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RESUMO

As doencas flngicas sdo um dos principais problemas de interesse econdémico na viticultura, devido as grandes perdas registradas.
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi testar o 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis), no controle da antracnose
e do mildio da videira. As concentragdes de 0, 500, 1000, 2000 e 4000 WL L' desse dleo essencial foram utilizadas nos seguintes
experimentos: crescimento micelial e esporulagao de Elsinoe ampelina, germinacdo de esporangios de Plasmopara viticola e
a avaliagdo da severidade da antracnose e do mildio da videira a campo. Observou-se que a concentragéo de 4000 uL L' de
6leo essencial, reduziu em 21% o crescimento micelial de E. ampelina, porém nenhum dos tratamentos apresentou diferenca
estatistica para esporulagéo desse patogeno. Para a germinagéo de P. viticola néo houve diferenga entre os tratamentos. Em
condicdes de campo, verificou-se que a concentragdo de 4000 L L™, proporcionou redugao de aproximadamente 91% da Area
Abaixo da Curva do Progresso da Doenga (AACPD) da antracnose da videira. Porém para o mildio, ndo foi relatada diferenca
estatistica. Dessa maneira, a concentragao de 4000 uL L de dleo essencial de alecrim, foi eficiente no controle direto sobre E.
ampelina, tanto in vitro quanto em campo, mostrando ter grande potencial no manejo integrado de doengas.

Palavras-chave: controle alternativo; Rosmarinus officinalis; Vitis vinifera

Essential oil of rosemary in the control of the diseases
of the vine cultivar Cabernet Sauvignon

ABSTRACT

Fungal diseases are one of the main problems of economic interest in viticulture due to the great losses recorded this sense.
The purpose of this work was to test the essential oil of Rosemary (Rosmarinus officinalis), without control of anthracnose and
of the downy mildew of the vine. The concentrations of 0, 500, 1000, 2000 and 4000 uL L of essential oil were used for the
following experiments: mycelial growth and sporulation of Elsinoe ampelina, germination of sporangium Plasmopara viticola
and the evaluation of the severity of anthracnose and downy mildew from the field. It was observed that a concentration of
4000 pL L of essential oil, reduced 21% the mycelial growth of E. ampelina, none of the treatments has presented statistic
difference for sporulation of this pathogen. For a germination of P. viticola there was not difference between the treatments.
Under field conditions, it was found that a concentration of 4000 uL L provided a reduction of about 91% of the Area Under the
Disease Progress Curve (AUDPC) of anthracnose of the vine. However, for mildew, no statistical difference was reported. Thus,
a concentration of 4000 uL L of essential oil of rosemary was efficient with direct control over E. ampelina, as wel in vitro as in
the field, showing great potential with integrated management of diseases.

Key words: alternative control; Rosmarinus officinalis; Vitis vinifera
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Introducao

A videira ¢ uma cultura de grande importancia no Brasil,
principalmente nas regides de Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parand. Dentre as cultivares mais utilizadas, pode-
se ressaltar a Cabernet Franc, a Merlot e Cabernet Sauvignon
(Martins et al., 2014).

Uma das maiores dificuldades para a produgdo da uva se
deve aos fendmenos naturais, resultando em um ambiente
favoravel para o desenvolvimento de doengas (Mota et al.,
2008). Dentre as mais prejudiciais, destacam-se, a antracnose
(Elsinoe ampelina (de Bary) Shear) e o mildio da videira
(Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni),
que em alguns casos, devido a severidade, sdo destinadas até
30% do custo da producdo da uva para seu controle (Glessler
etal., 2011; Carisse & Morissette-Thomas, 2013).

A antracnose, dependendo das condi¢des favoraveis de
temperatura e umidade, apresenta alto poder destrutivo. Ataca
todas as partes verdes da planta, porém nas inflorescéncias
estdo localizados os piores danos (Carisse & Morissette-
Thomas, 2013), ¢ o mildio atinge principalmente as folhas,
reduzindo a area fotossintética ativa, e dessa forma acarreta
perdas de 50% a 75% na producdo da videira (Glessler et al.,
2011).

O controle destas doengas baseia-se na utilizagao de
fungicidas sintéticos, que apesar de eficientes, podem causar
problemas a satide dos produtores e consumidores, bem como
ao ambiente ¢ elevado custo na produtividade (Tripathi et al.,
2008).

Para tentar reduzir estes inconvenientes e contribuir para
que o produtor obtenha maior margem de lucro, tem-se o cultivo
organico de videiras (Comiran et al., 2012). Dentre as maneiras
utilizadas para o controle de doengas nesse cultivo, destaca-se
o controle alternativo, que proporciona sustentabilidade com a
finalidade de redugdo do uso de agrotoxicos, eliminando riscos
de contaminagdes ambientais e humanas. Nesse sentido, o
emprego de 6leos essenciais se destaca, por apresentar em sua
composi¢do substancias terpénicas com agdo antimicrobiana
(Moura et al., 2016). Fato relatado por Maia et al. (2014a), que
ao utilizarem o 6leo essencial de capim-limao, na concentragdo
de 500 uL L' obtiveram redugdes de 57% na AACPD da
mancha das folhas da videira, na concentragdo de 2000 pL L™
e de 49% para a severidade de mildio.

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi testar o efeito
in vitro ¢ in vivo do 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.), no controle de Elsinoe ampelina e Plasmopara
viticola, agentes causais do antracnose ¢ mildio videira,
respectivamente, na cultivar Cabernet Sauvignon (Vitis
vinifera L).

Material e Métodos

Obtencao dos produtos utilizados no controle dos patégenos

O dleo essencial de alecrim, utilizado neste trabalho, foi
o mesmo usado por Maia et al. (2014b), o qual foi obtido
por hidrodestilacdo, a partir de folhas secas (2 kg) ao ar, e
teve seus compostos identificados com base no indice de
retengdo de Kovats (IK, determinado por séric homoéloga de
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n-alcanos, analisada sob as mesmas condi¢des experimentais),
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG-EM). Os constituintes majoritarios foram o
1,8 cineol (44,39%), canfora (19,75%), a-pineno (12,00%),
B-cariofileno (4,53%), e canfeno (4,08%), correspondendo a
65% do total do 6leo.

Os tratamentos consistiram das seguintes concentra¢des do
6leo essencial de alecrim: 0, 500, 1000, 2000 ¢ 4000 uL L,
acrescidas na mesma propor¢do de cada tratamento de Tween
80", além do tratamento padrdo com calda bordalesa 1:1:100
(sulfato de cobre: cal virgem: agua).

Avaliacdo do dleo essencial de alecrim no crescimento
micelial e esporulacio de Elsinoe ampelina

Para avaliar o efeito do o6leo essencial de alecrim no
crescimento micelial de E. ampelina, foram adicionados os
tratamentos, apds a autoclavagem do meio de cultura BDA
(Batata-Agar-Dextrose) por 20 minutos a 120 °C e pressio de
1 atm, no meio fundente e agitado até sua homogenizacao.

Em seguida os meios de cultura, foram vertidos em placas
de Petri, onde foram repicados no centro, discos de 8 mm de
diametro do micélio de E. ampelina, e as placas incubadas em
camara de crescimento (BOD) a 25 £1 °C. O delineamento
experimental adotado foi inteiramente casualizado, com
seis tratamentos, cinco repeticdes e parcela experimental
constituida por uma placa de Petri.

Apo6s 48 h iniciou-se a avaliagdo do crescimento micelial
pelo do didmetro da colonia com auxilio de paquimetro digital.
As avaliagGes prosseguiram a cada 24 h até que a colonia de E.
ampelina do tratamento testemunha crescesse em toda a placa,
totalizando oito avaliagdes. Esses dados foram utilizados
no calculo do indice de velocidade de crescimento micelial,
conforme a férmula descrita: [IVCM = ) ((D+Da)/N), na qual
IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial; D=
didmetro médio atual da coldnia; Da= didmetro médio da
colonia do dia anterior; N= ntimero de dias ap6s a inoculacao
(Oliveira, 1991).

Para a esporulacdo, ap6s o termino das avaliacdes do
crescimento micelial, adicionou-se 10 mL de agua destilada
em cada placa e com al¢a de Drigalski retirou-se a suspensdo
fingica e armazenou-se em tubo falcon. Posteriormente os
esporos foram quantificados em camara de Newbauer com
auxilio de microscopio optico.

Os resultados foram submetidos a analise de normalidade
e homogeneidade e, em seguida a analise de variancia, teste de
Dunnett e regressao polinomial ao nivel de 5% probabilidade
usando o programa estatistico IBM SPSS Statistics (2013).

Efeito do o6leo essencial de alecrim na germinacgdo de
esporangio de Plasmopara viticola

O efeito do oleo essencial de alecrim sobre P. viticola
foi realizado pela germinagdo dos esporangios do oomiceto.
Folhas de videira, com sintomas tipicos de mildio, foram
coletadas e nelas adicionou-se 100 mL de agua destilada
esterilizada com 20 pL de Tween 80" e, com al¢a de Drigalski
realizou-se um esfregago sobre as estruturas do patogeno, que
consequentemente liberaram os esporangios, seguida de uma
padroniza¢do da suspensdo a 1x10° esporangios mL"' com
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contagem em camara de Newbauer. Posteriormente, aliquotas
de 40 uL da suspenséo de esporos e outra de 40 pL da solucdo
de cada um dos tratamentos foram adicionadas em cavidades
individuais de placas de teste ELISA (Regente et al, 1997).

As placas foram incubadas em camara de crescimento
BOD, sob fotoperiodo de 12 h com temperatura de 25 + 1°C. A
porcentagem de germinagdo foi determinada as 12 ¢ 24 h para
apos o inicio do experimento, através do emprego de 20 uL do
corante azul algodao de lactofenol para paralisar a germinagao.

A avaliagdo foi realizada através da observagdo ao
microscopio Optico com aumento de 400 vezes. Contaram-
se 100 esporos aleatorios por repeti¢do, totalizando 400
esporos por tratamento. Consideraram-se esporos germinados
0s esporangios que apresentavam liberacdo dos zoodsporos.
O delincamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado, com seis tratamentos e cinco repeti¢des.

Os resultados foram submetidos a analise de normalidade,
homogeneidade e, em seguida de variancia, teste de Dunnett e
regressdao polinomial ao nivel de 5% probabilidade usando o
programa estatistico IBM SPSS Statistics (2013).

Efeito do dleo essencial de alecrim na severidade da
antracnose e mildio da videira cultivar Cabernet Sauvignon

O experimento foi conduzido em vinhedo comercial com
a cultivar Cabernet Sauvignon, em sistema convencional, no
nono ano de produgdo, enxertadas sobre porta-enxerto ‘766-
TIAC’, no espagamento 4,0 x 1,0 m e conduzidas no sistema de
latada, durante duas safras consecutivas.

O vinhedo estava localizado no municipio de Maringa,
Paran4, Brasil, com coordenadas geograficas de 23°27'49,86"S,
51°47'18,74"0O e altitude de 614 m, sob o tipo climatico Cfa
segundo classificagdo de Koppen. O solo no local selecionado
para o experimento foi classificado como latossolo vermelho
eutroférrico e nitossolo vermelho Eutroférrico de textura muito
argilosa e relevo plano a ondulado (Embrapa, 2006).

As pulverizagdes foram realizadas semanalmente com
pulverizador manual até o ponto de “gotejamento”, nas horas
mais frescas do dia, a partir do inicio da brotacdo (estadio
fenologico, ponta verde), perfazendo um total de 10 aplicagoes.
O delineamento experimental foi em blocos casualizado com
seis tratamentos e quatro repetigdes, ¢ a parcela experimental
foi constituida por uma planta.

Com o aparecimento dos primeiros sintomas, ocorréncia
natural, a severidade da antracnose e do mildio da videira,
foi avaliada em trés folhas, da parte mediana de quatro ramos
por planta, previamente identificadas, utilizando-se escala
diagramatica com notas de 1 a 12, que correspondem de 0 a
100% da area lesionada (Azevedo, 1997), respectivamente.
Com os dados da severidade foi determinada a area abaixo
da curva de progresso das doengas (AACPC), baseado na
formula: AACPD = X (yi + yi+1)/2 * (ti+1 — ti), na qual: n =
numero de avaliagdes; y = severidade da doenca (%); t = tempo
(dias) (Campbell & Madden, 1990). No total foram realizadas
quatro avaliacdes com intervalos de sete dias.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
normalidade ¢ homogeneidade e, em seguida de variancia, teste
de Dunnett e regressdo polinomial ao nivel de 5% probabilidade
usando o programa estatistico IBM SPSS Statistics (2013).
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Resultados e Discussao

Avaliacdo do dleo essencial de alecrim no crescimento
micelial e esporulacio de Elsinoe ampelina

Para o indice de velocidade do crescimento micelial
(IVCM) de E. ampelina, houve efeito linear negativo em fungao
das concentragdes do 6leo essencial de alecrim (Figura 1). A
concentragao de 4000 pL L' diminuiu em 21% o crescimento
do patoégeno, quando comparado com a testemunha, diferindo
significativamente dos tratamentos calda bordalesa e
testemunha. Para a esporula¢do nio houve diferenca estatistica
entre os tratamentos ¢ as médias encontradas foram: 23,5,25,7,
29,2, 19,8 € 15,4 conidios mL!, para 0, 500, 1000, 2000 ¢ 4000
pL mL" de 6leo essencial, respectivamente.

O efeito fungitoxico, também foi observado por Sousa et
al. (2013) que com o objetivo de avaliar a eficacia da aplica¢do
dos dleos essenciais de Origanum vulgare L. € Rosmarinus
officinalis L. para inibir Aspergillus flavus Link e Aspergillus
niger Van Tieghem em meios de crescimento de fungos e em
Vitis labrusca L. (uvas de mesa), verificaram que as taxas de
inibigdo do crescimento micelial das estirpes de fungos pods-
colheita variaram de 95,18 a 99,46% na concentragdo de 0,25
e 1 uL mL"', respectivamente. O mesmo foi observado por
Andrade et al. (2016), destacando que as concentragdes de 50
e 100 pL de 6leo essencial de alecrim reduziram em 70 e 78%
o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides de
mamao.

Assim a capacidade de inibicdo do IVCM de E. ampelina,
pelo 6leo essencial de alecrim, provavelmente ¢ atribuida
pela presenga de compostos fitoquimicos, como o 1,8 cineol,
a-pineno, B-cariofileno e canfeno, os quais tem agdo direta
sobre o patdgeno, devido a sua capacidade antimicrobiana
(Arashiro et al., 2011).

Esses compostos podem apresentar a capacidade de afetar
microrganismos de varias formas, como pela coagulagdo da
membrana citoplasmatica de suas células, pela quebra do fluxo
de elétrons e transporte ativo desbalanceado, porém, ndo se

? ~ b**
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**Significativo a 1% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si pelo
teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Figura 1. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Elsinoe
ampelina, submetido as concentragtes de dleo essencial (OE) de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e calda bordalesa (CB).
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pode dizer como cada um atua separadamente, pois, varios
desses compostos trabalham de forma conjunta (Bakkali et al.,
2008; Costa et al., 2011).

Efeito do d6leo essencial na germinacio de esporingio de
Plasmopara viticola

A germinagao de esporangios de P. viticola na concentragao
de 1000 uL L' do dleo essencial de alecrim foi induzida 144%
em relacdo ao tratamento testemunha, em 12 h do contato do
patdgeno com os tratamentos. Resultado similar foi observado
24 h apds o inicio do experimento, sendo que as concentragdes
de 500 e 1000 pL L' do 6leo essencial de alecrim aumentaram
em 160 e 53%, quando comparadas com a testemunha (Tabela
1), respectivamente.

Os Oleos essenciais sdo misturas lipofilicas ricas em
substancias terpenodides, que apresentam a capacidade de
induzirem efeito toxico sobre os microrganismos, pois
induzem a mudangas das propriedades da membrana
plasmatica de suas células (Bakkali et al., 2008). Entretanto,
alguns microrganismos, podem reagir a esses efeitos, co-
metabolizando os compostos lipofilicos, aumentando sua
solubilidade e consequentemente utilizar como substrato de
facil metabolizacdo, como a glicose que ¢ empregada para
produzir energia por respiragdo celular (Onken & Berger,
1999). E como P. viticola ¢ um oomiceto, que possui paredes
celulares celuldsicas e a sua reserva de carboidratos ¢ em forma
de glicogénio, possivelmente os terpenos presentes no 6leo
essencial de alecrim, serviram de substrato para o patéogeno,
estimulando sua germinacdo. A baixa germinagdo de P, viticola
na concentracdo de 0 puL L' do dleo essencial de alecrim
também foi observado por Silva (2012), no qual apresentou
menos de 30% de germinagdo para 12 e 24 horas, como no
presente trabalho. Outro fator limitante a agdo dos metabolitos
¢ a rapida germinagdo dos esporangios de oomicetos (Garcia
etal., 2015).

Tabela 1. Efeito das diferentes concentragdes do 6leo essencial de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e calda bordalesa no percentual de germinagéo
de esporangio de Plasmopara viticola em 12 € 24 h em contato com os
tratamentos.

Percentual de esporangio

Tratamentos germinados (%)

12 h 24 h
0 pL de 6leo essencial 11,6 a* 19,6 a*
500 pL de 6leo essencial 21,8a 51,0b
1000 uL de dleo essencial 284b 30,0b
2000 L de oleo essencial 194 a 174 a
4000 uL de dleo essencial 22,0a 142a
Calda Bordalesa 10,2a 90a
CV% 39,97 39,97
Regress&o ns ns

ns: Nao significativo pelo teste F. *: Significativo a 5% de probabilidade. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Efeito do oleo essencial de alecrim na severidade da
antracnose e mildio da videira cultivar Cabernet Sauvignon

Para os resultados da AACPD houve efeito quadratico em
funcdo das concentragdes do 6leo essencial de alecrim para
a antracnose de videira em ambos os ciclos consecutivos
(Figura 2A e B). As concentragdes 500, 1000, 2000 e 4000 pL
L' de ¢6leo essencial de alecrim apresentaram um decréscimo
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Figura 2. Efeito das concentragbes de oleo essencial (OE) de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e calda bordalesa (CB) sobre a AACPD da
antracnose na safra de 2011 (A) e safrinha de 2012 (B) de videiras cultivar
Cabernet Sauvingnon.

de aproximadamente 71, 75, 90 e 91%, da AACPD,
respectivamente, diferindo do tratamento calda bordalesa na
safra de 2011 (Figura 2A). Com o aumento da dose, houve
reducdo exponencial da AACPD da antracnose da videira
nesse periodo. Na safra fora de época (2012), observou-
se que a concentragdo de 4000 puL L' de o6leo essencial de
alecrim apresentou um decréscimo de aproximadamente
90%, quando comparada com a testemunha, ndo diferindo
do tratamento calda bordalesa (Figura 2B). A concentracdo
estimada de maxima redugdo da doenga seria de 3946,2 uL
L, muito proxima da concentragdo de melhor resposta do
experimento. Esse comportamento diferenciando entre os
periodos de avalia¢do, provavelmente, seja referente a pressdo
de indculo, uma vez que na safra fora de época boa parte do
ciclo produtivo da videira ocorreu no periodo chuvoso (510
mm atingindo umidade relativa de aproximadamente 70%
- Sistema Meteorologico do Parana - SIMEPAR, 2012). Isto
provavelmente favoreceu o aumento da severidade da doenga.

Para os resultados da severidade do mildio, representados
pela AACPD, ndo houve diferenga significativa entre os
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tratamentos em ambas as safras (Tabela 2), isso, possivelmente
pode estar relacionado com a suscetibilidade cultivar Carbenet
Sauvignon ao P. viticola, por se tratar de uma planta de origem
europeia (Jiirges etal., 2009). Entretanto, Dagostin etal. (2010),
no norte da Italia, verificaram que extrato de Salvia officinalis
L., pertencente a mesma familia que o alecrim (Laminaceae),
reduziram em 63% a AACPD do mildio nas folhas de videira
e 94% dessa doenca nos cachos de uva cultivar Cabernet
Sauvignon, a campo referente aos meses de maio a setembro,
com condi¢des similares ao presente experimento. Em estudos
realizados por Maia et al. (2014b) com o objetivo de avaliar o
potencial do 6leo essencial de alecrim no controle da mancha-
da-folha (Pseudocercospora vitis) e mildio (P. viticola), em
videiras cultivar Isabel (Vitis labrusca L.) verificaram que as
concentragdes de 500 e 2000 pL L apresentaram decréscimo
de aproximadamente de 57e¢ 49% na AACPD da mancha das
folhas e mildio na primeira safra da cultura, e um decréscimo
de 39 e 44% na AACPD destas doencas na segunda safra da
cultura.

Os resultados da pesquisa demonstram que o 6leo essencial
de alecrim (R. officinalis), apresenta potencial fungitdxico
sobre E. ampelina. Assim como também, ressalta-se que
a concentracdo de 4000 pL L' desse 6leo, reduziu acima
de 90% a AACPD da antracnose da videira em duas safras
consecutivas. No entanto, para o mildio, ndo se observou este
efeito, sendo que novas pesquisas com outras concentragdes
do o6leo essencial de alecrim no controle do mildio deverdo
ser realizadas, buscando-se maior eficiéncia desse produto no
manejo desta doenga.

Tabela 2. Efeito das concentragdes do 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus
officinalis) e calda bordalesa sobre a area abaixo da curva do progresso da
doenga (AACPD) do mildio em duas safras consecutivas em videiras cultivar
Cabernet sauvingnon.

AACPD Mildio
Tratamentos Safra fora
Safra de 2011 de época de 2012
0 pL de 6leo essencial 1137,29ns 1.060,53ns
500 pL de o6leo essencial 1125,74 897,53
1000 pL de dleo essencial 1350,74 975,50
2000 L de 6leo essencial 1278,39 1015,60
4000 L de dleo essencial 1266,75 1030,19
Calda Bordalesa 1466,92 1057,13
CV (%) 26,68 57,04
Regress&o ns ns
ns: N&o significativo pelo teste F.
Conclusoes

A concentragdo de 4000 uL L' do 6leo essencial de alecrim
reduziu o crescimento micelial E. ampelina e a severidade da
antracnose da videira.

Os tratamentos nao foram eficientes no controle do mildio
da videira cultivar Cabernet Sauvignon.
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