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EFEITO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE A MICOFLORA ASSOCIADA AS
SEMENTES DE MANJERICAO

Ronice Alves Veloso!, Evelynne Urzedo Ledo?, Dalmarcia de Souza Carlos Mourdo®, Talita Pereira
de Souza Ferreira®, David Ingsson Oliveira Andrade de Farias®, Gil Rodrigues dos Santos®

RESUMO:

A escassa aplicacdo de controle fitossanitario as espécies medicinais, como 0 manjericdo, torna as
suas sementes em importantes veiculos de propagacao de fitopatdgenos. Neste sentido, objetivou-se avaliar o
efeito de Oleos essenciais sobre a incidéncia de fungos nas sementes de manjericdo utilizando diferentes
concentracdes de Oleos essenciais. Adotou-se 0 delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticGes, em esquema fatorial 3 x 10 (6leo essencial de manjericdo, capim citronela e copaiba e dez
concentracdes dos Oleos essenciais: 0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40 e 100 % v.v). Foram realizados testes
com os Oleos essenciais para avaliar o efeito sobre a germinacdo das sementes e a inibicdo da micoflora
presente nas sementes de manjericdo pelo Blotter test; e posteriormente, o teste de patogenicidade. Foram
identificados seis géneros de fungos, sendo alguns causadores de manchas foliares, como Curvularia sp.;
Colletotrichum sp. e Alternaria sp., e 0s demais géneros, como Aspergillus sp., Cladosporium sp.
Penicillium sp., considerados fungos contaminantes de armazenamento. Observou-se inibicdo da germinacao
das sementes com o0 aumento das concentracGes dos 6leos essenciais.

Palavras-chave: Ocimum basilicum, patologia de sementes, germinacao.
EFFECT OF ESSENTIAL OILS ON MYCOFLORA ASSOCIATED WITH BASIL SEEDS
ABSTRACT:

The scarce application of phytosanitary control to the medicinal species, such as basil, makes its
seeds an important vector for the propagation of phytopathogens. In this sense, the objective of this study
was to evaluate the effect of essential oils on the incidence of fungi in basil seeds using different
concentrations of essential oils. A completely randomized design was adopted with four repetitions, in a 3 x
10 factorial scheme (basil essential oil, citronella grass and copaiba and ten concentrations of essential oils:
0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40 and 100% vv). Tests with essential oils were carried out to evaluate the effect
on seed germination and the inhibition of mycoflora present in basil seeds by the Blotter test; and
subsequently, the pathogenicity test. Six genera of fungi were identified, some causing leaf spots, such as
Curvularia sp..; Colletotrichum sp. and Alternaria sp., and the other genus, such as Aspergillus sp.,
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Cladosporium sp. Penicillium sp., considered contaminating storage fungi. Results showed that the
germination of the seeds was inhibited as the concentration of essential oils was increased.

Keywords: Ocimum basilicum, seeds pathology, germination.
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INTRODUCAO

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) é
uma espécie herbacea, pertencente a familia
Lamiaceae, originario do Sudoeste Asiatico e da
Africa Central. Este foi introduzido no Brasil pelos
colonos italianos, adaptando-se bem as condicGes
climéticas brasileiras, podendo ser cultivado o ano
todo. Apresenta grande valor econbémico, com
utilizagdo para diversos fins, como ornamental,
condimentar, medicinal, aromaética, na industria
farmacéutica e de cosméticos e para producdo de
6leo essencial (Blank et al., 2010; Rosado et al.,
2011). Além disso, estudos tém demonstrado que o
6leo essencial de manjericdo apresenta propriedades
inseticidas, repelentes e antimicrobianas, podendo
ser empregado também na conservagdo de gréos
(Fernandes et al., 2004; Flavio et al., 2014).

De modo geral, e com o aumento do
cultivo da espécie, tornou-se inevitavel o surgimento
de problemas fitossanitarios, principalmente fungos,
0s quais, além de ocasionarem perdas na producao,
podem, ainda, provocar alteracbes nos compostos
quimicos da planta e reduzir suas propriedades
terapéuticas. As doengas fingicas mais frequentes
em plantas medicinais como 0 manjericdo S&o:
antracnose, ferrugem, carvdo, podriddo, oidio,
mildio e murcha (Kruppa e Russomano, 2008).

A qualidade sanitaria das sementes, por
exemplo, € um dos aspectos mais importantes
relacionados a producdo em razdo do grande numero
de microrganismos patogénicos que podem estar
associados a elas. Microrganismos podem causar
anormalidades e lesdes nas plantulas, bem como
deterioracdo do tecido embrionario, comprometendo
a germinagdo e vigor das sementes e
consequentemente perdas de produgdo (Moreau,
2011; Piveta et al.,, 2010). Ha relatos de fungos
patogénicos transmitidos por sementes de plantas da
familia  Lamiaceae, como 0  manjericéo,
prejudicando o desenvolvimento de plantulas,
causando manchas foliares ou murchas (Urben et al.,
1987; Mendes et al., 1998; 2003; Kruppa &
Russomanno, 2001; Russomanno et al., 2004).
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Neste sentido, o controle de doengas em
espécies medicinais, condimentares e aromaticas ndo
€ uma atividade simples a ser realizada, uma vez que
a utilizacdo de agrotéxicos pode comprometer a
producdo e composicdo quimica dos principios
ativos de interesse econémico (Russomanno e
Kruppa, 2010). No Brasil, o controle fitossanitario
de doengas em espécies de plantas medicinais ndo é
realizado de forma rigorosa. Assim, a alternativa tem
sido a utilizacdo de sementes sadias de alto vigor,
mudas e materiais propagativos livres de quaisquer
tipos de patdgenos e provenientes de fornecedores
idoneos, evitando dessa maneira a introducdo de
microrganismos patogénicos em novas areas de
cultivo (Russomanno e Kruppa, 2010; Kruppa e
Russomano, 2011).

A utilizacdo de extratos (6leos fixos) e
6leos essenciais (volateis) de plantas medicinais,
condimentares e aromaticas com potencial para o
manejo de doencas de plantas apresenta-se
atualmente como alternativa ao uso de agrotoxicos
em diversas culturas (Medice et al., 2007; Seixas et
al., 2011; Garcia et al., 2012; Sarmento-Brum et al.,
2013). Isso possibilita sistemas de cultivo menos
dependentes ao uso de agrotdxicos e sdo mais
sustentaveis (Seixas et al., 2011). Oleos essenciais
sdo estruturas complexas sintetizadas a partir do
metabolismo secundario de algumas espécies
vegetais (Miranda et al.,, 2016). Sua esséncia
consiste em elementos volateis contidos em diversos
Orgdos da planta e estdo relacionados a funcdes
necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel
fundamental na defesa contra microrganismos e
predadores (Ribeiro et al., 2012; Ootani et al., 2013).
Oleos essenciais de plantas como a copaiba
(Copaifera langsdorffii  L.), capim citronela
(Cymbopogon nardus L.), manjericdo, alecrim-
pimenta (Lippia sidoides Cham.), capim-limdo
(Cymbopogon citratus), noni (Morinda citrifolia L),
entre outros, ja foram relatados como potenciais para
0 manejo de doengas de plantas (Lopes et al., 2013;
Silva et al., 2016; Sales et al., 2018).

No contexto cientifico, estudos avaliando
o efeito de dleos essenciais sob a micoflora fungica
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de sementes de manjericdo S0 inexistentes ou
escassos. Frente a isso, objetivou-se avaliar o efeito
de dleos essenciais sobre a incidéncia de fungos nas
sementes de manjericdto em funcdo de suas
diferentes concentracdes.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no
Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Federal do Tocantins, Campus de Gurupi, municipio
de Gurupi, TO. As sementes de manjericdo
utilizadas foram adquiridas no comércio local, em
embalagem de 50 g (ISLA SEMENTES), com
percentual de germinacdo e pureza de 85 e 100%,
respectivamente. As sementes foram conservadas
em embalagem original e mantidas a 25°C em
refrigerador.

Utilizaram-se 200 sementes no ensaio da
inibicdo da microflora e avaliacdo da germinacdo. A
analise da sanidade das sementes e a aplicacdo do
controle com os Oleos essenciais foram realizadas
pelo método Blotter test (Brasil, 2009). Para avaliar
a inibicdo do crescimento micelial dos fungos
presentes nas sementes de manjericdo foram
implantados ensaios em delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 10
(trés tratamentos x dez concentracdes), com quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo uma caixa de
plastico transparente (gerbox) com 50 sementes. Os
tratamentos utilizados foram: O&leo essencial de
manjericdo, de capim citronela e de copaiba. Para
todos os Oleos essenciais foram utilizadas as
seguintes concentragdes: 0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35;
40 e 100% (V/v).

As concentragbes de cada Oleo essencial
foram preparadas utilizando, como agente
dispersante Tween® 80 a 0,5%. Primeiramente,
preparou-se a solucdo de Oleo essencial a
concentragdo de 100%, a qual foi submetida a
diluicdes para obtencéo das demais concentracdes de
Oleo essencial. As sementes de manjericdo
previamente esterilizadas foram tratadas com 0,5 mL
de cada concentracdo dos 0leos essenciais através de
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imersdo, e foram dispostas em caixas gerbox
forradas com duas folhas de papel germitest
umedecido com 10 mL de agua destilada estéril.

Em seguida, as caixas gerbox foram
mantidas em camara de incubacdo a 25 °C +2 °C e
fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. Ap6s 0
periodo de incubacdo, avaliou-se a germinagdo e a
incidéncia de fungos associados as sementes, 0s
quais foram expressos em percentagem. ApOS
observagdo das estruturas fungicas, em microscopio
estereoscopico e Optico, os fungos foram
identificados com auxilio de literatura especializada
(Ellis, 1971; Barnett e Hunter, 1972).

Os dados obtidos quanto a germinacgéo de
sementes e inibigdo da micoflora foram avaliados e
as médias obtidas foram submetidas a analise de
regressdo, e demonstradas em graficos com os
valores do R? e Equacéo.

Os fungos encontrados no Blotter test
foram isolados em placas de Petri, contendo meio de
cultura Batata Dextrose  Agar (BDA).
Posteriormente, foram inoculados em plantas sadias
de manjericdo para verificar a patogenicidade dos
fungos, em condigdes de casa de vegetacdo. Plantas
de manjericdo, aos 30 dias apds semeadura e
cultivadas em vasos pléasticos, foram inoculadas com
20 mL das suspensbes de cada um dos fungos
encontrados na concentracio de 10® conidios mL".
As plantas do tratamento testemunha foram
pulverizadas com agua destilada, acrescida de
Tween®. Em seguida, as plantas foram mantidas em
camara Umida e escura a 25°C + 2°C, por 24 h.
Apos esse periodo, as plantas foram mantidas em
condicdes de casa de vegetagdo (30 £ 5°C) e com
irrigacdo diaria sempre que necessario. Foram
analisadas diariamente, para diagnosticar 0s
sintomas caracteristicos de presenga de doencas.

Visando o cumprimento dos postulados de
Koch, fragmentos de folhas de manjericdio com
lesbes provenientes das inoculagdes foram
submetidos a assepsia em solugdes de alcool 50%,
hipoclorito de sédio a 1% e trés lavagens em agua
destilada esterilizada. Em seguida, os fragmentos
foliares foram depositados no centro de placas de
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Petri contendo BDA e mantidas em incubadora a
25°C + 2°C, por sete dias. Apo6s o desenvolvimento
dos fungos, efetuou-se a identificacdo e a
confirmacdo de  sua  patogenicidade. A
patogenicidade foi constatada visualmente e o
resultado obtido descreveu se o fungo foi patogénico
ou nédo patogénico, ndo avaliando a severidade dos
sintomas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise sanitaria das sementes
de manjericdo foram identificados 0s seguintes
géneros fangicos no tratamento testemunha:
Alternaria sp. (3%); Colletotrichum sp. (2%);
Curvularia sp. (1,5%); Aspergillus sp. (3,5%);
Cladosporium sp. (6,5%); Penicillium sp. (1%). Os
géneros Aspergillus sp., Cladosporium sp. e
Penicillium sp. foram os de maior ocorréncia nas
sementes de manjericdo e foi possivel detecta-los em
todos os tratamentos com o0s Oleos essenciais
testados. Essas espécies de fungos sdo consideradas
contaminantes em sementes de plantas medicinais,
condimentares e aromaticas, sendo que a presenca
de Aspergillus e Penicillium indica, geralmente, ma
qualidade ou problemas na conservacdo das
sementes (Kruppa e Russomanno, 2009).

Na Figura 1 estdo descritos os resultados
concentracdes de 0Oleos essenciais. Nenhum modelo
de regressao foi ajustado para a incidéncia de
Aspergillus sp. quando submetido as diferentes
concentracdes dos Oleos essenciais de manjericao,
capim citronela e copaiba (Figura 1). Para a
incidéncia de Aspergillus sp. e Cladosporium sp. as
médias foram ajustadas ao modelo quadratico de
regressdo e apresentou comportamento decrescente
de acordo com o incremento da concentragdo de
6leo de manjericdo e capim citronela, evidenciando
um efeito deletério do Oleo para estes patdgenos
(Figura 1AB). A partir da concentracdo de 30% e
40% do oleo essencial ndo se evidenciou
crescimento fangico nas sementes de manjericao.

5

Para o tratamento com as diferentes
concentracbes do Oleo de copaiba observou-se
efeitos adversos, ndo sendo ajustado nenhum modelo
de regressao significativo. Entretanto, observou-se a
inibicdo da incidéncia de fungos somente na
concentracdo de 100%, ndo apresentando resultados
satisfatorios de inibicdo nas demais concentragGes
(Figura 1C).

Gomes et al., (2016) avaliando a eficiéncia
de Oleos essenciais na qualidade sanitaria e
fisiolégica em sementes de feijdo-fava (Phaseolus
lunatus L.) observaram que os 6leos essenciais de
copaiba e manjericdo reduziram consideravelmente
0 percentual de incidéncia de Fusarium sp. e
Cladosporium sp. associados as sementes de feijao-
fava, resultado semelhante observado neste estudo
para o género Cladosporium sp.

Observou-se inibicdo da germinagdo das
sementes com 0 aumento das concentragdes dos
Oleos essenciais, quando comparado como ©O
tratamento testemunha (Figura 2). As médias de
germinacdo foram ajustadas ao modelo quadratico
de regressdo. No tratamento testemunha, o
percentual de germinacdo foi de 88%, mostrando
que a germinacdo esta dentro dos padrbes
informados pela empresa. A partir da concentracdo
de 40% dos Oleos essenciais de manjericdo e capim
citronela houve inibicdo total da germinacdo de
sementes. Ja o 6leo essencial de copaiba apresentou
efeito menos agressivo ao embrido quando as
sementes foram submetidas as concentracGes de
40% e 100%, pois o percentual de germinacéo foi de
71,5% e 49%, respectivamente.

O efeito de inibicdo da germinacdo pode
estar relacionado com a elevada concentracdo dos
6leos essenciais, ou a algum composto ou substancia
presente no mesmo capaz de impedir o processo de
germinacdo, Vvisto que entre 0s constituintes dos
Oleos essenciais podemos ter a presenca de
compostos ou combinacdo de compostos com efeitos
alelopaticos (Hillen, et al.,2012).
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Figura 1. Valores percentuais de incidéncia de fungos presentes em sementes de manjericdo tratadas com
diferentes concentragGes de oOleo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.) (A), capim citronela
(Cymbopogon nardus L.) (B) e copaiba (Copaifera spp.) (C). * Asp = Aspergillus sp., Cla = Cladosporium
sp., Pen= Penicillium sp.
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Brito et al. (2010), estudando os efeitos de
Oleos essenciais de canela e manjericio na
germinacdo de sementes de mandacaru (Cereus
jamacaru P. DC.), observaram reducdo na
germinacdo das sementes tratamento com Oleo de
manjericdo, apresentando menor valor de massa seca
e tamanho das plantulas, e interferindo
negativamente no vigor das sementes de mandacaru.

A avaliacdo da qualidade sanitaria das
sementes com o emprego de extratos vegetais tem
sido analisada por diversos autores, como Silva et
al., (2009), Medeiros et al., (2011) e (2013). Neste
estudo, a utilizacdo de Oleos essenciais na inibicdo
da micoflora em sementes de manjericdo apresentou
efeito promissor, no entanto, ao elevar-se as
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concentracbes de Oleos essenciais observou-se
reducdo no percentual de germinagéo das sementes.

Lima e Villela (2017), avaliando o efeito
dos Oleos essenciais de alho e laranja e do
surfactante Tween® 80 sobre a germinacdo de
sementes de manjericdo, observaram que a imerséo
por um minuto em solugdo preparada com o0s dleos
até a concentracdo de 10% pode ser realizada com
seguranga, Sem prejuizos a germinagdo dessas
sementes. Resultado semelhante pode ser observado
neste estudo, pois as concentracdes dos 0Oleos
essenciais acima de 20% proporcionam efeito
deletério nas sementes. Por isso, recomendamos a
utilizacdo desse 6leo sem ultrapassar esta
concentragéo.

Copa

Manj: y = 0,019x2 - 2,9311x + 100,86
R2=0,8228

Citro: y = 0,0121x2 - 2,2347x + 99,48
R2=10,8431

Copa: y =-0,3794x + 89,773
R2=0,8615

50 60 70 80 90 100

Concentracdes dos 0leos essenciais (%)

Figura 2. Porcentagem de germinacao de sementes de manjericdo tratadas com diferentes concentracdes de
6leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum L.) (Manj), capim citronela (Cymbopogon nardus L.)

(Citro) e copaiba (Copaifera spp.) (Copa).

Quanto a patogenicidade, constatou-se que 0s
géneros Alternaria, Colletotrichum e Curvularia
provocaram o surgimento de lesdes necréticas e
amarelecimento do limbo foliar em plantas de
manjericdo. Com a evolucdo das lesdes houve
abscisdo foliar e comprometimento da producdo de
biomassa da parte aérea (folhas e estruturas
reprodutivas), a qual é o principal produto
comercializado de especies medicinais

condimentares e aromaticas da familia Lamiaceae,
pois sdo utilizadas no preparo de chas, em
condimentos e para a extracdo de 6leo essencial.

A falta de medidas fitossanitarias quanto a
qualidade de sementes de espécies medicinais € um
fator de elevada importancia na conducdo de
cultivos em grande escala, uma vez, que as sementes
sdo veiculos de introducdo de patdégenos em novas
areas. Um exemplo da disseminacdo de patdgenos
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por sementes € o relatado por Elmer (2001), onde
Fusarim oxysporum f. sp. basilici agente causal da
murcha de manjericdo foi descrito na Rudssia (1956),
Italia (1970) e Franca (1980). Posteriormente, em
1990 foi relatada pela primeira vez nos Estados
Unidos e trés anos depois havia relatos da doenca
em mais de 25 paises abrangendo trés continentes.

Esta disseminacdo pode ter ocorrido em
razdo da grande demanda de sementes de manjericdo
para novas areas produtoras e a falta de medidas
fitossanitarias para o comeércio destas sementes. Reis
et al, (2007) relatam o primeiro registro formal da
presenca do fungo F. oxysporum f. sp. basilici no
Brasil sugerindo que as sementes representam o
mais provavel veiculo de introducdo e potencial
disseminacdo deste patdgeno em territério nacional.
Em nosso estudo, a incidéncia do género Fusarium
sp. foi insignificante, entretanto, precaugdes devem
ser tomadas no comércio de sementes de manjericao,
visto as perdas significativas que este patdgeno pode
causar.

Dessa maneira, é pertinente concluir que 0s
Oleos essenciais possam ser utilizados em
tratamentos sanitarios de sementes, contudo, o efeito
desses Oleos sobre a germinacdo e O
desenvolvimento das plantulas precisa ser também
investigado. A utilizacdo da concentragdo correta,
aquela que inibe a incidéncia de fitopatdgenos e nao
compromete a germinagdo das sementes, € o ponto
chave para a utilizacdo de Oleos essenciais no
tratamento das sementes. Do mesmo modo, prevenir
0 estabelecimento de agentes patogénicos nos
cultivos ainda € a melhor alternativa aos adeptos a
utilizag&o de substancias de origem natural.

CONCLUSAO

Os géneros fungicos com maior incidéncia
nas sementes tratadas com os trés tipos de Oleos
essenciais avaliados foram: Cladosporium sp. e
Penicillium sp. Destes foi observada total auséncia
de germinacdo de sementes a partir da concentracéo
de 40% de Gleo essencial de manjericdo e capim
citronela.
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