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RESUMO: Sementes contaminadas podem disseminar patdgenos em novas areas causando prejuizos significativos
na produgdo como tombamento, morte de plantas, podriddes e infecgbes generalizadas. O tratamento das sementes
com oOleos essenciais € um método alternativo ao uso de agrotdéxico que pode apresentar propriedades
antimicrobianas capazes de controlar a microflora associada as sementes. O presente trabalho teve como objetivos
avaliar a qualidade fisiolégica e sanitaria de sementes de feijdo preto, cultivar BRS Esteio tratadas com diferentes
concentragdes de 6Oleo essencial de capim limdo (Cymbopogon citratus). Sementes de feijdo foram tratadas com
solucbes de 6leo essencial de capim limdo nas concentragdes de 0; 0,25; 0,50; 1,00 e 1,50% e submetidas aos testes
de germinacdo, primeira contagem da germinacdo, peso de matéria seca de plantula e teste de sanidade (“Blotter
test”). O delineamento foi inteiramente casualizado, com 5 repeticdes e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade. O tratamento das sementes com 6leo essencial ndo afetou a germinacdo e desenvolvimento das
plantulas de feijdo. No teste de sanidade, o aumento da concentracdo de 6leo nos tratamentos causou a redugdo dos
patdgenos dos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp. e também maior indice de sementes limpas (sem patdgenos).
O estudo fornece evidéncias que o 6leo essencial de capim limdo apresenta-se como um potencial fungicida para o
tratamento de sementes de feijao.

Palavras-chave: Aspergillus; Penicillium, controle alternativo, capim limé&o.

PHYSIOLOGICAL AND SANITARY QUALITY OF BEANS SEED TREATED WITH
ESSENTIAL OIL OF Cymbopogon citratus (D. C.) STAPF

SUMMARY:: Contaminated seeds can spread pathogens in new areas causing significant damage to production such
as tipping, plant death, rot and widespread infections. The treatment of the seeds with essential oils is an alternative
method to the use of agrochemicals that can present antimicrobial properties capable of controlling the microflora
associated with the seeds. Evaluation of physiological and sanitary quality of black bean seeds, cultivar BRS Esteio
treated with different concentrations of essential oil of lemon grass (Cymbopogon citratus). Bean seeds were treated
with lemon grass essential oil solutions at concentrations of 0; 0.25; 0.50; 1.00 and 1.50% and submitted to
germination tests, first germination count, seedling dry weight and "Blotter test”. The design was completely
randomized, with 5 replicates means compared by the Tukey test at 5% probability. The seed treatment with essential
oil did not affect germination and development in bean seedlings. In e sanity test, the increase of the oil
concentration in all treatments caused reduction of pathogens by Aspergillus sp. and Penicillium sp. genus and higher
index of clean seeds (without pathogens). The study provides evidences of potential fungicide activity by essential
oil of lemon grass in treatments of bean seeds.
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INTRODUCAO

Sementes podem ser meio de disseminacdo de patdgenos quando infectadas por
microrganismos patogénicos (PESKE et al., 2006). Sua qualidade sanitaria estd diretamente
relacionada com a produtividade da cultura, sendo que é grande a quantidade de patdgenos que
podem estar associados ao material comprometem o bom desempenho das plantas.
Microrganismos patogénicos associados as sementes podem comprometer a germinacao e causar
uma série de danos, como o baixo vigor devido a deterioracao de tecidos embrionarios ou mesmo
serem inviaveis, morte na pré-emergéncia da plantula, tombamentos, podriddes radiculares,
manchas necroticas em folhas, caules, frutos e sistema vascular, deformacdes, descoloragoes,
infecces latentes (MACHADO, 1998; MOREAU, 2011; PIVETTA et al. 2010).

O tratamento quimico de sementes é um importante procedimento na produgdo agricola
por controlar de maneira eficiente muitos dos fitopatdgenos ndo s6 na semente, mas também no
solo, e em alguns casos, na parte aérea das plantas (MACHADO, 2000; VILLELA, 2015).
Entretanto, o uso indiscriminado de fungicidas quimicos sintéticos causa contaminagdo de
alimentos, agua, solo, animais e microrganismos benéficos do solo, além da intoxicacdo de
agricultores (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003).

O emprego de substancias naturais com acdo fungicida surge como uma op¢do impacto
ecolégico e ambiental reduzidos, menor risco de contaminacdo de alimentos, reducdo de custos,
podendo ser usados na protecdo natural de plantas e indicado no controle de doengas provocadas
por fungos e bactérias (GOMES, 2008; XAVIER et al., 2012). A utilizacdo de extratos (6leos
fixos) e Oleos essenciais (volateis) de plantas medicinais, condimentares e aromaticas com
potencial para 0 manejo de doencas de plantas apresenta-se atualmente como alternativa ao uso
de produtos tdxicos. Isso possibilita sistemas de cultivo menos dependentes do uso de
agroquimicos e mais sustentaveis (SEIXAS et al., 2011). Diferentes estudos mostram o efeito de
Oleos essenciais de plantas como fungicidas naturais inibindo a atividades fungicas (ABREU,
2006; MEDICE et al., 2007; ROZWALKA et al., 2008; PEREIRA et al., 2013).

O oleo essencial de capim-liméo é rico em citral e limoneno e a agdo fungitdxica desses
compostos foi confirmada em alguns estudos (COMBRINCK et al., 2011; GUIMARAES et al.,
2011). Pesquisas tém atribuido & espécie outras atividades bioldgicas, tais como: inseticida
(LIMA et al. 2008; ALBO et al. 2016), antimicrobiana (SANTOS et al., 2009) e antibacteriano
(PEREIRA et al., 2004).

Com base nesse contexto e devido a escassez de informacgdes sobre o efeito de oOleos

essenciais na germinagdo de sementes e no desenvolvimento de plantulas, o presente trabalho
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teve como objetivo identificar os efeitos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus na qualidade

fisiologica e sanitéria de sementes de feijéo.

MATERIAL E METODO

O experimento teve inicio com a coleta de folhas de plantas de capim limdo (Cymbopogon
citratus — Poaceae), para extracdo de seu Oleo essencial, no inicio do outono (abril de 2017), no
periodo da manhd, na Fazenda Experimental Canguiri, em Pinhais (PR) no Setor de Plantas
Medicinais. Apds a coleta, a massa fresca (folhas) do material foi cortada em pedacos de
aproximadamente 1cm? e inseridas em baldes de fundo redondo, com 2 litros de capacidade, do
aparelho graduado tipo Clevenger, no Laboratério de Ecofisiologia, no Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo. Em cada baldo foram colocados 2/3 do volume de massa do
material e 1litro de 4gua destilada. A extracdo do 6leo deu-se por hidrodestilacdo, em modo de
arraste de vapor com fervura durante 2,5 horas.

O hidrolato foi coletado com micropipeta e armazenado em frascos Ependorf de 2 ml, a -
20°C, até a realizacdo da analise de seus componentes quimicos. Para a analise de composicao, o
oleo foi centrifugado por 20 segundos, nos proprios Ependorf, para separacao de residuos de dgua
presente no 6leo. Posteriormente o dleo foi coletado com micropipeta e armazenado em frasco de
vidro ambar, de volume 10mL em freezer, a baixa temperatura (-20°C) e ao abrigo de
luminosidade.

Analise cromatografica do 6leo essencial - a analise qualitativa do 6leo essencial de C.
citratus foi realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), em cromatografo Agilent 6890 acoplado a detector seletivo de massas Agilent 5973N,
com detector de ionizacdo de chamas (FID). A descricdo dos componentes do 6leo esta na Tabela
1.

Caracteristicas fisicas e qualidade das sementes - foram usadas sementes de feijdo
(Phaseolus vulgaris), do grupo preto, cultivar BRS Esteio lote com inscri¢do F100, categoria S2,
fornecidas pela Cooperativa Bom Jesus, Lapa, PR. O peso médio de 100 sementes e a
determinacédo do teor de 4gua (método de estufa a 105°C)(BRASIL, 2009a). Realizou-se o teste
de hipoclorito de sdédio para determinar a porcentagem de danos mecanicos das sementes. Foi
realizada a dilui¢do do hipoclorito de sodio em &gua destilada até a concentracdo de 5,25 % e a
embebicdo das sementes (cinco de 100 sementes) por 10 minutos na solucdo
(KRZYZANOWSKY, FRANCA e COSTA, 2004).

Tratamento das sementes e qualidade fisioldgica - Oleo essencial de C. citatrus foi
solubilizado com Tween 80 (1%) e dissolvido em agua destilada para a obtencdo de solugbes nas
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concentracdes de 0,25%, 0,50%, 1,0% e 1,5%. Como testemunha utilizou-se uma solucao de
Tween 80 (1%) sem adicao de dleo (0%). As sementes de feijao foram tratadas por imerséo nas
solucBes durante cinco minutos e ap6s esse periodo, foram retiradas (com auxilio de uma peneira)
e colocadas sobre papel de filtro para secagem durante 24 horas, em bancada, em ambiente de
laboratdrio (sem controle de umidade relativa do ar e temperatura).

Ap0s este periodo procedeu-se o teste germinacdo onde as sementes foram distribuidas
sobre duas folhas de papel “germitest” e cobertas com uma terceira, umedecidas com agua na
quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 seu peso seco e 0s rolos foram acondicionados em
germinador na temperatura constante de 25°C durante 9 dias, foram utilizadas 5 repeticdes com
25 sementes cada rolo. Aproveitou-se a primeira contagem de germinagdo (PCG) (5°dia) para
determinacédo do vigor NAKAGAWA, 1994).

Na avaliacdo final determinou-se a porcentagem de plantulas normais e anormais e
sementes mortas e ainda o peso de matéria seca (PMS) das plantulas normais (NAKAGAWA,
1994). Apos a contagem das plantulas normais, essas foram acondicionadas em sacos de papel
(0,1L) e submetidas a secagem em estufa com circulagdo de ar forcado a 60°C durante 24 horas.
Apos a pesagem os resultados foram expressos em gramas.

Teste de sanidade - Com as sementes tratadas realizou-se também o Teste de Sanidade
pelo método do papel de filtro (“Blotter test”) (BRASIL, 2009b) com congelamento, foram
realizadas cinco repeticdes com 25 sementes por gerbox (caixas plasticas transparentes com
tampa com a desinfec¢do prévia com hipoclorito a 1%) e avaliagdo aos 10 dias. Utilizou-se lupa
e microscopio para a identificacdo dos fungos presentes nas sementes, e quando necessario feito
laminas semi-permanente para identificacao de estruturas reprodutivas e micélios dos fungos.

Os dados dos testes de germinacdo e sanidade foram analisados em delineamento
inteiramente casualizado, com 5 repetigdes por tratamento. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (5%). Os dados de sanidade foram submetidos a anélise de regressdo com ajuste
de curva de melhor tendéncia das concentracdes de solucdes de 6leo essencial de capim liméo,
sendo os modelos escolhidos com base no coeficiente de determinac¢do e na sua significancia.
Utilizou-se o programa ASSISTAT (SILVA; AZEVEDO, 2002).

RESULTADO E DISCUSSAO
As sementes do cultivar BRS Esteio apresentaram peso médio de 25,20g para 100

sementes, teor de agua de 10,4% e valor médio de 23,4% de danos de acordo com o teste de
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hipoclorito de sédio. Os principais componentes do 6leo essencial de capim limao foram o Neral

(31,93%) e o Geranial (41,97) (Tabela 1).

Tabela 1. Principais componentes do 6leo essencial de C. citratus (abril, 2017).

Componente IRa IRb %
B-mirceno 990 988 16,52
Neral 1242 1235 31,93
Geraniol 1254 1249 2,32
Geranial 1273 1264 41,97
Ni' - - 7,27
Total 100

'Nao identificado
IRa - Indice de Retencdo encontrado na literatura;
IRb - Indice de Retencdo encontrado no trabalho.

Fonte: Elaborada pelos autores.

A composi¢dao quimica do 6leo essencial do capim-limao foi similar as encontradas em
outros trabalhos. Gongalves ef al.(2015) realizando extracdo de 6leo essencial de capim limdo por
hidrodestilagdo durante 2 horas, observaram que o 6leo essencial apresentou como constituintes
majoritarios o citral (77,60%), sendo, os isdmeros, geranial (46,32%) e neral (31,28%); outros
autores (GUIMARAES et al., 2008; GALEANO, 2015) também encontraram valores médios
proximos a estes e corroboram com essa informacao.

Os resultados de peso de 100 sementes se assemelham aos encontrados na literatura
(PEREIRA et al., 2013) e o valor maximo de danos mecanicos permitido ¢ 10% em lotes de
sementes; um resultado superior a esse como o obtidos no trabalho indica que a semente esta
muito danificada (KRZYZANOWSKY; FRANCA e COSTA, 2004). A elevada porcentagem de
danos mecéanicos, pode ser causada por ma regulagem de maquinas no processo de colheita,
equipamentos de transporte e/ou também secagem muito intensa que pode causar ruptura do
tegumento devido a baixa umidade do grao (10,3%), sendo que o recomendado ¢ de 12 %
(BRAGANTINI, 2005). As porcentagens de danos mecanicos podem ser consideradas sem
restricdo quando inferiores a 6%, restritivos com valores entre 7% e 10% e altamente restritivo
quando superiores a 10%. Além de estimar o vigor de lotes de sementes, este teste também pode
determinar as causas de alguns problemas no lote (FRANCA NETO; KRYZANOWSKI e
COSTA, 1998).
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O teste de germinagdo (Tabela 2) apds o tratamento das sementes de feijdo com as
concentragdes 0%, 0,25%, 0,5%, 1% e 1,5% de oleo essencial de C. citratus mostrou que ndo
houve efeito significativo entre as concentracdes na germinagdo e no desenvolvimento das
plantulas. O vigor das sementes (PCG) foi afetado pela menor concentragdao do 6leo (0,25%), mas
os outros tratamentos (0,5%, 1 e 1,5%) foram semelhantes a testemunha. O peso de matéria seca
das plantulas normais (MS) também ndo foi afetado pelas diferentes concentragdes, pois nao
houve diferenga significativa entre os tratamentos. E possivel que os resultados da germinagio
tenham sido afetados de forma negativa pelo alto indice de sementes mortas (SM) (variacao de 28
a 40%) haja vista que os valores de plantas anormais (PA) foram baixos quando comparados aos
de SM (4 a 6%).

A germinagdo e o peso de matéria seca (Tabela 2) ndo foram afetados pelo tratamento
com as solucbes de dleo de capim liméo, independentemente das concentra¢bes, ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos. Ordonez (2016) usou as mesmas concentra¢des de
6leo de capim limao em tratamento de sementes de cebola para controle de Cephalosporium
gloeosporioides e verificou valores de germinagdo satisfatorios em concentragdes até 2.000 ppm;
a partir desta concentragdo ocorreu reducdo significativa na germinagdo. A matéria seca das
plantulas normais também nao foi afetada pelas diferentes concentragdes, pois ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos para a variavel PMS (Tabela 2). Tal fato pode ser
visto de forma positiva, pois, mostra 6leo de C.citratus nao afetou o processo metabolico das
sementes e plantulas, independente das concentragdes utilizadas.

Tabela 2. Primeira contagem da germinacao (PCG), germina¢do (GE), plantulas anormais (PA),
sementes mortas (SM) e peso de matéria seca (MS) de plantulas de feijdo tratadas com diferentes
concentracoes de 0leo de capim limao (Cymbopogon citratus).

Concentragdo (%) PCG (%) GE (%) PA(%) SM (%) MS (g)
0 60a' 6la 6a 28a 0,1843a
0,25 34b 44a 4a 38a 0,1730a
0,50 41ab 48a Sa 40a 0,1816a
1,00 54ab 57a 6a 33a 0,1860a
1,50 54ab 54a S5a 34a 0,1809a
CV% 24,78 31,09 31,09 39,71 8,53

' Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pelos autores.
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E possivel que a germinagéo (valores de 34% a 60%) tenha sido afetada de forma negativa
pelo alto indice de sementes mortas (Tabela 2). O elevado indice de danos mecanicos (23,4%) e o
baixo teor de dgua das sementes (10,3%) podem ter contribuido para a redu¢do na germinagao.
Em trabalho realizado por Toledo (2008) com sementes de soja com cinco teores de agua (9%,
11%, 13%, 15% e 17%) houve elevado indice de plantulas anormais devido a danos por
embebicdo quando os teores de adgua estavam baixos, porém, o dano por embebicdo ndo foi
detectado em sementes com teores iniciais de agua igual ou superior a 15%. No presente trabalho,
ndo houve altos valores de plantulas anormais (PA), mas sim elevados indices de sementes
mortas, possivelmente ocasionadas pelos danos mecanicos (maximo recomendado 10%).

Na avaliacdao de sanidade de sementes (Figura 1) verificou-se a presenca dos fungos dos
géneros Aspergillus spp e Penicillium spp. Para Aspergillus spp, a testemunha apresentou 40%
de presen¢a do fungo o qual apresentou maior incidéncia. Houve diferenga significativa nos
tratamentos para ambos os fungos e também para a porcentagem de sementes limpas (auséncia de
patogenos).

A avaliacao dos fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium nos diferentes tratamentos
mostrou a diminui¢do de maneira linear (ajuste de equagdo linear) da incidéncia desses patdogenos
com o respectivo aumento da concentragcdo do 6leo essencial, sendo a incidéncia de Aspergillus
sp. € Penicillium sp, 4% e 1%, respectivamente, quando empregada a maior concentragdao de 6leo
essencial (1,5%). A porcentagem de sementes limpas aumentou com o respectivo aumento das
concentragdes do oleo essencial nos tratamentos, atingindo para a concentragdo de 1,5% de dleo,

o valor de 95% de sementes limpas.
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Figura 1. Sanidade de sementes de feijao tratadas com solucdes de 6leo essencial de capim limao
nas concentracgoes de 0,0%, 0,25%, 0,50%, 1,00% e 1,50% (c. citratus).
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Fonte: Elaborada pelos autores.

E importante ressaltar que apesar da possibilidade de uso de 6leo essencial na agricultura
sustentavel, esses compostos vegetais (especialmente mono e sesquiterpenos) podem causar
interferéncia nos processos fisioldgicos das plantas, prejudicando a sua germinacdo e o
desenvolvimento das plantulas, por isso, os parametros de germinagdo a campo devem ser
considerados (Biasi; Deschamps, 2009). Com relagdo ao controle da patéogenos os resultados
obtidos concordam com Tzortzakis e Economakis (2007) utilizando o 6leo essencial de capim-
limdo (C. citratus) nas concentragdoes entre 25 e 500 ppm (em ensaios in vitro), observaram
diminui¢do significativa do crescimento dos fungos patogénicos Colletotrichum coccodes,
Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Rhizopus stolonifer e A. niger e controle total na
maior concentracdo. Bettiol e Morandi (2009) também observaram a atividade fungitoxica do
citral (constituinte quimico majoritario no C. flexuosus) sobre Penicillium sp., Alternaria sp.,
Fusarium sp., Aspergillus e Botritis nas concentracdes de 500 ppm e 1500 ppm e constataram que
a maior concentracdo obteve total inibicdo do crescimento fungico.

Gongalves et al. (2015) o 6leo essencial de C. citratus e o componente citral foram
eficientes em concentracdes entre 200 ¢ 600 ug mL™, para o controle in vitro do crescimento
micelial de S. rolfsii e Rhizoctonia solani e Sclerotim rolsii. Neste trabalho, a atividade

antifungica esta relacionada diretamente com o citral, o que comprova a eficacia do 6leo de C.
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citratus no controle de fungos. Bonna (2012) descreveu o mecanismo de agao do 6leo essencial
como sendo resultante da quantidade e variedade dos compostos quimicos presentes, com isso,
dificulta a atribui¢do de um unico mecanismo de ac¢ao especifico para as atividades antifiingica e
inseticida do 6leo. Os dleos essenciais tém agdo antimicrobiana afetando a estrutura da parede
celular do microrganismo desnaturando e coagulando proteinas. Além disso, também alteram a
permeabilidade da membrana plasmatica, ocasionando a interrup¢do de processos vitais, como
transporte de elétrons, fosforizagdo e outras reagdes resultando em perda do controle
quimiosmotico, causando a morte celular.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, concluiu-se que o tratamento
de sementes de feijdo com solucBes de 6leo essencial de capim limédo (C. citratus) ndo afetou a
germinacdo e desenvolvimento das plantulas e que o aumento da concentracdo de Oleo nas

solugdes causou reducdo dos patdgenos dos géneros Aspergillus spp. e Penicillium spp.

CONCLUSAO

O tratamento das sementes com O&leo essencial ndo afetou a germinacdo e
desenvolvimento das plantulas de feijao.

O aumento da concentracdo de 6leo nos tratamentos causou reducdo dos patdgenos dos
géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp. e resultou em maior indice de sementes limpas (auséncia

de patdgenos).
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