contagem de germinagcdo - PCG) e germinacéo de
sementes de soja tratadas com 6leo essencial (OE) de cravo-da-

india utilizando as técnicas de imersao e aspersao.

Ensaio 1
PCG Germinagédo
TRATAMENTOS arc senV(x/100)! (%)? arc senv(x/100)* (%)?
Testemunha 69,32 a 86,50 74,01 a 90,75
Imersao em OE 3 min 65,29 a 82,25 71,05 a 89,25
Imersdo em OE 6 min 66,66 a 83,25 72,50 a 89,50
Imersdo em OE 9 min 71,31 a 89,50 74,92 a 92,75
Aspersdo OE 1 min 71,06 a 89,00 76,11 a 93,25
Aspersdo OE 2 min 72,31 a 90,50 76,38 a 94,25
Asperséo OE 3 min 71,48 a 89,75 73,25 a 91,50
F 2,35*% 0,94Ns
C.V. (%) 7,11 7,62
dms (5%) 7,61 8,67
Ensaio 2

TRATAMENTOS PCG Germinacdo

arc senV(x/100)! (%)? arc senv(x/100)! (%)?
Testemunha 53,22 ¢ 64,00 65,98 a 83,25
Imersao em OE 3 min 62,20 ab 78,00 70,96 a 87,75
Imersao em OE 6 min 58,91 bc 73,00 67,82 a 85,00
Imersdo em OE 9 min 65,39 ab 82,50 68,91 a 86,75
Aspersédo OE 1 min 68,21 a 85,75 71,71 a 89,50
Aspersdo OE 2 min 62,03 ab 77,75 73,04 a 91,25
Aspersdo OE 3 min 62,11 ab 77,75 71,78 a 89,50
F 9,15** 1,67Ns
C.V. (%) 7,21 7,90
dms (5%) 6,85 8,50

1-Dados transformados; 2-Dados originais; **- significativo a 1%; *- significativo a 5%; NS- ndo
significativo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).



44

Em ambos os ensaios, a porcentagem de germinacdo se manteve acima de
80%, o que atende as exigéncias do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) para a comercializacdo de sementes dessa espécie (Brasil,
2013). O fato de néo haver diferenca significativa na germinacdo das sementes
tratadas e a testemunha néo tratada demonstra que o 6leo essencial ndo afetou a
germinacdo. Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com aqueles
obtidos por Santos (2018), que observou que o tratamento de sementes de feijao
com Oleo essencial de cravo-da-india na dose de 0,25% né&o interferiu no vigor nem
na germinacdo das sementes. No entanto, o autor constatou que concentracdes
mais elevadas (0,50% e 0,75%) afetaram negativamente essas variaveis.

Para ser uma alternativa vidvel no controle de patégenos, o tratamento com
Oleos essenciais ndo pode prejudicar a germinacdo destas. Hillen et al. (2012)
testaram os Oleos essenciais de candeia, alecrim e palmarosa no tratamento de
sementes de soja, feijdo e milho, por meio de fumigacdo, e verificaram efeito
alelopético diferenciado dos 6leos na germinacdo das sementes. Nesse estudo, 0
6leo essencial de alecrim resultou nos menores percentuais de germinacao de feijao
e milho, enquanto o de palmarosa inibiu totalmente a germinacdo de sementes de
soja, indicando que, nas condi¢cBes testadas, esses 0leos essenciais nao seriam
boas opc¢des para o tratamento de sementes das respectivas culturas.

Lima e Villela (2017) testaram duas formas de aplicagdo dos 6leos essenciais
de alho e laranja no tratamento de sementes de trés cultivares de manjericao:
imersao direta das sementes na solugcédo por 1 minuto e pulverizacdo da solucdo em
papel filtro fixado na tampa do recipiente contendo as sementes, sem haver o
contato direto destas com os produtos. Os tratamentos foram realizados com as
concentracfes dos dois Oleos variando em 1% de 1 a 10% e ndo provocaram efeitos
negativos na germinacao das sementes. Os autores ressaltaram que, para algumas
concentragdes, a técnica de imersao resultou em germinacéo ligeiramente inferior ao
da técnica indireta, mas consideraram que esta ultima seria inviavel na pratica para
0s agricultores. Estudo prévio havia demonstrado que o extrato de alho e o 6leo
essencial de laranja a 10% controlam A. alternata (Lima et al., 2016), portanto, esses
produtos poderiam ser aplicados no tratamento de manjericdo para o controle de

Alternaria, sem prejuizos ao poder germinativo das sementes.



45

O tratamento de sementes de feijdo-fava com 6leos essenciais de copaiba,
cravo-da-india e manjericdo, a 1,0; 1,5 e 2,0 mL. L™, por meio da técnica de imersao
por 3 minutos, ndo influenciou no vigor e germinacdo das mesmas. No entanto, o
tratamento com Oleo essencial de cravo-da-india a 2 mL L™ reduziu
significativamente a emergéncia inicial, no indice de velocidade de emergéncia e no
desenvolvimento das plantulas comprometendo a qualidade fisiologica das
sementes (Gomes et al., 2016).

Oleos essenciais que contém eugenol como seu composto majoritario podem
apresentar toxicidade quando utilizados em altas concentracfes. Esse composto se
liga fortemente ao tanino por meio de pontes de hidrogénio, o que pode inibir a
germinacao das sementes (Oliveira et al., 2011). Por esse motivo, torna-se essencial
determinar uma dose segura para a utilizacdo do 6leo essencial, de forma a garantir
sua eficacia sem comprometer a qualidade fisiologica das sementes.

Para as variaveis comprimento de parte aérea e massa seca de plantulas, em
ambos os ensaios, ndo houve diferencga significativa entre os tratamentos (Tabela 5).
Em relacdo ao comprimento de raiz, no ensaio 1, a testemunha diferiu dos
tratamentos por imersdo 9 minutos e aspersdao 2 e 3 minutos, apresentando
resultado superior a estes. Ja no ensaio 2, para a mesma variavel, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 5).

O tratamento de sementes crioulas de milho com 6leos essenciais de alecrim
e cravo resultou em incremento no comprimento e na massa seca de plantulas,
enquanto os 6leos essenciais de citronela, liméo, olibano e lavanda provocaram
efeito negativo sobre essas variaveis (Dias et al., 2021). J4 o tratamento de
sementes de feijdo-fava com 6leo essencial de cravo-da-india (concentracdo de 2
mL. L1) e de manjericdo (1 mL. L) resultou na reducdo do comprimento de
plantulas e interferiu negativamente no vigor das sementes. Entretanto, em
concentragées menores (1 mL. Lt e 1,5 mL. L?), o 6éleo essencial de cravo-da-india

nao influenciou no comprimento de plantulas (Gomes et al., 2016).
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Tabela 5 — Comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR) e
peso de massa seca (PMS) de sementes de soja tratadas com 0leo

essencial (OE) de cravo-da-india utilizando as técnicas de imerséao e

asperséo.
Ensaio 1
TRATAMENTOS CPA CR PMS
(cm) (cm) (mg/plantula)
Testemunha 14,16 a 17,67 a 123,53 a
Imersdo em OE 3 min 13,11 a 16,90 ab 124,09 a
Imersdo em OE 6 min 12,15a 16,38 ab 11791 a
Imersdo em OE 9 min 11,94 a 15,67 b 127,81 a
Aspersdo OE 1 min 13,36 a 16,47 ab 120,96 a
Aspersdo OE 2 min 12,77 a 1552 b 118,16 a
Aspersado OE 3 min 12,98 a 15,63 b 119,84 a
Teste F 1,61Ns 4,91* 1,23Ns
CV.% 10,16 4,86 5,93
DMS (5%) 2,64 1,59 14,50
Ensaio 2
TRATAMENTOS CPA CR PMS
(cm) (cm) (mg/plantula)

Testemunha 11,09 a 17,40 a 118,24 a
Imersdo em OE 3 min 13,50 a 17,86 a 115,08 a
Imersdo em OE 6 min 1391 a 17,67 a 120,70 a
Imersdo em OE 9 min 13,05 a 16,93 a 117,59 a
Aspersdo OE 1 min 12,06 a 17,12 a 117,29 a
Aspersdo OE 2 min 1195a 17,28 a 119,24 a
Aspersdo OE 3 min 12,23 a 17,14 a 9,55 a
Teste F 2,29NS 0,94Ns 0,38Ns
CV.% 11,68 4,36 5,63
DMS (5%) 2,94 1,52 13,36

**. significativo a 1%; NS - ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Para as variaveis indice de velocidade de emergéncia (IVE) e emergéncia em
casa de vegetacdo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos em
ambos 0s ensaios, com excecdo do IVE, no ensaio 2, onde o tratamento asperséo
por 1 minuto diferiu dos tratamentos de imersé&o por 6 minutos e da testemunha,
resultando em médias superiores aos mesmos (Tabela 6).

O indice de velocidade de emergéncia auxilia na estimativa do vigor das
sementes ao demonstrar que quanto mais rapida for a emergéncia de plantulas,
maior o vigor das sementes. Dessa forma, as plantulas emergidas passam pelos
estadios iniciais de desenvolvimento mais rapido, permanecendo expostas a

condicdes adversas por um periodo menor (Luiz et al., 2017).
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Tabela 6 — indice de velocidade de emergéncia (IVE) e emergéncia de plantulas
provenientes de sementes de soja tratadas com 6leo essencial (OE)
de cravo-da-india utilizando as técnicas de imersédo e asperséo, em

casa de vegetacao.

Ensaio 1 Ensaio 2
TRATAMENTOS IVE Emergéncia (%) IVE Emergéncia (%)

Testemunha 6,87 a 87,5a 7,47Db 89,0a
Imersdo em OE 3 min 8,21 a 920a 8,58 ab 93,5a
Imersdo em OE 6 min 7,09 a 90,5 a 7,43 Db 86,0 a
Imersdo em OE 9 min 7,63 a 90,5a 7,97 ab 88,5 a
Aspersdo OE 1 min 8,76 a 94,5a 8,67 a 94,5 a
Aspersdo OE 2 min 8,52 a 93,0 a 7,96 ab 90,0 a
Aspersdo OE 3 min 8,03 a 93,0a 8,44 ab 89,5 a
Teste F 0,472Ns 0,754Ns 0,0067** 0,270Ns
C.V. (%) 18,30 6,69 6,18 5,56
DMS (5%) 3,31 14,08 1,14 11,52

**. Significativo a 1% de probabilidade; NS- N&o significativo. Médias seguidas pela mesma letra na
coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)

Sementes de arroz tratadas com extratos vegetais de cravo-da-india, alho e
gengibre apresentaram porcentagens de emergéncia de plantulas em solo
superiores a testemunha e semelhantes ao tratamento com fungicida. Além disso, 0s
mesmos extratos proporcionaram maiores indices de velocidade de emergéncia
(Silva et al., 2019).

O tratamento de sementes € uma etapa importante que ajuda a preservar a
qualidade fisiol6gica e sanitaria das sementes, fazendo-se necessaria a busca por
moléculas que agreguem neste processo. Os 06leos essenciais mostram-se como
uma alternativa promissora e eficiente no controle de fitopatdgenos, entretanto,
devida sua ampla gama de compostos, ha duavidas quanto a sua formulacéo,
dosagem e método de aplicacao.

Ao utilizar o método de aplicacao por imersédo, onde as sementes ficaram em
contato direto com o produto por um periodo maior, foram observados alguns danos
e rachaduras no tegumento da mesma, fato este que pode interferir negativamente
em sua qualidade fisiol6gica e favorecer a entrada de patdgenos. Por este motivo, e
diante dos resultados obtidos, adotou-se a técnica de asperséo por 1 minuto para a

realizacdo do experimento seguinte.
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4.4 Antagonismo de Trichoderma harzianum e Clonostachys rosea sobre o

fitopatégeno Colletotrichum truncatum

Os antagonistas T. harzianum e C. rosea inibiram o desenvolvimento de C.
truncatum em todos os tratamentos (Tabela 7), evidenciando, assim, potencial para
o controle deste patdgeno.

Os resultados corroboram os obtidos por Lohmann et al. (2022), que
observaram que varias espécies Trichoderma reduziram o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides, in vitro, constatando que o isolado de T. harzianum
proporcionou melhores resultados de controle em relagdo as demais espécies

antagonistas.

Tabela 7 — Crescimento in vitro do fitopatdgeno Colletotrichum truncatum na

presenca dos antagonistas Trichoderma harzianum e Clonostachys

rosea

Tratamentos Medianas?
C. truncatum 5,00 a
C. truncatum x T. harzianum (simultaneo) 1,00 b
C. truncatum x T. harzianum (48 horas) 2,00 b
C. truncatum x T. harzianum (72 horas) 150b
p-valor 0,02*

Tratamentos Medianas?
C. truncatum 5,00 a
C. truncatum x C. rosea (simultaneo) 3,00 b
C. truncatum x C. rosea (48 horas) 3,00b
C. truncatum x C. rosea (72 horas) 4,00 b
p-valor 0,007*

*- significativo a 5% de probabilidade; - Medianas atribuidas pela escala de Bell. Para cada
antagonista, medianas seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis (P>0,05).

Os resultados do presente trabalho se assemelham aos observados em
testes de pareamento de diferentes cepas de Trichoderma spp. para o controle in
vitro de Colletotrichum truncatum, em que o antagonista se sobrep0s a colonia do
patdgeno, ocupando toda a superficie da placa e inibindo seu crescimento (Farias,
Cruz e Duarte, 2020). Da mesma forma, a avaliacdo de 60 linhagens do género
Trichoderma revelou que todas apresentaram potencial efeito antagbnico contra o
fitopatogeno Colletotrichum musae, com alguns isolados demonstrando maior

eficiéncia do que outros (Barbosa et al., 2021).
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Espécies do género Trichoderma apresentam diferentes mecanismos de
acado, como antibiose, competicdo, parasitismo e inducdo de resisténcia. Por este
motivo, sdo capazes de competir por espaco e nutrientes, podendo-se, assim,
explicar a rapidez de seu crescimento micelial em relacdo ao fitopatogeno. Dessa
forma, devido a um tipo de estimulo proprio nessa disputa, Trichoderma spp. leva
vantagem sobre o patogeno, reduzindo seu crescimento e, consequentemente,
apresentando efeito antagbnico sobre o mesmo, sendo esta uma caracteristica
desejavel para o controle alternativo de doencas de plantas (Quevedo et al., 2022).

Diferentes mecanismos de acdo antagonica de Clonostachys rosea sobre
fungos fitopatogénicos foram relatados, sendo os principais o hiperparasitismo, a
inducdo de resisténcia e a competicdo, 0 que o torna um agente de controle ideal
(Saraiva et al., 2014). Por possuir um estilo de vida generalista, C. rosea apresenta
facilidade na competicdo por recursos e espaco, colonizando o meio antes do
patdogeno. Um exemplo é a capacidade de C. rosea de controlar doencas causadas
por Botrytis cinerea em diversas culturas, como morangueiro, framboesa e tomateiro.
Neste caso, por meio da competicdo por nutrientes, o antagonista se estabelece na
planta e inibe a germinacéo e o crescimento do fitopatégeno (Sutton et al., 1997).

Em estudos de prospeccado, foram obtidos quatro isolados de Clonostachys
rosea, 0s quais se mostraram eficientes no controle de Botrytis cinerea em folhas de
eucalipto e roseira (Nobre et al., 2005). Clonostachys rosea controlou Sclerotinia
sclerotiorum em teste de confronto direto, por meio de parasitismo e producéao de
metabdlitos secundarios, e, sob condicBes controladas, também foi eficiente no
controle de S. sclerotiorum em plantas de alface e soja (Rodriguez et al., 2011).

Em ensaios in vitro, foi observada a acdo parasitaria de Clonostachys rosea
sobre fungos do complexo de podrid&o radicular da ervilha, como Rhizoctonia solani,
Alternaria alternata e Fusarium oxysporum. Dessa forma, fica evidente que C. rosea
atua sobre diferentes fitopatdbgenos por meio da interacdo de distintos mecanismos
de acdo, sendo essa interacdo responsavel por sua eficiéncia como agente de
biocontrole (Xue, 2003).

4.5 Integracao de tratamentos alternativos em sementes de soja

No teste de sanidade das sementes, observou-se que todos os tratamentos
diferiram da testemunha quanto a incidéncia do fitopatégeno C. truncatum, exceto o

tratamento com oOleo essencial de cravo-da-india, que n&o apresentou diferenca
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significativa em relacdo a testemunha, assim como também néo diferiu dos demais
tratamentos (Tabela 8). Em relacdo a T. harzianum, o tratamento com OE + T.
harzianum apresentou maior incidéncia do antagonista, diferindo significativamente
dos demais tratamentos (Tabela 8). Quanto a incidéncia de C. rosea, o tratamento
gue apresentou maior incidéncia deste antagonista foi o de dleo essencial de cravo-
da-india, que nao diferiu da testemunha e apresentou diferenca significativa para os

demais tratamentos (Tabela 8).

Tabela 8 — Incidéncia de Colletotrichum truncatum, Trichoderma harzianum e
Clonostachys rosea em sementes de soja submetidas ao

tratamento com Gleo essencial (OE) de cravo-da-india, antagonistas

e fungicida.
Colletotrichum Trichoderma Clonostachys rosea
TRATAMENTOS truncatum (%) harzianum (%) (%)y
Testemunha 6,5a 05e 125a
OE cravo-da-india 3,0ab 0,0e 110a
OE + Trichoderma harzianum 0,5b 94,5 a 0,0c
OE + Clonostachys rosea 0,5b 10,0c 35Db
Trichoderma harzianum 0,0b 76,0b 0,0c
Clonostachys rosea 0,0b 6,5d 4,0 bc
Standak® Top 00b 0,0e 0,0c
p-valor 0,0001* 0,0001* 0,0001*

*- Significativo a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre
si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

Na literatura, € possivel encontrar diferentes resultados em relacdo a
eficiéncia dos oOleos essenciais no tratamento de sementes para o0 controle de
patdgenos em culturas distintas. O 6leo essencial de cravo foi eficiente no controle
de Aspergillus sp., Fusarium sp. e Cladosporium sp. em sementes de leucena (Olinto
et al., 2021). Da mesma forma, esse 6leo também apresentou eficiéncia no controle
de Fusarium spp., Penicillium spp. e Pestalotiopsis spp. em sementes de bracatinga
(Mimosa scabrella), enquanto o 6leo essencial de eucalipto-limédo ndo apresentou
resultados satisfatorios (Stanck et al., 2023). No tratamento de sementes de trigo, o
6leo essencial de capim-lim&o reduziu a incidéncia de fungos dos géneros Fusarium,
Alternaria e Penicillium, além da espécie Dreschelera tritici (Ticiane, 2013). J4 o 6leo
essencial de gengibre apresentou 75% de eficiéncia no controle de Cladosporium
sp., Rhizopus sp. e Fusarium spp. em sementes de soja (Gongalves, Matos e
Morais, 2009).
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Espécies dos géneros Trichoderma e Clonostachys sdo amplamente
empregadas em pesquisas, tanto em condi¢cbes controladas quanto a campo, como
estratégias de controle mais sustentaveis para diversos patdégenos causadores de
doencas de plantas (Santos et al., 2014). Clonostachys rosea reduziu a viabilidade
de esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja e feijdo, sendo
considerado um antagonista que apresenta potencial para o biocontrole de doencas
(Borel, 2014).

Com a utilizacdo do produto Trichodermil SC®, a base de Trichoderma
harzianum, foi observada uma reducédo de 33% na contaminacdo de sementes de
soja por Colletotrichum truncatum, enquanto o tratamento com o6leo essencial de
capim-camelo (Cymbopogon schoenanthus) resultou em uma reducéo de 24% na
incidéncia do patdégeno. De forma semelhante, para Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de feijdo, o tratamento com Trichodermil SC® também se destacou,
apresentando a menor incidéncia do patégeno (52%), quando comparado aos 68,5%
observados tanto na testemunha quanto no tratamento com 0leo essencial (Colli,
2022).

No tratamento de sementes de duas cultivares de feijdo com diferentes
espécies de Trichoderma, foi observado que o controle de Colletotrichum
lindemuthianum foi semelhante ao controle obtido no tratamento com fungicida,
evidenciando o potencial do controle biol6égico como uma alternativa promissora no
manejo da antracnose (Christmann, 2022).

Os tratamentos apresentaram diferencas significativas quanto a qualidade
fisiologica. Em relacdo a primeira contagem de germinacdo, 0s tratamentos
utilizando 6leo essencial isolado, C. rosea e fungicida apresentaram os melhores
resultados, ndo diferindo da testemunha (Tabela 9). Para a germinagdo, o0s
tratamentos com 6leo essencial e C. rosea, isolados e combinados e fungicida
resultaram nas melhores médias, ndo diferindo da testemunha. Em contrapartida, os
tratamentos compostos por OE + T. harzianum e T. harzianum isolado,
apresentaram resultados inferiores em relacdo aos demais e a testemunha, tanto
para primeira contagem de germinacao quanto para a germinacéo final (Tabela 9).

Diferentes estudos corroboram os resultados do presente trabalho. O 6leo
essencial de cravo nao interferiu negativamente na germinagcdo nem no vigor das

sementes de sementes crioulas de milho (Dias et al., 2021). Os 0Oleos essenciais de
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copaiba e cravo-da-india promoveram aumento no potencial germinativo das
sementes de feijao-fava (Gomes et al., 2016).

Por outro lado, o tratamento de sementes de milho com Oleo essencial de
cravo, na concentragao de 1,0 yL mL™, afetou negativamente a qualidade fisiol6gica
das sementes, enquanto o 6leo essencial de hortela, na concentracdo de 0,5 pL
mL~1, promoveu aumento na porcentagem de germinacgao, evidenciando que a agao
dos Oleos essenciais varia de acordo com sua composicdo quimica e a

concentracdo empregada (Gomes et al., 2023).

Tabela 9 — Primeira contagem de germinacao (PCG), germinacgédo, plantulas
anormais e sementes mortas de sementes de soja submetidas ao
tratamento com Oleo essencial (OE) de cravo-da-india,

antagonistas e fungicida.

TRATAMENTOS PCG (%)  Germinagdo (%) an?f‘ﬁ:‘;’;a(so ) jﬁ[?;snzoe/j’)
Testemunha 91,0a 96,0 a 20c 20b
OE cravo-da-india 85,0 a 96,0 a 40c 0,0c
OE + Trichoderma harzianum 23,0d 23,0c 73,0a 50a
OE + Clonostachys rosea 67,0b 89,0 a 70c 30b
Trichoderma harzianum 450c 530b 42, b 30b
Clonostachys rosea 85,0 a 94,0 a 40c 20b
Standak® Top 85,0 a 96,0 a 40c 10c
p-valor 0,0001* 0,001* 0,001* 0,003*

*- Significativo a 5% de probabilidade. Medianas seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

No tratamento de sementes de soja com produtos quimicos, biolégicos e
alternativos visando o controle de C. truncatum, Siqueira et al. (2024) verificaram
gue os tratamentos com carbendazim + thiram e 6leo essencial de cravo-da-india
resultaram nas melhores porcentagens de germinacdo (94,5% e 90,5%,
respectivamente). Em contrapartida, os produtos biolégicos resultaram em valores
inferiores, sendo o tratamento com T. harzianum semelhante a testemunha e a
associacdo de antagonistas (T. harzianum + Trichoderma asperellum + Bacillus
amyloliquefaciens) inferior. Estes resultados s&o semelhantes aos obtidos no

presente estudo.

Na microbiolizacdo de sementes de soja com 25 isolados de Trichoderma

Spp., nove isolados proporcionaram maiores porcentagens de germinagdo, com
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diferenca significativa em relacdo a testemunha, enquanto quatro isolados

proporcionaram as menores meédias de germinacao (Kraemer, 2022).

Sabe-se que o tratamento de sementes com microrganismos de biocontrole,
por empregar seres vivos, pode gerar diferentes respostas e, eventualmente,
provocar danos a germinacdo. A acdo de Trichoderma spp. estd associada a
diversos efeitos, destacando-se a assimilagdo de nutrientes, desenvolvimento
vigoroso do sistema radicular e mecanismos de acdo como a inducdo de resisténcia
e a producao de fitohormonios reguladores de crescimento (Kraemer, 2022). Sendo
assim, a resposta para a promog¢ado de germinacao de sementes por isolados de
Trichoderma spp. ndo estd associada apenas ao controle direto dos patdgenos
(Lucon, 2009).

Embora o estimulo ao desenvolvimento do antagonista seja benéfico para o
controle do patdgeno, este pode resultar em uma interacdo mais agressiva com as
sementes, refletindo negativamente na qualidade fisiolégica. Por este motivo, o
efeito do 6leo essencial sobre o antagonista deve ser analisado cuidadosamente, o
que torna necessaria a realizacdo de estudos adicionais para investigar os impactos

dessa interacao.

Em relacdo as plantulas anormais e as sementes mortas, o tratamento OE +
T. harzianum diferiu dos demais, resultando em maior porcentagem para ambas as
variaveis (Tabela 9). Determinadas espécies de Trichoderma podem ocasionar o
apodrecimento de sementes de tomate quando estas entram em contato com o
fungo em ambientes com alta umidade, favorecendo seu crescimento sobre as

sementes e deteriorando as mesmas (Montalvao et al., 2020).

Os efeitos negativos sobre a qualidade fisiolégica de sementes séo,
basicamente, demonstrados por meio da redugcao na porcentagem de germinacao e
o0 aumento de plantulas anormais e sementes mortas (Toledo et al., 2020). Sendo
assim, é possivel inferir que a combinacdo do 6leo essencial de cravo-da-india com
0 antagonista T. harzianum comprometeu a qualidade fisiologica das sementes de
soja, nas condi¢des em que foi conduzido o presente estudo. E possivel, ainda, que
0 Oleo essencial tenha potencializado o efeito do Trichoderma, intensificando a acéo

negativa sobre o desempenho fisiolégico das sementes.

Para as variaveis comprimento de parte aérea e raiz, 0s tratamentos com

6leo essencial de cravo-da-india e fungicida apresentaram as melhores médias,
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diferindo significativamente dos demais tratamentos e da testemunha (Tabela 10).
Em relacdo ao peso de massa seca de plantulas, ndo houve diferenca significativa

entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 10).

Corroborando o presente estudo, foi observado um incremento no
comprimento da parte aérea de plantulas provenientes de sementes de soja tratadas
com Oleo essencial de cravo-da-india, cujas médias foram superiores as da
testemunha e estatisticamente semelhantes as dos tratamentos com produtos

guimicos (Siqueira et al., 2024).

Tabela 10 — Comprimento de parte aérea (CPA) e de raiz (CRA) e peso de
massa seca (PMS) de plantulas de soja submetidas ao tratamento
de sementes com O6leo essencial (OE) de cravo-da-india,

antagonistas e fungicida.

TRATAMENTOS CPA (cm) CRA (cm) PMS (mg/plantula)
Testemunha 12,16 b 16,53 b 0,125 a
OE cravo-da-india 14,52 a 20,68 a 0,119 a
OE + Trichoderma harzianum 6,83 d 11,25d 0,123 a
OE + Clonostachys rosea 10,46 bc 14,43 ¢ 0,117 a
Trichoderma harzianum 6,33 d 13,60 ¢ 0,128 a
Clonostachys rosea 8,37 cd 14,06 c 0,120 a
Standak® Top 16,67 a 20,06 a 0,120 a
p-valor 0,0001* 0,0001* 0,795NS

*- significativo a 5% de probabilidade; NS- nédo significativo. Medianas seguidas pela mesma letra na
coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

O tratamento de sementes de leucena com diferentes 6leos essenciais
resultou em aumento do crescimento radicular das plantulas quando utilizados os
Oleos essenciais de sementes de uva e cravo, superando, inclusive, o desempenho
observado no tratamento com fungicida (Olinto et al., 2021).

A aplicacdo de produtos biolégicos a base de Trichoderma harzianum,
Bacillus spp. e Coniothyrium minitans no tratamento de sementes de soja para o
controle de Rhizoctonia solani resultou em menor desenvolvimento das plantulas
guando utilizado T. harzianum, apresentando as menores médias de comprimento
da parte aérea e das raizes, sem diferenca estatistica em relacdo ao tratamento com
C. minitans. Além disso, os tratamentos com T. harzianum mostraram-se ineficazes
no controle do patégeno e, comparados a testemunha inoculada, comprometeram o

desenvolvimento das plantulas (Les et al., 2020).
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5 CONCLUSOES

Nas condigcdes em que os experimentos foram conduzidos, pode-se concluir
que:

a) O Oleo essencial de cravo-da-india é eficiente na inibicdo do desenvolvimento
in vitro de Colletotrichum truncatum a partir da concentracao 0,10%.

b) A técnica de aspersdo promoveu menos danos fisicos as sementes de soja
em comparacao a imersao, sendo, portanto, considerada a mais adequada.

c) Os antagonistas Trichoderma harzianum e Clonostachys rosea controlaram,
in vitro, o patdgeno Colletotrichum truncatum.

d) A integracdo do Oleo essencial com esses antagonistas foi eficaz no controle
de Colletotrichum truncatum nas sementes, embora a associacdo com
Trichoderma harzianum tenha prejudicado a qualidade fisiolégica das
sementes, indicando a necessidade de ajustes na aplicacdo, uma vez que
esse antagonista geralmente promove controle eficiente e melhorias na

qualidade fisiologica das sementes tratadas.
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