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RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo principal, avaliar o potencial do uso do 6leo essencial de Aloysia
citriodora na inducéo de resisténcia em plantulas de beterraba ao tombamento causado por Fusarium sp. O trabalho foi
realizado por meio do tratamento das sementes com concentragfes (0,0625%; 0,125% e 0,25%) do 6leo essencial de A.
citriodora em 4agua destilada mais espalhante adesivo Tween 80® (0,5%) e o tratamento testemunha (4gua destilada mais
espalhante adesivo Tween 80® a 0,5%). As sementes, apés tratadas com o 6leo essencial, foram semeadas em substrato
inoculado com Fusarium sp. Avaliou-se ap6s 14 dias de implantagdo do experimento: a porcentagem de emergéncia aos 4 e 14
dias; a incidéncia de tombamentos de plantulas de pos-emergéncia; a massa verde; o comprimento de plantulas e analises
bioguimicas dos tecidos vegetais (teor de proteinas totais, atividade enzimatica de peroxidases, fenilalanina aménia-liase, B-
1,3-glucanases e quitinases). Os resultados obtidos permitiram concluir que o 6leo essencial desta planta aplicado nas
sementes, diminuiu o tombamento causado por Fusarium sp. e induziu mecanismos bioquimicos de resisténcia, pelo aumento
da atividade enzimatica de peroxidases.

Palavras-chave: Beta vulgaris L., fitopatologia, plantas medicinais, Verbenaceae.

INDUCTION OF RESISTANCE AGAINST DAMPING OFF CAUSED BY Fusarium sp. IN
BEET SEEDLINGS, BY SEED TREATMENT WITH ESSENTIAL OIL OF Aloysia
citriodora Palau

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the potential of essential oil of Aloysia citriodora in the induction of resistance in
beet seedlings against damping off caused by Fusarium sp. The work was carried out by treating the seeds with concentrations
(0.0625%; 0.125% and 0.25%) of essential oil of A. citriodora in distilled water plus surfactant Tween 80® (0.5%) and control
treatment (distilled water plus surfactant Tween 80® 0.5%). The seeds after treated with essential oil were sown in substrate
inoculated with Fusarium sp. It was evaluated after 14 days of sowning: the percentage of emergency at 4 and 14 days; the
incidence of post-emergence damping off; green mass; the length of seedlings and biochemistry of plant tissues (total protein
content, enzymatic activity of peroxidases, phenylalanine ammonia lyase, 3-1.3-glucanases and chitinases). The results showed
that the essential oil of this plant applied on seeds reduced the damping off caused by Fusarium sp. and induced biochemical
plant defense mechanisms, by increasing the activity of peroxidases.

Key words: Beta vulgaris L., phytopathology, medicinal plants, Verbenaceae.

INTRODUCAO

Diversas doencas podem afetar a cultura da
beterraba, entre elas o damping off, caracterizado por
lesbes deprimidas nos tecidos vegetais, que provocam o
fendilhamento ou constricdo do caule, podendo levar ao
tombamento da plantula (MAZARO et al., 2009).

O tombamento de plantulas em beterraba a campo
geralmente aparece em reboleiras e pode ser causado por
espécies de fungo do género Fusarium, com maior ou

menor intensidade, dependendo dos seguintes fatores:
histérico de cultivo da area, m& drenagem e compactacdo
do solo, alta umidade do solo, altas densidades de plantio,
cultivos sucessivos e temperaturas entre 15 e 25 °C
(TIVELLI et al., 2011).

Devido ao fato de ndo existirem variedades
resistentes para o controle de tombamento de plantulas,
devem-se tomar medidas que promovam 0 seu rapido
desenvolvimento, uso de rotacdo de culturas, evitar altas
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densidades de plantio, drenagem do solo e o tratamento
térmico, biolégico e quimico de sementes (BEDENDO,
2011), sendo este Gltimo uma das principais medidas
utilizadas.

Entretanto, com relacdo ao uso de agroquimicos, a
sociedade tem demandado produtos organicos isentos de
pesticidas, buscando melhor qualidade alimentar (NEVES;
NEVES, 2007). Além disso, 0 uso intensivo e
indiscriminado de agroquimicos tem causado diversos
problemas no ambiente, como por exemplo, contaminagdo
de &gua, solos e animais; intoxicacdo de agricultores;
eliminacdo de microrganismos benéficos e o surgimento
de resisténcia em fitopatdgenos, insetos e plantas daninhas
(SCHWAN-ESTRADA, 2009).

Neste sentido, as plantas medicinais podem ser
exploradas na obtencdo de pesticidas naturais, pelo uso de
seus extratos brutos e/ou dleos essenciais (MORAIS,
2009). O potencial do uso de plantas medicinais no
controle de fitopatdgenos é relatado tanto por sua acdo
fungitéxica direta (inibindo o crescimento micelial e
germinacdo de esporos), quanto pela inducdo de
componentes de defesa vegetal, evidenciando seu carater
elicitor (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). Smith (1996)
define elicitores como moléculas de qualquer origem, quer
sejam bidticas ou abidticas, capazes de estimular respostas
de defesa nas plantas.

A erva-luisa (Aloysia citriodora Palau), é um
arbusto grande, da familia VVerbenaceae, muito ramificado,
ereto, com aroma de citral, de 2 a 3 m de altura, nativo da
América do Sul, provavelmente do Chile. Esta espécie é
cultivada em jardins e hortas domésticas nos estados do sul
do Brasil, com finalidade medicinal e ocasionalmente
como condimentar (LORENZI, 2008).

Diversos componentes estdo presentes no 6leo
essencial extraido de suas folhas, como por exemplo, 0
citral (ALI et al., 2011), geranial, neral e o limoneno
(ARGYROPOULOU et al., 2007). Trabalhos in vitro t&ém
relatado seu potencial antibacteriano (OHNO et al., 2003;
SARTORATTO et al., 2004; DUARTE et al., 2007; ALI
et al, 2011), antimicrobiano aos protozoarios
Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas e
Leishmania chagasi, causador da leishmaniose
(ESCOBAR et al., 2010). Também possui potencial
antifingico a Candida albicans, levedura causadora de
candidiase (DUARTE et al., 2005; ALI et al., 2011), a
Fusarium verticilioides, agente causal de podriddes
radiculares, do colmo, espigas e morte de plantulas em
milho (LOPEZ et al., 2004), aos patogenos de pds-colheita
em frutos, Colletotrichum gloeosporioides isolado de
manga e abacate, Penicillium digitatum isolado de frutos
de cactos, Botrytis cinerea de uvas e Alternaria citrii de
citros (COMBRINCK et al., 2011) e a Moniliophthora
roreri agente causal de moniliose em frutos de cacau
(LOZADA et al., 2012).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia do tratamento de sementes de beterraba com
6leo essencial de Aloysia citriodora, na inducdo de
mecanismos biogquimicos de resisténcia e no controle do
tombamento de plantulas causado por Fusarium sp.
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MATERIAL E METODOS

O oleo essencial foi extraido por hidrodestilagdo
(modelo Clevenger) de folhas de plantas de Aloysia
citriodora Palau (Verbenaceae) cultivadas na Horta do
campus Dois Vizinhos da UTFPR, por meio de
metodologia descrita por Paulus et al. (2013) para a
espécie. Na coleta, a qual foi realizada no més de maio, as
plantas encontravam-se em estadio vegetativo, com cerca
de 30 a 50 cm de altura, sendo realizada no inicio da
manha. Uma exsicata da espécie foi coletada e depositada
no Herbario Botanico do campus Dois Vizinhos da
UTFPR, onde foi realizada a identificacdo taxondmica
pelo curador do herbario, sendo que o cédigo do depdsito
foi registrado sob o nimero DVPR 842.

O trabalho foi realizado na Cémara de
Crescimento do Laboratério de Fitossanidade do campus
Dois Vizinhos da UTFPR. As sementes de beterraba foram
tratadas com concentracbes de Oleo essencial de A.
citriodora (0,0625%; 0,125% e 0,250%) em agua destilada
mais espalhante adesivo Tween 80® (0,5%) e a testemunha
em 4gua destilada mais espalhante adesivo Tween 80
(0,5%), em delineamento inteiramente ao acaso, com cinco
repeticdes.

As unidades experimentais constituiram-se de
bandejas de isopor, com dimensdo de 70 x 40 x 6 cm
(comprimento x largura x profundidade). Estas possuiam
cem células cada, com dimensdo de 35 x 35 mm na parte
superior e 10 x 10 mm na cavidade inferior e altura de 60
mm. Cada célula recebeu substrato inoculado com micélio
de Fusarium sp. e uma semente de beterraba.

As sementes de Dbeterraba utilizadas no
experimento foram procedentes da empresa produtora
ISLA Sementes. Utilizou-se a cv. Maravilha, produzida na
safra 2014. O poder germinativo das sementes era de 98%
e a pureza 99,9%. As sementes passaram por
beneficiamenteo pés-colheita da empresa produtora, mas
ndo receberam tratamento quimico.

As sementes foram desinfestadas por 5 min, com
imersdo em solucéo de agua destilada com hipoclorito de
sodio a 5%. Apos a desinfestacdo, as sementes foram
lavadas em agua destilada e imersas novamente por mais 1
h em agua destilada e por fim, novamente lavadas e postas
para secar, com o0 objetivo de eliminar substancias
inibidoras presentes no pericarpo dos frutos ou no
tegumento das sementes (LOPES; NASCIMENTO, 2012).

Decorrido o tempo para a quebra de dorméncia, as
sementes de beterraba foram retiradas da imersdo e
colocadas em papel absorvente para secagem. Os
tratamentos foram aplicados nas sementes apds secas, em
embalagens plasticas transparentes, até obtencdo de
mistura uniforme. Utilizou-se 10 mL de cada tratamento,
para tratar cada repeticdo de 100 sementes. Utilizou-se
como substrato nas células das bandejas, composto para
horticultura da marca Tecnomax®, contendo como
componentes principais: casca de pinus, casca de arroz
carbonizada, carvdo vegetal e vermiculita, compostadas e
carbonizadas. O substrato recebeu desinfeccdo prévia antes
de receber o indculo do patégeno, por meio de
esterilizagdo em autoclave por 40 min a 120 °C, adaptando
metodologia de Freddo et al. (2012).
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O indculo de Fusarium sp. foi produzido em
grdos de trigo autoclavado a 120 °C por 1 h, em
embalagens plasticas (polietileno de alta densidade),
contendo meio quilo do grdo. As embalagens com o trigo e
0 patégeno foram acondicionadas em camara de
crescimento a 24 °C = 1 °C e fotoperiodo de 12 h por 60
dias, quando o fungo havia colonizado por completo o
substrato.

Desta forma, os grdos de trigo miceliados, como
fonte de inéculo do patégeno, foram misturados ao
substrato autoclavado, na quantidade de 20 g Kg™. O
substrato, assim inoculado com o patégeno, foi
acondicionado nas bandejas de isopor, sendo deixado por
10 dias antes da semeadura da beterraba, em Cémara de
Crescimento, a temperatura de 25 °C + 2 °C e 65% * 10%
de umidade relativa. Neste periodo foram realizadas
também, irrigacdes diarias, mantendo a umidade do
substrato, com a finalidade de adaptar o patégeno ao
maximo as condigdes do experimento.

Logo apos terem sido tratadas as sementes com o
6leo essencial procedeu-se a semeadura das mesmas nas
bandejas com o substrato infestado. O substrato entdo foi
umedecido e colocado na Cé&mara de Crescimento, a
temperatura de 25 °C + 2 °C e 65% = 10% de umidade
relativa, por 14 dias. Sempre que necessario, as bandejas
foram umedecidas para evitar a dessecacao do substrato.

Duas avaliagbes foram realizadas, seguindo a
metodologia descrita na Regra de Analise de Sementes -
RAS (BRASIL, 2009), sendo a primeira aos quatro dias e a
segunda, aos 14 dias apds a implantacdo dos testes. Aos
quatro dias, realizou-se a contagem de sementes
emergidas, sendo 0s resultados expressos em porcentagem
de emergéncia.

Na segunda avaliacdo, realizou-se a contagem de
sementes emergidas e a incidéncia de plantulas com
tombamento de p6s-emergéncia. Apos, as plantulas foram
retiradas com cuidado das células, evitando a sua quebra,
lavadas em &gua corrente e dispostas sobre papel
absorvente para secagem. Em seguida, procedeu-se a
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mensuracao do seu comprimento em centimetros em papel
milimetrado e a pesagem em balanga analitica para obter a
massa fresca em gramas. Os resultados das avaliacdes
realizadas aos 14 dias foram expressos em porcentagem de
emergéncia, incidéncia de tombamentos de plantulas em
p6s-emergéncia, comprimento (cm) médio de plantulas e
massa fresca (g) média por plantula.

Aos 14 dias foi coletado material vegetal de
folhas e raizes, oriundos das plantulas de beterraba, para
avaliacdes bioquimicas. As folhas e raizes foram entéo
lavadas, picadas, embaladas em papel aluminio e
armazenadas em freezer a -20 °C. As avaliagdes
bioquimicas realizadas, bem como métodos utilizados,
foram os seguintes: teor de proteinas totais (BRADFORD,
1976); atividade enzimatica de peroxidases (MATSUNO;
URITANI, 1972); fenilalanina aménia-liase (FAL)
(HYODO et al., 1978; RODRIGUES et al., 2006); p-1,3-
glucanases e quitinases (GUZZO et al., 1996).

Os resultados obtidos nos experimentos foram
entdo submetidos a analise estatistica. Primeiramente
verificou-se 0 atendimento da pressuposi¢cdo do modelo
matematico, por meio de teste de normalidade, com o
Teste de Lilliefors. Os dados com distribuicdo normal
foram submetidos assim, a anélise de variancia e analise de
regressdo, quando necessario. Para os dados que ndo
possuiam distribuicdo normal verificou-se a possibilidade
de sua transformacdo para nova analise de variancia. Na
impossibilidade de avaliar com os dados transformados,
procedeu-se a comparacdo entre os tratamentos, pelo
desvio padrdo da média. Utilizou-se o software Assistat
Versdo 7.5 beta (SILVA; AZEVEDO, 2010) no auxilio da
realizagdo das analises estatisticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste em substrato contaminado com inéculo
de Fusarium sp., a porcentagem de emergéncia aos quatro
e 14 dias, ndo foi influenciada significativamente pelo
tratamento das sementes com Oleo essencial de A.
citriodora (Figura 1).
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FIGURA 1 — Porcentagem de emergéncia de plantulas de beterraba cv. Maravilha aos quatro e 14 dias, em substrato inoculado
com Fusarium sp., com as sementes tratadas com concentragdes de 6leo essencial de Aloysia citriodora, incubadas em camara
de germinacdo a 25 °C + 1 °C e umidade relativa de 65% * 10% por 14 dias, fotoperiodo de 12 horas.
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As demais varidveis avaliadas nas plantulas de
beterraba, massa verde e comprimento médio, também néo
foram influenciadas significativamente pela aplicacdo de
6leo essencial nas sementes (Figura 2).
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No entanto, o aumento da concentragdo do 6leo
essencial aplicado as sementes foi favoravel, pois reduziu
de forma significativa o tombamento de p6s-emergéncia
(Figura 3), ou seja, 0 seu uso proporcionou as plantas
protecdo contra o patdgeno presente no substrato.
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FIGURA 2 — Massa verde (A) e comprimento de plantulas (B) de beterraba cv. Maravilha, em substrato inoculado com
Fusarium sp., com as sementes tratadas com concentragdes de 0leo essencial de Aloysia citriodora, incubadas em cdmara de
germinacdo a 25 °C + 1 °C e umidade relativa de 65% + 10% por 14 dias, fotoperiodo de 12 horas.
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FIGURA 3 — Incidéncia de tombamentos de pds-emergéncia de plantulas de beterraba cv. Maravilha, em substrato inoculado
com Fusarium sp., com as sementes tratadas com concentracfes de 6leo essencial de Aloysia citriodora, incubadas em cadmara
de germinacdo a 25 °C + 1 °C e umidade relativa de 65% + 10%, fotoperiodo de 12 horas, por 14 dias.

A reducdo dos tombamentos de pos-emergéncia
foi significativa de forma linear decrescente com o
aumento da concentracdo do 6leo essencial aplicado as
sementes. A cada 0,0625% no aumento na concentracdo do

6leo essencial de A. citriodora aplicado nas sementes de
beterraba, observou-se reducdo de 18% nos tombamentos
de pds-emergéncia das plantulas (Figura 3).
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O oleo essencial aplicado as sementes pode ter
efeito direto no controle do patogeno (Fusarium sp.)
inoculado no substrato, pois o potencial do mesmo é
relatado  como antifingico a diversos  fungos
fitopatogénicos em testes in vitro, como por exemplo a
Fusarium verticilioides (LOPEZ et al., 2004),
Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium digitatum,
Botrytis cinerea, Alternaria citrii (COMBRINCK et al.,
2011) e a Moniliophthora roreri (LOZADA et al., 2012).

Entretanto, o controle do tombamento pode ser
explicado também pela inducdo de mecanismos
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bioguimicos de resisténcia nas plantulas de beterraba,
cujas sementes foram tratadas com este dleo essencial.
Observou-se 14 dias ap6s a aplicacdo do tratamento das
sementes, aumento da atividade enzimatica de peroxidases
nos tecidos vegetais, de forma linear crescente, com o
aumento da concentracdo do 6leo essencial aplicado as
sementes (Figura 4). Para as demais variaveis bioquimicas
avaliadas (teor de proteinas totais, FAL, quitinases e B-1,3-
glucanases), ndo houve efeito significativo nos tecidos
vegetais de plantulas de beterraba com a aplicagdo do dleo
essencial de A. citriodora (Figura 4).
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FIGURA 4 — Teor de proteinas totais (A), atividade enzimatica de peroxidases (B), fenilalanina amdnia-liase (FAL) (C),
quitinases (D) e B-1,3-glucanases (E) de pléantulas de beterraba cv. Maravilha, em substrato inoculado com Fusarium sp., com
as sementes tratadas com concentra¢des de 6leo essencial de Aloysia citriodora, incubadas em cAmara de germinagdo a 25 °C +
1 °C e umidade relativa de 65% + 10%, fotoperiodo de 12 horas, por 14 dias.

O aumento da atividade enzimatica de
peroxidases em beterraba é relatada na literatura por
Felipini  (2011), onde o autor obteve resultados
significativos na cultura, pela aplicacdo foliar dos
indutores acibenzolar-S-metil e quitosana. Bargabus et al.
(2002) também constataram significativo efeito na
atividade desta enzima, pela aplicacdo foliar de
acibenzolar-S-metil e do indutor biolégico Bacillus
mycoides. Assim como Bargabus et al. (2004), os quais

constataram efeito significativo nesta variavel analisada
pela aplicacdo foliar do indutor bioldgico Bacillus pumilus.

Uma das respostas mais rapidas de defesa vegetal
ap6s o reconhecimento do patégeno é a formagdo de
espécies ativas de oxigénio, que atuam reforcando a parede
celular, pela ligagéo cruzada de proteinas estruturais ou de
componentes fenolicos, formando uma barreira mecénica
efetiva e também de forma direta como agente
antimicrobiano (RESENDE et al., 2003). Além de
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participar ativamente no controle de fitopatdgenos, as
peroxidases, de acordo com Pinto et al. (2011), podem
atuar em vias de sinalizacdo de rotas de defesa vegetal.

As demais varidveis bioquimicas avaliadas (teor
de proteinas, FAL, quitinases e f3-1,3-glucanases) podem
ndo ter suas atividades evidenciadas, devido ao fato das
avaliacdes terem sido realizadas apenas aos 14 dias ap6s a
aplicacdo do 6leo essencial nas sementes. Isto ressalta a
importancia de se realizar maior nimero de andlises, ou
seja, antes dos 14 dias, como foi avaliado neste
experimento.

Os componentes do Oleo essencial de A.
citriodora com provavel efeito fungitéxico ao patdégeno
Fusarium sp. testado neste trabalho, sdo o citral e o
limoneno, que sdo relatados por Paulus et al. (2013), como
componentes majoritarios do 6leo essencial desta planta.

CONCLUSOES

O uso do Oleo essencial de Aloysia citriodora
demonstra  resultados  promissores, controlando o
tombamento de pléntulas de beterraba causados por
Fusarium sp., pelo tratamento das sementes com 0 mesmo.
Além disso, elicitou mecanismos bioquimicos de defesa
vegetal, comprovado pelo aumento da atividade
enzimética de peroxidases, o que pode ter corroborado
com a reducdo do tombamento das plantulas de beterraba.
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