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RESUMO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco, ¢ um dos principais fitopatégenos
de importancia agricola, responsavel por perdas expressivas na producao de diversas culturas.
Através deste estudo, objetivou-se avaliar a atividade antifungica in vitro de 6leos essenciais,
extrato vegetal e cultivo celular ativo de microalga sobre o crescimento micelial de S.
sclerotiorum. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
5x5, com cinco repeti¢des. Foram avaliados os 6leos essenciais de breu branco (Protium
heptaphyllum), vetiver (Chrysopogon zizanioides), orégano (Origanum vulgare), extrato
vegetal de orégano (Origanum vulgare) e microalga Chlorella vulgaris. As concentragdes
avaliadas foram de 0, 100, 200, 400 e 800 ppm para os 6leos essenciais; 0, 1.000, 2.000, 4.000
e 8.000 ppm para o extrato vegetal; e propor¢des por dilui¢do seriada de 0, 1:16, 1:8, 1:4 ¢ 1:2
para microalga. Foi utilizado Batata-Dextrose-Agar (BDA) como meio de cultura para a
conduc¢do dos bioensaios, sendo realizadas avaliagdes apos 24, 48 e 72 horas da repicagem. A
atividade antifingica foi determinada por meio da mensuragao do crescimento micelial das
colonias. Foram observadas diferencgas significativas entre os tratamentos em todos os periodos
avaliados. Conclui-se que o 6leo essencial de orégano apresentou elevado potencial para o
controle alternativo de S. sclerotiorum, constituindo alternativa promissora para o manejo

sustentavel desse fitopatdgeno.

PALAVRAS-CHAVE: bioinsumo, atividade antifungica, Sclerotinia sclerotiorum



11

ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum, the causal agent of white mold, is one of the most important
phytopathogenic fungi in agriculture, responsible for significant yield losses in several crops.
This study aimed to evaluate the in vitro antifungal activity of essential oils, plant extract, and
active microalgal cell culture on the mycelial growth of S. sclerotiorum. The experiment was
conducted in a completely randomized design using a 5 x 5 factorial arrangement with five
replications. The evaluated treatments included essential oils of breu branco (Protium
heptaphyllum), vetiver (Chrysopogon zizanioides), oregano (Origanum vulgare), oregano plant
extract (Origanum vulgare), and the microalga Chlorella vulgaris. Concentrations of 0, 100,
200, 400, and 800 ppm were tested for essential oils; 0, 1,000, 2,000, 4,000, and 8,000 ppm for
the plant extract; and serial dilution ratios of 0, 1:16, 1:8, 1:4, and 1:2 for the microalga
treatment. Potato Dextrose Agar (PDA) was used as the culture medium for bioassays, and
evaluations were performed at 24, 48, and 72 hours after inoculation. Antifungal activity was
determined by measuring colony mycelial growth. The results showed significant differences
among treatments across all evaluation periods. It was concluded that oregano essential oil
exhibited high potential for the alternative control of S. sclerotiorum, representing a promising

strategy for the sustainable management of this phytopathogen.

KEY WORDS: bio-input, antifungal activity, Sclerotinia sclerotiorum.
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1. INTRODUCAO

A doenca conhecida como mofo branco ¢ denominada desta forma em decorréncia das
caracteristicas fisicas atribuidas pelos sinais e sintomas externos que incutem as plantas, assim
que sao infectadas pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Um fitopatogeno de
grande importancia agrondmica e de ocorréncia global (Hossain et al., 2023), sendo
amplamente reconhecido no contexto da fitopatologia como um fungo necrotréfico, polifago e
cosmopolita. Sua relevancia decorre do acentuado potencial de agressividade, da expressiva
capacidade de sobrevivéncia no solo e do amplo espectro de plantas hospedeiras que ¢ capaz
de infectar, ultrapassando o quantitativo de 400 espécies vegetais, distribuidas entre diferentes
familias botanicas, incluindo culturas de grande importancia econdmica, como soja, feijado,
algodao, tomate, girassol e alface (Boland; Hall, 1994; Hossain et al., 2023; Shang et al., 2024).

A sintomatologia do mofo branco ¢ composta pela formagao de lesdes encharcadas, de
coloracdo bege/marrom e consisténcia amolecida, encobertas por micélio branco, com aspecto
felpudo, semelhante a algodao (Leite, 2005). O ciclo de vida estd diretamente relacionado a
formacdo e germinagdo de esclerodios, que sdo estruturas de resisténcia compostas por hifas
aglomeradas e melanizadas, responsaveis pela sobrevivéncia e disseminacdo do fungo no
ambiente. Os esclerodios podem permanecer vidveis no solo por varios anos, mesmo na
auséncia de hospedeiros suscetiveis, constituindo-se de um importante mecanismo de
persisténcia nas areas agricolas infestadas (Adams; Ayers, 1979; Leite, 2005).

A germinacao dos esclerodios pode ocorrer de forma miceliogénica, com emissao direta
de hifas capazes de infectar tecidos vegetais, ou carpogénica, considerada epidemiologicamente
mais relevante, na qual, ocorre a formac¢do de apotécios responsaveis pela produgdo e liberacao
de ascosporos (Bolton; Thomma; Nelson, 2006). Os ascosporos sao disseminados
principalmente pelo vento e a infec¢ao ocorre, geralmente, em tecidos senescentes ou feridos,
sob condi¢des de elevada umidade e temperaturas entre 15 °C e 25 °C (Adams; Ayers, 1979;
Hossain et al., 2023). Apos a colonizagdo dos tecidos vegetais, o fungo desenvolve o micélio
branco caracteristico da doenga e, ao final do ciclo, novos esclerddios sdao formados e retornam
ao solo apos a decomposi¢ao do material vegetal infectado, perpetuando o ciclo da doenga em
safras subsequentes.

No contexto global, esse fitopatdogeno se destaca como um dos principais fatores
limitantes a produtividade em areas produtoras de soja, sendo reconhecido como a segunda
causa mais relevante da redugdo na producdo mundial deste grdo. (Savary et al., 2019). Os

prejuizos decorrem ndo apenas da morte precoce das plantas e da redu¢cdo no enchimento de
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graos, mas também dos elevados custos envolvidos no manejo da doenca, incluindo aplicagdes
sucessivas de fungicidas e adogdo de praticas complementares de controle (Webster et al.,
2021). No Brasil, a relevancia econdmica também ¢ amplamente reconhecida, especialmente
nas culturas da soja e do feijao. Em lavouras de feijoeiro irrigado no estado de Goias, perdas
médias de produtividade em torno de 50% j& foram estimadas em decorréncia da ocorréncia do
mofo branco, existindo relatos de perdas totais em areas severamente infestadas (Ricardo et al.,
2009).

Outro aspecto relevante refere-se ao impacto econdmico do mofo branco, uma vez que
seu manejo demanda elevado investimento em fungicidas, pulverizagdes e outras praticas
agricolas, aumentando os custos de producao (Ricardo et al., 2009). Nesse contexto, 0 manejo
de Sclerotinia sclerotiorum ¢é considerado complexo, sendo recomendada a integragdao de
métodos culturais, biologicos e quimicos (Bolton; Thomma; Nelson, 2006). Entre as praticas
culturais destacam-se a rotacdo de culturas, utilizagdo de sementes sadias e manejo adequado
da irrigagdo e densidade de plantas, reduzindo condi¢des favoraveis ao patdgeno (Leite, 2005;
Webster et al., 2021). O controle bioldgico por meio de microrganismos como 7richoderma e
Bacillus, também vem se destacando como alternativa sustentavel (Pimenta Neto et al., 2020).

Entretanto, o controle quimico ainda ¢ amplamente utilizado, especialmente com
fungicidas como fluazinam, procimidona e tiofanato-metilico (Ricardo ef al., 2009). Contudo,
0 uso continuo desses compostos pode favorecer o surgimento de populacdes resistentes e de
promover impactos ambientais (Figueiredo; Silva; Morais, 2023; Pimenta Neto et al., 2020).
Estudos com isolados de S. sclerotiorum no Brasil evidenciaram resisténcia ao tiofanato-
metilico associada a mutacdo genética, reforcando a necessidade de métodos alternativos de
controle mais sustentaveis ¢ eficazes (Silva et al., 2024).

Nesse contexto, observa-se um aumento no interesse pelo emprego de compostos
naturais de origem vegetal, os quais se apresentam como uma alternativa compativel com
praticas de manejo agricola mais seguras e ambientalmente sustentaveis (Santos et al., 2015;
Gwinn, 2018). A facilidade de obten¢do, menor toxicidade e maior seguranga ambiental em
comparacao as moléculas sintéticas tradicionalmente utilizadas (Marques; Monteiro; Pereira,
2004; Pimenta Neto et al., 2020), fazem dos biofungicidas a base de 6leos essenciais e extratos
vegetais, importantes aliados para o contexto da agricultura sustentavel, destacando-se que a
sua utilizagdo ja ¢ uma realidade, sendo possivel encontrar esses tipos de produtos no mercado
agricola (Reuveni; Cohen, 2020).

Diversos estudos t€ém demonstrado o potencial fungicida e fungistatico dos compostos

de origem vegetal (Fonseca et al., 2015; Pimenta Neto et al., 2020; Figueiredo; Silva; Morais,
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2023), uma vez que os terpenos e fendis, que sdo compostos volateis presentes nos 6leos
essenciais (Felipe; Bicas, 2017; Pimenta Neto et al., 2020), sdo capazes de comprometer a
integridade da membrana celular dos fungos e de interferir em processos enzimaticos essenciais
ao seu desenvolvimento (Nazzaro et al., 2017), justificando assim, o destaque desses produtos
entre os biofungicidas de origem vegetal, demonstrando sua relevancia como alternativa no
manejo de fitopatogenos.

Dado o beneficio sustentdvel da utilizacdo de compostos vegetais e possivel potencial
fungicida e fungistatico, a hipotese desta pesquisa ¢ de que os 6leos essenciais de breu branco
(Protium heptaphyllum), vetiver [Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty] e orégano (Origanum
vulgare L.), o extrato vegetal de orégano (Origanum vulgare L.) e a microalga Chlorella
vulgaris, apresentem atividade antifungica no controle de Sclerotinia sclerotiorum.

Deste modo, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito antifiungico de substancias
alternativas (6leos essenciais, extrato vegetal e microalga Chlorella vulgaris) no controle in

vitro de Sclerotinia sclerotiorum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacdo
Os ensaios in vitro foram conduzidos no Laboratorio de Fitossanidade da Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), na Unidade Universitaria de Cassilandia (UUC),

localizada no municipio de Cassilandia-MS.

2.2 Delineamento experimental

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial, composto por cinco tratamentos e quatro niveis de concentracao, além de um controle
negativo unico (0), totalizando 21 combinagdes experimentais. Para cada combinacdo, foi
preparado 100 mL de meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA). Apos a incorporagio ¢ a
homogeneizacao dos tratamentos no meio de cultura autoclavado, o conteudo foi distribuido
em placas de Petri medindo 90 % 15 mm, totalizando 105 unidades experimentais.

Os tratamentos consistiram na utilizacdo das seguintes substancias: 6leo essencial de
breu branco (Protium heptaphyllum), 6leo essencial de vetiver (Chrysopogon zizanioides), 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare L.), extrato vegetal de orégano (Origanum vulgare L.)
e cultivo celular ativo de microalga Chlorella vulgaris. Cada unidade experimental

correspondeu a uma placa de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA),
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acrescido das substancias nas seguintes concentragdes: 6leos essenciais (0, 100, 200, 400 e 800
ppm); extrato vegetal (0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 ppm); organismo vivo microalga (0, 1:2,
1:4, 1:8 e 1:16 proporg¢ao por dilui¢ao seriada).

2.3 Repicagem e purificagdo do patégeno

O isolado de Sclerotinia sclerotiorum utilizado foi obtido a partir do fornecimento de
colonia ativa do fungo pela industria de bioinsumos Solubio®. Em camara de fluxo laminar, no
ambiente laboratorial asséptico, realizou-se a repicagem e purificagdo do isolado, no total de 5
placas de Petri, onde extraiu-se da periferia da coldnia original um esclerddio para cada placa,
sendo inoculados em novo meio BDA autoclavado e suplementado com oxitetraciclina (Figura
1A). As placas, posteriormente, foram vedadas com filme pléstico e acondicionadas em camara
climatizada para Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D), a 25 +2 °C e fotoperiodo de 12
horas de luz e 12 horas sem luz, até o desenvolvimento pleno do micélio fungico. Apo6s 7 dias
da inoculacdo dos esclerddios, o fungo apresentou crescimento micelial completo, ocupando
toda a extensao do meio de cultura (Figura 1B). Com 14 dias da inoculagdo das colonias puras,
discos miceliais com 8 =1 mm foram retirados com o auxilio de um furador bioldgico

esterilizado em chama, sendo esses discos utilizados como fonte de indculo para os ensaios

experimentais in vitro do presente estudo (Figura 1C).

Figura 1. Etapas de obten¢ao ¢ preparo do inoculo de Sclerotinia sclerotiorum para os ensaios in vitro. (A) Placa
contendo esclerddio inoculado, extraido da coldnia original. (B) Desenvolvimento micelial da colonia purificada
apos sete dias de incubagdo. (C) Retirada de discos miceliais das colonias purificadas com auxilio de furador
biologico esterilizado. (Fonte: propria autora).
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2.4 Oleos essenciais

Os oleos essenciais de breu branco (Protium heptaphyllum), vetiver (Chrysopogon
zizanioides) e orégano (Origanum vulgare L.) (Figura 2A), foram adquiridos de fornecedor
comercial especializado (l0OTERRA®), cujos produtos possuem Certificado de Pureza Testada
e Garantida (CPTG®), assegurando a autenticidade e padroniza¢do dos compostos volateis. Os
6leos foram diluidos com o auxilio do agente emulsificante Tween 80 (0,1%) (Figura 2B), para

posterior incorporagdo ao meio de cultura nas concentragdes de 0, 100, 200, 400 e 800 ppm.

Figura 2. (A) Oleos essenciais de breu-branco (Protium heptaphyllum), orégano (Origanum vulgare
L.) e vetiver (Chrysopogon zizanioides (L.) Roberty). (B) Tween 80 P.S. agente emulsificante (Fonte:
propria autora).

Para a obtengdo das concentragdes empregadas no presente estudo, preparou-se
inicialmente uma solug¢do concentrada de cada dleo essencial, na propor¢do de 1 mL de 6leo
essencial para 100 mL de dgua destilada, correspondendo a relagdo 1:100 (v/v), acrescida do
agente emulsificante (Figura 3A). A partir dessa solucdo concentrada, homogeneizada

manualmente, foram obtidas, por diluicao, as diferentes doses utilizadas no ensaio.

Figura 3. Solugdes concentradas dos 6leos essenciais utilizados nos ensaios experimentais.
(Fonte: propria autora).



17

2.5 Extrato Vegetal

Para a obtencdo do extrato vegetal aquoso de orégano (Origanum vulgare L.) e das
concentracgoes utilizadas, realizou-se inicialmente o preparo do extrato bruto, em condi¢des
assépticas laboratoriais, utilizando-se a propor¢ao de 100 g de massa seca pulverizada para
1000 mL de 4gua destilada, correspondendo a relagdo 1:10 (m/v). As folhas secas de orégano,
adquiridas no comércio local (Figura 4A), foram previamente trituradas em moinho de facas
(Figura 4B). Ap6s a pesagem do material vegetal triturado (Figura 4C), adicionou-se agua
destilada (Figura 4D), e, a mistura foi submetida a turbolise em liquidificador por 30 minutos
(Figura 4E). Posteriormente, o material foi filtrado em papel filtro de celulose com gramatura
de 54 g/m? obtendo-se o extrato aquoso bruto. A partir dessa solu¢do, foram preparadas por

diluicao as concentragdes de 0, 1000, 2000, 4000 e 8000 ppm, utilizadas nos ensaios

experimentais.

Figura 4. (A) Material vegetal seco adquirido no comércio local. (B) Trituragdo da massa seca em moinho de
facas. (C) Pesagem do material vegetal pulverizado. (D) Adi¢ao de agua destilada ao p6 vegetal para preparo do
extrato bruto. (E) Processo de turbolise da mistura em liquidificador para obtencdo do extrato aquoso. (Fonte:
propria autora).

2.6 Chlorella vulgaris

O cultivo celular ativo da microalga Chlorella vulgaris utilizado neste estudo foi
fornecido pelo Laboratério de Microalgas e Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento
Sustentavel do Bolsdo Sul-Mato-Grossense, vinculado a Universidade Estadual de Mato Grosso

do Sul, Unidade Universitaria de Cassilandia/MS. A amostra, com volume aproximado de 500
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mL (Figura 5A), foi disponibilizada no dia anterior a realizagdo dos ensaios in vitro,
apresentando densidade celular correspondente a 52,75 milhdes de células mL™".

Para os ensaios, as doses foram obtidas por diluicdo seriada do cultivo celular da
microalga Chlorella vulgaris, considerando fragdes do cultivo original nas propor¢des 0
(controle), 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16, correspondendo a 0, 1/2, 1/4, 1/8 e 1/16 da concentragdo inicial
(Figura 5B). As dilui¢des foram preparadas incorporando a microalga ao meio BDA fundente,
de modo a completar o volume final padronizado de 100 mL de meio. A incorporagdao da
microalga ao meio foi realizada apds o resfriamento do BDA até aproximadamente 42 °C (& 2

°C), visando preservar a viabilidade celular e garantir adequada homogeneizagdo antes do

vertimento nas placas de Petri.
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Figura 5. Cultivo celular ativo da microalga Chlorella vulgaris (A) Suspensio celular fornecida pelo Laboratorio
de Microalgas e Biotecnologia da UEMS/Cassilandia-MS. (B) Diluigoes da suspensdo celular em diferentes
proporgoes para utilizagdo nos ensaios experimentais. (Fonte: propria autora).

2.7 Avaliacdo do crescimento micelial e andlise estatistica

Cada tratamento e respectiva dosagem foi preparado individualmente, totalizando-se 21
combinagdes experimentais (Figura 6A), utilizou-se meio BDA comercial na quantidade de 3,9
g para a obtencdo do volume total final correspondente a 100 mL. A incorporagdo das
respectivas substancias e doses ocorreu apos os meios serem devidamente autoclavados (Figura
6B). Apos a solidificagdo dos meios (Figura 6C), os discos miceliais com 8 £1 mm de

Sclerotinia sclerotiorum foram inoculados centralmente, em contato direto com o meio BDA

tratado.
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Figura 6. Preparo dos meios de cultura (A) Preparacdo individual dos tratamentos em frascos Erlenmeyer
contendo meio BDA. (B) Autoclavagem dos meios BDA. (C) Vertimento dos meios tratados em placas de
Petri estéreis. (Fonte: propria autora).

Posteriormente, as placas foram armazenadas em camara B.O.D. a 25 £ 2 °C, sob
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas sem luz, avaliadas a cada 24h, até que a colonia do
tratamento controle atingiu completamente o didmetro da placa. Todos os materiais e
instrumentos utilizados foram previamente esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos,
assegurando condic¢des assépticas durante a condugao do experimento.

As avaliagdes do crescimento micelial foram realizadas em intervalos de 24, 48 ¢ 72
horas, quando houve a estabilizacdo do crescimento fungico do controle em toda a extensdo da
placa de Petri. O diametro das colonias foi mensurado em duas dire¢des perpendiculares com
auxilio de paquimetro digital.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e, quando
significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as
varidveis quantitativas relacionadas as diferentes concentragdes dos tratamentos, realizou-se a
analise de regressao, ajustando-se modelos adequados de dose-resposta. As analises estatisticas

e a elaboracao dos graficos foram realizadas com auxilio dos softwares SISVAR (Ferreira,

2011) e R (R Development Core Team, 2019).
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3. RESULTADOS

As substancias estudadas apresentaram diferencas significativas na atividade
antifingica in vitro sobre Sclerotinia sclerotiorum no primeiro periodo de avaliagdo,
correspondente a 24 horas apds a repicagem. Para a menor concentragdo testada, equivalente a
100 ppm para os 6leos essenciais, 1000 ppm para o extrato vegetal e a propor¢ao de 1:16 para
o cultivo celular vivo de microalga, as maiores eficiéncias foram observadas nos tratamentos
com oOleo essencial de orégano e oleo essencial de vetiver, que inibiram completamente o
crescimento micelial do fungo, seguidos pelo tratamento com 6leo essencial de breu branco,
que também diferiu dos demais tratamentos. O tratamento com extrato de orégano apresentou
a menor eficiéncia, diferindo do tratamento com a microalga Chlorella vulgaris (Tabela 1).
Resultados semelhantes foram observados nas concentragdes de 400 ppm para os o6leos
essenciais, 4000 ppm para o extrato vegetal e na propor¢ao de 1:4 para Chlorella vulgaris,
mantendo-se 0 mesmo padrdo de eficiéncia antifungica entre os tratamentos (Tabela 1).

Quando comparados os resultados entre os tratamentos para as concentracdes
equivalente a 200 ppm, para os 0leos essenciais, 2000 ppm para o extrato vegetal e a propor¢ao
de 1:8 para o cultivo celular vivo de microalga, a menor eficiéncia foi mantida para o extrato
vegetal de orégano, que se diferiu dos tratamentos com microalga Chlorella vulgaris e 6leo
essencial de breu branco. Sendo as maiores eficiéncias apresentadas nos tratamentos com 6leo
essencial de orégano e dleo essencial de vetiver (Tabela 1).

Para as maiores concentragdes testadas correspondentes a 800 ppm, para os 6leos
essenciais, 8000ppm para o extrato vegetal e a proporc¢ao de 1:2 para o cultivo celular vivo de
microalga, as maiores eficiéncias foram observadas para os 6leos essenciais sendo, orégano,
vetiver e breu branco (Figura 7), seguidos pelo tratamento com cultivo celular vivo de
microalga Chlorella vulgaris que apresentou o segundo melhor efeito inibitorio e finalizando
om o tratamento com extrato vegetal de orégano que foi o menos significativo entre todos os

tratamentos testados (Tabela 1).
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Tabela 1. Crescimento micelial (mm) in vitro de Sclerotinia sclerotiorum obtido apds 24 horas
de incubag¢do em meio de cultura acrescido de diferentes tratamentos. Cassilandia-MS, 2026

Crescimento Micelial (mm) (médias)

TRATAMENTOS CONCENTRACOES

0 ppm 100 ppm 200 ppm 400 ppm 800 ppm
Oleo essencial de 20,96a 8,54a 8,41a 8,46a 8,43a
Orégano
Oleo essencial de 20,96a 8,99a 8,81a 8,05a 8,60a
Vetiver
Oleo essencial de Breu 20,96a 15.53b 14,93b 12,24b 9,18a
Branco

proporcio  propor¢io  propor¢io  propor¢io proporc¢iao
0:0 1:16 1:8 1:4 1:2

Microalga Chlorella 20,96a 19,56¢ 15,77b 16,35¢ 14,24b
vulgaris

0 ppm 1000 ppm 2000 ppm 4000 ppm 8000 ppm
Extrato vegetal de 20,96a 26,11d 27,60c 26,54d 23,75¢
Orégano

F(Tratamento) = 431.250 **
CV (%) =28,78% Meédias originais seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade (p < 0,05). ** significativo a 1% de probabilidade (p < 0,01).

OE Breu Branco

Figura 7. Crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum as 24 h apos inoculacdo sob
diferentes tratamentos nas maiores concentragdes. (Fonte: propria autora).

Avaliando-se os resultados de cada substincia separadamente em relacdo as
concentragoes testadas, observou-se no primeiro periodo de avaliagao, realizado 24 horas ap6s

a inoculacdo, que o 6leo essencial de breu branco apresentou aumento gradual da atividade
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antifungica com o incremento da concentracdo, promovendo reducdo progressiva do
crescimento micelial, alcangando seus melhores resultados na maior concentracao testada (800
ppm). De forma semelhante, a microalga Chlorella vulgaris também apresentou efeito
inibitorio dependente da concentracdo, embora com menor intensidade quando comparada aos
6leos essenciais, sendo os melhores resultados observados nas maiores propor¢des avaliadas
(Figura 8). O extrato de orégano apresentou baixa eficiéncia no controle do fungo, ndo
promovendo redugao do crescimento micelial em nenhuma das concentragdes avaliadas. Por
outro lado, os 6leos essenciais de orégano e de vetiver foram os tratamentos mais eficientes,
inibindo o crescimento micelial j& na menor concentracdo testada. Para ambos os oleos, as
concentragdes equivalentes a 100 ppm mantiveram elevada atividade antifingica, € o aumento
da concentragao nao resultou em ganhos expressivos de eficiéncia, indicando que a méaxima

resposta foi alcangada ja na menor dose avaliada.
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Figura 8. Crescimento micelial (mm) in vitro de Sclerotinia Sclerotiorum submetido a diferentes tratamentos,
apos 24 horas da repicagem. Cassilandia-MS, 2026. (Fonte: propria autora).

Para o segundo periodo de avaliacdo, correspondente a 48 horas apds a repicagem, na
menor concentracdo testada, equivalente a 100 ppm para os 6leos essenciais, 1000 ppm para o
extrato vegetal e a propor¢do de 1:16 para o cultivo celular vivo de microalga, o maior efeito
inibitorio foi observado para o 6leo essencial de orégano, que promoveu a completa inibicao
do crescimento micelial, diferindo-se do tratamento com o6leo essencial de vetiver que

apresentou o segundo melhor efeito inibitério. Seguidos dos tratamentos com Chlorella
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vulgaris e 6leo essencial de breu branco, enquanto o extrato vegetal de orégano apresentou a
menor eficiéncia, diferindo significativamente dos demais tratamentos (Tabela 2).

Na concentracao intermediaria correspondente a 200 ppm para os 6leos essenciais, 2000
ppm para o extrato vegetal e a propor¢ao de 1:8 para o cultivo celular vivo de microalga, os
tratamentos com 6leo essencial de orégano e dleo essencial de vetiver mantiveram as maiores
eficiéncias antifungicas, sem diferirem entre si. O tratamento com Chlorella vulgaris
apresentou efeito intermedidrio, enquanto o 6leo essencial de breu branco demonstrou menor
eficiéncia. Novamente, o extrato vegetal de orégano apresentou os maiores valores de
crescimento micelial, evidenciando baixa atividade antifingica nessa condi¢do experimental
(Tabela 2).

Para a concentragao de 400 ppm nos 6leos essenciais, 4000 ppm no extrato vegetal e a
proporcao de 1:4 para Chlorella vulgaris, o padrao observado foi semelhante ao da
concentrac¢do anterior. Os tratamentos com 6leo essencial de orégano e dleo essencial de vetiver
mantiveram elevada atividade antifiingica, seguidos pelo 6leo essencial de breu branco. O
tratamento com Chlorella vulgaris apresentou reducdo na efici€éncia inibitoria nessa
concentragdo, enquanto o extrato vegetal de orégano permaneceu como o tratamento de menor
eficiéncia (Tabela 2).

Na maior concentragdo testada, correspondente a 800 ppm para os 6leos essenciais,
8000 ppm para o extrato vegetal e a propor¢ao de 1:2 para o cultivo celular vivo de microalga,
os melhores resultados foram observados para os tratamentos com 6leo essencial de orégano e
oleo essencial de vetiver (Figura 9), que mantiveram os menores valores de crescimento
micelial e ndo diferiram estatisticamente entre si. O 6leo essencial de breu branco apresentou
efeito intermediario, seguido pela microalga Chlorella vulgaris. Por sua vez, o extrato vegetal
de orégano continuou apresentando os maiores valores de crescimento micelial, caracterizando-
se como o tratamento menos eficiente no controle do patégeno apos 48 horas de incubagao

(Tabela 2).
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Tabela 2. Crescimento micelial (mm) in vitro de Sclerotinia sclerotiorum obtido apds 48 horas
de incuba¢dao em meio de cultura acrescido de diferentes tratamentos. Cassilandia-MS, 2026

Crescimento Micelial (mm) (médias)

TRATAMENTOS CONCENTRACOES

0 ppm 100 ppm 200 ppm 400 ppm 800 ppm
Oleo essencial de 57,11a 8,54a 8,41a 8,46a 8,60a
Orégano
Oleo essencial de 57,11a 19,12b 8,81a 9,86a 10,66a
Vetiver
Oleo essencial de Breu 57,11a 48,69¢ 4581c 40,59 23,92b
Branco

proporcio  propor¢io  propor¢io  propor¢io  proporc¢iao
0:0 1:16 1:8 1:4 1:2

Microalga Chlorella 57,11a 46,31c 33,65b 50,15¢ 28,01b
vulgaris

0 ppm 1000 ppm 2000 ppm 4000 ppm 8000 ppm
Extrato vegetal de 57,11a 64,97d 69,25d 66,62d 60,28¢
Orégano

F(Tratamento) = 785.980**
CV (%) =8.77% Meédias originais seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey sa
5% de probabilidade (p < 0,05). ** significativo a 1% de probabilidade (p < 0,01).

OE Breu Branco

Figura 9. Crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum as 48 h apos inoculagdo sob diferentes tratamentos
nas maiores concentra¢des. (Fonte: propria autora)
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Para este periodo de avaliacdo, a andlise de regressao demonstrou tendéncia de reducao
do crescimento micelial com o aumento das concentragdes para o tratamento com 6leo essencial
de breu branco, evidenciando resposta dependente da dose e maior eficiéncia nas concentracdes
mais elevadas. Para Chlorella vulgaris, observou-se comportamento variavel entre as
concentragdes avaliadas, com redu¢@o do crescimento micelial até a proporcao de 1:8, seguida
do aumento na propor¢ao de 1:4 e de nova reducdao na maior concentracdo testada. O extrato
vegetal de orégano apresentou tendéncia de incremento do crescimento micelial nas
concentragdes intermedidrias, atingindo os maiores valores em 2000 ppm e 4000 ppm, o que
confirma sua baixa eficiéncia antifiingica durante esse periodo de avaliagdo. Por outro lado, os
6leos essenciais de orégano e de vetiver mantiveram-se como os tratamentos mais eficientes,
promovendo expressiva reducdo do crescimento micelial ja na menor concentragdo testada.
Para ambos os 6leos, as concentragdes a partir de 200 ppm mantiveram elevada atividade
antifungica, sendo observadas apenas pequenas variagdes no crescimento micelial com o
aumento da dose, indicando que a maxima eficiéncia foi alcangada nas menores concentragdes

avaliadas (Figura 10).
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Figura 10. Crescimento micelial (mm) in vitro de Sclerotinia Sclerotiorum submetido a diferentes tratamentos,
apos 48 horas da repicagem. Cassilandia-MS, 2026
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Para o terceiro periodo de avaliagdo, correspondente a 72 horas apds a repicagem, na
menor concentragdo testada, equivalente a 100 ppm para os 6leos essenciais, 1000 ppm para o
extrato vegetal e a propor¢ao de 1:16 para o cultivo celular vivo de microalga, o maior efeito
inibitorio foi observado para o 6leo essencial de orégano, que manteve a completa inibicao do
crescimento micelial do fungo, diferindo significativamente dos demais tratamentos. O dleo
essencial de vetiver, juntamente com o tratamento com Chlorella vulgaris, apresentaram o
segundo melhor efeito inibitdrio. Os tratamentos com 6leo essencial de breu branco e extrato
vegetal de orégano apresentaram as menores eficiéncias antifungicas, nao diferindo entre si
(Tabela 3).

Na concentracdo intermedidria correspondente a 200 ppm para os 6leos essenciais, 2000
ppm para o extrato vegetal e a propor¢ao de 1:8 para o cultivo celular vivo de microalga, os
tratamentos com 6leo essencial de orégano e 6leo essencial de vetiver mantiveram as maiores
eficiéncias antifingicas, sem diferirem estatisticamente entre si. O tratamento com Chlorella
vulgaris apresentou efeito intermediario, diferindo dos tratamentos com 6leo essencial de breu
branco e extrato vegetal de orégano, que apresentaram os maiores valores de crescimento
micelial e, consequentemente, menor atividade antifungica (Tabela 3).

Para a concentracdo de 400 ppm nos 6leos essenciais, 4000 ppm no extrato vegetal e a
propor¢cao de 1:4 para Chlorella vulgaris, o padrdo observado foi semelhante ao das
concentragdes anteriores. O 0leo essencial de orégano permaneceu como o tratamento mais
eficiente, diferindo-se do tratamento com 06leo essencial de vetiver. Os tratamentos com 06leo
essencial de breu branco, Chlorella vulgaris e extrato vegetal de orégano apresentaram os
maiores valores de crescimento micelial, ndo diferindo entre si e demonstrando baixa eficiéncia
no controle do patdégeno nessa condi¢do experimental (Tabela 3).

Ja na maior concentracao testada, correspondente a 800 ppm para os 0leos essenciais,
8000 ppm para o extrato vegetal e a proporcao de 1:2 para o cultivo celular vivo de microalga,
os melhores resultados continuaram sendo observados para o 6leo essencial de orégano, que
manteve a completa inibi¢do do crescimento micelial do fungo (Figura 11). O dleo essencial de
vetiver e a microalga Chlorella vulgaris, ndo diferiram estatisticamente entre si, apresentado o
segundo melhor desempenho, seguido pelo 6leo essencial de breu branco. O extrato vegetal de
orégano apresentou os maiores valores de crescimento micelial, caracterizando-se como o

tratamento menos eficiente apds 72 horas de incubagdo (Tabela 3).
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Tabela 3. Crescimento micelial (mm) in vitro de Sclerotinia sclerotiorum obtido ap6s 72 horas
de incuba¢dao em meio de cultura acrescido de diferentes tratamentos. Cassilandia-MS, 2026

Crescimento Micelial (mm) (médias)

TRATAMENTOS CONCENTRACOES

0 ppm 100 ppm 200 ppm 400 ppm 800 ppm
Oleo essencial de 98,05a 8,54a 8,41a 8,46a 8,60a
Orégano
Oleo essencial de 98,05a 57,53b 17,32a 21,83b 27,41b
Vetiver
Oleo essencial de Breu 98,05a 87,05¢ 82,16¢ 90,99c¢ 63,01c
Branco

proporcio  propor¢io  propor¢io  propor¢io  proporc¢iao
0:0 1:16 1:8 1:4 1:2

Microalga Chlorella 98,05a 64,95b 46,77b 82,23¢ 32,44b
vulgaris

0 ppm 1000 ppm 2000 ppm 4000 ppm 8000 ppm
Extrato vegetal de 98,05a 93,00c 86,25¢ 85,25¢ 77,12d
Orégano

F(Tratamento) = 369.114 **

CV (%) =11.08% Me¢édias originais seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey sa
5% de probabilidade (p < 0,05). ** significativo a 1% de probabilidade (p < 0,01).

Chlorella vulgaris

u

OE Breu Branco

Figura 11. Crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum as 72 h apds inoculacao sob diferentes tratamentos nas
maiores conentracdes. (Fonte: propria autora).
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A andlise de varidncia evidenciou efeito significativo dos tratamentos sobre o
crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum (F = 369,114; p < 0,01), demonstrando
diferencas expressivas entre as substancias avaliadas. De modo geral, o 6leo essencial de
orégano foi o tratamento mais eficiente durante todo o periodo de avaliagdo, mantendo a
completa inibi¢cdo do desenvolvimento fingico, independentemente da concentragdo utilizada.
O dleo essencial de vetiver apresentou elevada atividade antifingica, especialmente nas
concentracdes de 200 ppm ou superiores. Em contrapartida, o extrato vegetal de orégano e o
0leo essencial de breu branco apresentaram baixa eficiéncia no controle do patdogeno, enquanto
Chlorella vulgaris demonstrou efeito intermedidrio, com resposta varidvel entre as

concentragdes testadas (Figura 12).
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Figura 12. Crescimento micelial (mm) in vitro de Sclerotinia Sclerotiorum submetido a diferentes tratamentos, apos
72 horas da repicagem. Cassilandia-MS, 2026.

4. DISCUSSAO

O oleo essencial de orégano destacou-se como o tratamento de maior atividade
antifingica, promovendo completa inibicdo do crescimento micelial desde a menor

concentracao testada e mantendo elevada eficiéncia durante todo o periodo experimental. Esses
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resultados corroboram com os observados por Bayar et al. (2023), que verificaram a alta
atividade antifungica do 6leo essencial de Origanum acutidens sobre S. sclerotiorum, com
inibicao completa do crescimento micelial em doses a partir de 4,8 pulL/Petri que correspondem
a 4,8 ppm.

A elevada eficiéncia observada no presente estudo pode ser explicada pela composi¢ao
quimica do Oleo essencial utilizado. A andlise por Cromatografia Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) revelou como constituinte majoritario o carvacrol
(66,23%), acompanhado por y-terpineno (6,40%), p-cimeno (6,04%), linalol (4,81%), B-
bisaboleno (2,20%), mirceno (1,96%), a-terpineno (1,80%), timol (1,47%) e B-cariofileno
(1,46%). O predominio de carvacrol ¢ particularmente relevante, uma vez que esse
monoterpeno fenolico possui reconhecida atividade antifingica, atuando na desestruturagao da
membrana plasmatica, alteracdo da permeabilidade celular e inibi¢do do crescimento micelial
(Kordali et al., 2008).

A concentragdo de carvacrol do 6leo essencial de orégano utilizado neste estudo
(66,23%) foi superior a relatada por Bayar et al. (2023) para Origanum acutidens (49,4%).
Embora diferencas metodologicas impecam comparagdes diretas entre os estudos, o elevado
teor desse composto, associado a presenga de outros constituintes bioativos, pode ter
contribuido para a elevada atividade antiflingica observada contra S. sclerotiorum. Dessa forma,
os resultados reforcam o potencial deste 6leo essencial, como alternativa promissora para o
manejo sustentavel do mofo branco.

O o6leo essencial de vetiver, por sua vez, apresentou elevada inibicdo do crescimento
micelial de S. sclerotiorum em comparacdo a testemunha, especialmente nas avaliagdes
realizadas as 24 e 48 horas apds a inoculacdo, demonstrando potencial atividade fungistatica.
A anélise por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) revelou
uma ampla diversidade de compostos quimicos, tendo como constituinte majoritario o trans-
isovalencenol (14,15%), seguido por khusimol (12,62%), vetiselinenol (5,81%), a-vetivona
(5,31%), zizanol (5,00%), B-vetivona (4,10%), junenol (3,71%), vetiver sesquiterpenoid 11
(3,65%), a-cadinol (2,64%), eudesmenol (2,22%), vetivenic acid + nootkatone isomer (2,22%),
nootkatol isomer (2,06%) e juniper camphor (1,93%). O predominio de trans-isovalencenol
apresenta relevancia particular, uma vez que esse composto, juntamente com o khusimol e as
vetivonas, integra a fra¢do sesquiterpénica caracteristica do o6leo essencial de vetiver,
frequentemente associada as propriedades bioldgicas e ao perfil aromatico tipico dessa espécie.
A predominancia de compostos sesquiterpénicos observada neste perfil quimico corrobora com

os resultados relatados por Fernandes, Trevisan e Santos (2026), que descreveram composi¢ao
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semelhante para 6leos essenciais de Chrysopogon zizanioides. Segundo esses autores, as
atividades bioldgicas desses Oleos estdo relacionadas, entre outros fatores, a presenca de
metabolitos como sesquiterpenos oxigenados, frequentemente associados a atividade
antimicrobiana. Esses compostos podem atuar alterando a integridade das membranas celulares
e comprometendo processos fisioldgicos essenciais ao desenvolvimento fungico (Fernandes;
Trevisan; Santos, 2026).

A microalga Chlorella vulgaris apresentou efeito intermediario e comportamento nao
linear sobre o crescimento micelial do patégeno, nao sendo observada uma relagao direta entre
o aumento da concentra¢do aplicada e a inibi¢ao do crescimento fungico (Figura 12). Verificou-
se, apo6s o periodo de 72h da repicagem, que a concentracdo intermedidria maior,
correspondente a propor¢do de 1:4, promoveu uma menor inibigdo em comparagdo a
concentracdo intermedidria menor, correspondente a propor¢ao de 1:8, evidenciando auséncia
de resposta dose-dependente. Esse comportamento pode estar relacionado a complexidade da
composicao bioquimica da microalga, cuja atividade antifingica pode ser influenciada pela
interacdo entre diferentes metabodlitos bioativos, como compostos fenodlicos, pigmentos,
polissacarideos e acidos graxos. Estudos, como o de Al-Nazwani et al. (2021), que utilizou o
extrato metandlico bruto da microalga, revelam potencial antifungico, atribuindo sua atividade
a presenga desses compostos bioativos. Entretanto, a variagdo observada entre as concentragdes
sugere que fatores como composi¢cdo metabolica, densidade celular, estabilidade dos compostos
ativos e forma de aplica¢dao podem interferir na eficiéncia antifingica, indicando a necessidade
de estudos adicionais para melhor compreensao dos mecanismos envolvidos no controle de S.
sclerotiorum. (Al-Nazwani et al., 2021).

Para o 6leo essencial de breu branco, as andlises de regressdo evidenciaram resposta
dependente da dose, com redugdo progressiva do crescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum a medida que as concentragdes aumentaram. O tratamento apresentou efeito
inibitorio consistente nas duas primeiras avalia¢des, principalmente nas maiores concentragdes
avaliadas e apresentou baixa eficiéncia antifungica e resposta nao linear na tltima avaliagdo, o
que evidencia efeito fungistatico dessa substancia. Esse comportamento pode estar relacionado
a composicao quimica do 6leo essencial, uma vez que a analise por CG-EM revelou como
constituinte majoritario o p-cimeno (52,05%), seguido por 2-para-menteno (9,46%), a-pineno
(5,20%), a-felandreno (3,64%) e B-felandreno (3,34%). De forma semelhante, Silva et al.
(2021), ao avaliarem o oOleo essencial de Protium hebetatum, identificaram como principais
constituintes os monoterpenos a-felandreno, a-pineno e p-cimeno, além dos sesquiterpenos E-

cariofileno e D-germacreno. Assim, a predomindncia de monoterpenos observada no presente
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estudo sugere que esses compostos possam ter contribuido para a atividade fungistatica
verificada (Silva et al., 2021).

Por sua vez, o extrato vegetal de orégano apresentou a menor eficiéncia entre todos os
tratamentos avaliados. Embora seja obtido da mesma espécie vegetal que originou o 6leo
essencial mais eficiente, os diferentes métodos de extracao resultam em composi¢des quimicas
distintas. Enquanto o 6leo essencial concentra compostos volateis lipofilicos, como carvacrol e
timol, reconhecidos por sua elevada atividade antifungica, o extrato vegetal apresenta
predominancia de compostos hidrossoliveis, que nem sempre possuem o mesmo potencial
fungitoxico. Essa diferenga na composicdo quimica provavelmente explica o contraste
observado entre a elevada eficiéncia do 6leo essencial e a baixa atividade antifungica do extrato

vegetal de orégano.

CONCLUSAO

O dleo essencial de orégano possui efeito fungicida sobre Sclerotinia Sclerotiorum,
podendo ser indicado como tratamento alternativo no controle deste fungo fitopatogénico.

O extrato vegetal de orégano ndo possui efeito fungicida sobre S. sclerotiorum.

A microalga Chlorella vulgaris e os 6leos essenciais de breu branco e vetiver
apresentaram baixa eficiéncia fungicida sobre o fungo S. sclerotiorum, ndo sendo indicado no

tratamento deste patdgeno.
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