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USO DE OLEO ESSENCIAL DE CRAVO Syzygium aromaticum E CHORUME NO
CONTROLE DE Lasiodiplodia sp.

RESUMO: As doencas fungicas representam um desafio significativo para o manejo
sustentavel de culturas agricolas tropicais. Este trabalho investigou uma alternativa
para controlar o fungo fitopatogénico Lasiodiplodia sp., combinando dleo essencial de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum, OE) & chorume de compostagem (CH). O
fungo foi isolado de tecidos lenhosos de coqueiro infectados e sua viruléncia
confirmada em mudas de acai pelo postulado de Koch. Diferentes formulagdes com
OE e CH foram testadas, com concentragdes de OE variando entre 0,00-2,00 % (v/v)
e de CH entre 0,00-50,00 % (v/v). Discos de micélio de Lasiodiplodia sp. foram
cultivados em meio BDA (Agar Batata Dextrose) suplementado com as formulagtes e
incubados a 25 °C. Os resultados demonstraram uma acao sinergica eficaz nos blocos
iniciais. Combinagbes de OE entre 0,30% e 1,0% (v/v) e de CH entre 8% e 50% (v/v)
inibiram completamente o crescimento fungico, permitindo reduzir a concentracao de
OE em até 6 vezes (de 1,70% para 0,30%) sem perda de eficacia. A concentragdo
inibitdria minima (CIM) do OE isolado situou-se entre 0,50% e 1,00% (v/v). O chorume
isolado (até 25% v/v) ndo inibiu o fungo, mas potencializou o efeito do OE, permitindo
a administracdo de doses menores. Em diluigoes extremas (OE 1:100-1:200), a
atividade antifungica foi perdida. Essa combinagao aponta beneficios econdmicos e
ambientais ao reduzir o uso de insumos e ao valorizar residuos organicos. Assim, a
associacdo entre o6leo essencial de cravo e chorume revela-se uma abordagem
promissora e sustentavel para o manejo de fitopatdégenos.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biologico; Sinergismo; Manejo sustentavel; Fungo
fitopatogénico.

ABSTRACT: Fungal diseases represent a significant challenge for the sustainable
management of tropical crops. This study investigated an alternative to control the
phytopathogenic fungus Lasiodiplodia sp. by combining clove essential oil (Syzygium
aromaticum, OE) and compost slurry (CH). We isolated the fungus from infected
coconut woody tissues and confirmed its virulence in acai seedlings using Koch's
postulates. We tested different formulations containing OE (0.00-2.00% v/v) and CH
(0.00-50.00% wv/v). We cultured mycelial discs of Lasiodiplodia sp. on PDA medium
supplemented with the formulations and incubated them at 25 °C. The results showed
effective synergistic action in the initial blocks: combinations with OE concentrations
between 0.30% and 1.0% (v/v) and CH between 8% and 50% (v/v) completely inhibited
fungal growth, allowing a reduction of up to six times in the OE concentration (from
1.70% to 0.30%) without loss of efficacy. The minimum inhibitory concentration (MIC)
of OE alone was between 0.50% and 1.00% (v/v). The slurry alone (up to 25% wv/v) did
not inhibit the fungus but potentiated the OE effect, enabling lower doses. At extreme
dilutions (OE 1:100-1:200), antifungal activity was lost. This combination offers
economic and environmental benefits by reducing input use and valorizing organic
waste. Therefore, the association between clove essential oil and compost slurry
emerges as a promising, sustainable approach to managing phytopathogens.

KEYWORDS:  Biological control; Synergism; Sustainable management;
Phytopathogenic fungus.



1 INTRODUGAO

O uso extensivo de fungicidas sintéticos na agricultura traz riscos ambientais e
a salde e tem acelerado a evolugdo da resisténcia fingica, tornando o manejo de
doencas cada vez mais dificil (Beckerman et al.,, 2023; Alkemade et al., 2025).
Mudancgas ambientais e fatores humanos ampliam a distribuicdo e a resisténcia de
fungos patogénicos, reforgcando a busca por alternativas sustentaveis (Chang et al,
2021; George et al., 2025). A abordagem tradicional de controle de patogenos, que
utiliza fungicidas quimicos, tem se mostrado ineficiente e prejudicial ao meio ambiente,
como reforgcam Locatelli ef al., 2015 e Vilela et al., 2024.

Lasiodiplodia sp., especialmente L. theobromae (sin. Botryodiplodia
theobromae), € um fitopatdgeno polifago da familia Botryosphaeriaceae, com
distribuigdo cosmopolita em regides tropicais e subtropicais e um amplo espectro de
hospedeiros (mais de 500 espécies vegetais) (Punithalingam, 1980; Phillips et al.,
2013; Salvatore; Andolfi; Nicoletti, 2020). Esse fungo causa diversas doencgas de
grande impacto econdmico, incluindo morte descendente (dieback), cancros de ramos
e caule, gomose, podridao de frutos (em especial podriddo peduncular ou stem-end
rot), podridao de raizes, tizdo foliar e, em alguns casos, podriddo de sementes e de
material de propagacéo (Punithalingam, 1980; Urbez-Torres et al., 2008; Phillips et al.,
2013). Entre as culturas agricolas mais afetadas destacam-se cacau (Theobroma
cacao), manga (Mangifera indica), mamao (Carica papaya), citros, uva (Vitis vinifera),
caju (Anacardium occidentale), abacate (Persea americana), banana, coco, goiaba,
anonaceas (graviola, pinha etc.), além de outras frutiferas tropicais e ornamentais
(Johnson, 1993; Alves et al., 2008; Marques et al., 2013; Netto et al., 2014; Alvindia;
Gallema, 2017). Em condigtes de pos-colheita, a podridao de frutos causada por L.
theobromae pode gerar perdas significativas de qualidade e comercializacao (Alvindia;
Gallema, 2017; Vilela et al., 2024).

Em relacdo ao Lasiodiplodia sp., o controle quimico isolado tem se mostrado
ineficaz e ambientalmente problematico, uma vez que este fungo pode atuar como
patogeno latente e assumir um comportamento agressivo sob condigtes de estresse,
exigindo, portanto, um manejo integrado (Alves et al., 2008; Phillips et al., 2013;
Peixinho; Ribeiro; Amorim, 2017; Salvatore; Andolfi; Nicoletti, 2020). A baixa eficiéncia
de fungicidas na inibicdo de Lasiodiplodia theobromae, por exemplo, € um desafio ja
documentado, com estudos confirmando a pouca efetividade de diversos produtos na



germinacdo de conidios e controle pos-colheita (Alvindia; Gallema, 2017; Vilela et al.,
2024). O fungo L. theobromae & um fitopatégeno que causa doencas em diversas
culturas agricolas, levando a perdas econdmicas significativas (Oliveira et al., 2013;
Zhang et al., 2014; Alvindia; Gallema, 2017; Peixinho; Ribeiro; Amorim, 2017; Vilela et
al., 2024).

O uso de oleos essenciais e microrganismos no controle de fitopatdgenos
representa uma abordagem sustentavel e de baixo impacto ambiental, alinhada aos
principios da agricultura sustentavel, e tem ganhado destaque (Chang et al., 2021).
Dentro dessa perspectiva, o uso de dleos essenciais e de chorume tem potencial para
reduzir a dependéncia de substancias quimicas sintéticas, reduzindo os riscos de
poluicdo do solo, da agua e dos nutrientes (Scheuerell; Mahaffee, 2002; Fisher;
Phillips, 2008). Essa estratégia traz beneficios ndo apenas para os agricultores, mas
também para os ecossistemas e para a comunidade local (Pavela; Benelli, 2016;
Chang et al., 2021). A unido desses recursos naturais pode levar a uma abordagem
mais eficiente e unificada no controle de doengas na agricultura, em consonancia com
os principios da agricultura sustentavel e da conservagdo do meio ambiente
(Tongnuanchan e Benjakul, 2014; Vilela et al., 2024).

Assim, o presente trabalho buscou desenvolver métodos mais sustentaveis no
contexto do biocontrole, utilizando produtos naturais, como o ¢leo essencial de cravo-
da-india (Syzygium aromaticum) e o chorume de compostagem, para o controle in
vitro deste fungo (Joshi et al., 2009; Colmenarez et al., 2020; Cahyaningrum et al.,
2025). A hipotese € que esses bioprodutos, isolados ou combinados, possuam
propriedades antifungicas capazes de inibir o crescimento de Lasiodiplodia sp.

A principal meta deste trabalho foi analisar e desenvolver formulagdes com dleo
essencial e chorume para o controle do fitopatégeno Lasiodiplodia sp. |sso porque ha
evidéncias do potencial antifingico dos dleos essenciais de orégano (Origanum
vulgare), alecrim-pimenta (Lippia sidoides), canela (Cinnamomum verum — casca),
cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e menta (Mentha arvensis) (Peixinho; Ribeiro;
Amorim, 2017; Vilela et al., 2024). Dentre esses, o oleo essencial de cravo-da-india
destaca-se pelo elevado teor de eugenol (geralmente entre 70% e 90%), seu
composto majoritario, ao qual se atribui a forte atividade antifangica (Silvestri et al.,
2010; Gorii et al., 2016; Haro-Gonzalez et al., 2025; Sun et al., 2023). O eugenol atua
principalmente por meio da desestabilizagdo da membrana celular dos fungos,
alterando sua permeabilidade e inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de



esporos (Sun ef al., 2023; de Oliveira Pereira et al., 2013). Estudos tém demonstrado
a eficacia desse oOleo essencial e de seu principal constituinte contra diversos
fitopatdgenos, incluindo espécies do género Lasiodiplodia, o que justifica sua selecéo
para o desenvolvimento das formulagtes propostas neste trabalho (Sun et al., 2023).
A sua capacidade de eliminar patdgenos alinha-se a praticas agricolas mais
sustentaveis, delimitando-se a acbes que visam a adogao crescente de métodos que
mitigam os efeitos ambientais da agricultura (Dhir, 2017; Chang et al., 2021). Enquanto
os oleos essenciais sao reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas (Raveau
et al., 2020; Vilela et al., 2024; Mawcha ef al., 2024), o chorume, rico em nutrientes e
compostos bioativos, pode fortalecer as plantas e contribuir para a supressio de
fitopatdgenos (Miceli et al., 2008; Mbogning et al., 2024). O chorume, quando aplicado
em concentragoes adequadas, pode exercer efeito supressivo sobre fitopatégenos,
contribuindo para a redugao da incidéncia de doengas em plantas, sendo esse efeito
associado ao aumento da atividade microbiana e a presenca de compostos
antimicrobianos (Morales; Santos; Danner, 2007).

Além disso, a pesquisa busca explorar o potencial sinérgico entre o dleo
essencial e o chorume, que podem atuar de forma complementar no controle do fungo.
Essa combinacao pode oferecer uma solugdo mais robusta e duradoura, reduzindo a
necessidade de aplicacoes frequentes de insumos. Vale destacar que, até o momento,
nao foram encontrados estudos na regido norte que explorem a sinergia entre dleos
essenciais e chorume no controle de Lasiodiplodia sp., o que podera tornar esta
pesquisa uma importante contribuicdo para o campo da fitopatologia. Para alem disso,
a pesquisa é socialmente relevante, pois oferece solugbes econdmicas e ecoldgicas
para pequenos agricultores, alinhadas as necessidades de manejo sustentavel e a
reducdo da dependéncia de pesticidas sintéticos, o que aponta os biopesticidas como
ferramentas eficazes e ambientalmente seguras no manejo integrado de pragas (MIP)

para proteger cultivos e reduzir impactos ambientais (Chang et al., 2021).



2 METODOLOGIA

2.1 Isolamento de Espécie do Complexo Lasiodiplodia sp.

O fungo fitopatogénico causador da podridao descendente (Lasiodiplodia sp.)
foi isolado a partir de tecidos lenhosos de coqueiro (Cocos nucifera L.) com sintomas
de infeccao, coletados no bairro Jardim das Esmeraldas, em Guajara-Mirim (RO), em
abril de 2025.

Para o isolamento do fungo, utilizou-se o método indireto, no qual foram
retirados 20 fragmentos (5 x 5 mm) da regido de transigado entre tecido sadio e tecido
necrosado. A desinfecgdo sequiu a seguinte sequéncia: agua destilada, alcool 70 %
(viv) (1 min), hipoclorito de sddio 2 % (m/v) (2 min), trés enxagues em agua destilada
esterilizada, concluindo com secagem em papel-filtro esterilizado durante 10 min. Os
fragmentos desinfetados foram transferidos para placas contendo meio BDA (Agar
Batata Dextrose) e incubados em BOD a 25 °C por 7 dias, até o pleno crescimento do
fungo, de acordo com Alfenas e Mafia (2016).

Para a manutencao do isolado, o fungo foi repicado periodicamente em meio
BDA e mantido em camaras BOD a 25 °C, sendo transferido a cada 20-30 dias para
preservar sua viabilidade. Para armazenamento de longo prazo, discos de micélio
cultivados em meio BDA foram acondicionados em tubos contendo agua destilada
esterilizada (técnica de Castellani) e mantidos sob refrigeracao a 4 °C, o que permitiu

a conservacao do isolado sem perda significativa de viruléncia (Castellani, 1939).

2.2 Preparo das Formulacgdes

MNeste estudo, quatro blocos experimentais com diferentes formulagoes foram
preparados e testados (Tabela 1). As combinagbes de formulagoes foram
estabelecidas com o proposito de avaliar os efeitos individuais e combinados dos
componentes, em diferentes concentracoes, sobre o crescimento de Lasiodiplodia sp.
As concentragdes nas formulagGes variaram de 0 a 1,70% (v/v) para o 6leo essencial
e de 0 a 50,0 % (v/v) para o chorume nos experimentos. As concentragdes dos
componentes da formulacgao foram determinadas com base na literatura (Morais et al.,
2019; Morales-Pizarro et al., 2023; Tang et al., 2025).

O odleo essencial, extraido dos botdes florais de cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), da marca Destilaria Bauru (R), empregado nas formulagoes, foi

adquirido comercialmente. O composto dominante do 6leo essencial € eugenol (84,0%



viv). O oleo essencial foi esterilizado por filtracdo através de membrana Millipore de
0,22 um. O chorume, outro componente da formulacao, foi obtido como subproduto
do processo de compostagem do projeto institucional “Residuos Sdlidos: coleta
seletiva e geracao de renda”. Foram construidas trés composteiras em caixas d'agua
de 1.000 L, adaptadas para drenagem e aeracio, estruturadas com camadas de
folhas secas, esterco, residuos organicos, maravalha e casca de café. Os residuos
frescos foram doados pelos Supermercados Irmaos Gongalves; a casca de café, pelo
Café Silin; e a maravalha e o esterco, por serrarias e pecuaristas locais. As
composteiras foram umedecidas e revolvidas semanalmente durante trés meses. O
processo apresentou fases mesofilicas e termofilicas bem definidas, com
temperaturas acima de 60 °C, indicando intensa atividade microbiana e eficiéncia na
decomposicdo. Desse processo, os 3 L de chorume utilizados foram obtidos
exclusivamente da caixa d'agua 1. O material foi armazenado a temperatura ambiente
(25—-28°C) por 150 dias. Nos experimentos, o chorume foi submetido a filtracdo em
trés estagios para remocgio de particulas e microrganismos contaminantes: primeiro,
em papel de filtro comum (n® 103), seguido de filtro analitico e, finalmente, de
membrana Millipore de 0,22 pym. foram incorporados ao meio BDA (batata-dextrose-

agar) ainda em estado liquido, antes da solidificacao

Tabela 1. Composigio das formulagtes testadas para inibir o crescimento de Lasiodiplodia sp.

1° BLOCO 2° BLOCO 3° BLOCO 4° BLOCO
EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL

FORMULAGOES
OE CH 0OE CH OE CH OE CH
1 0,30 8,00 0,15 800 00015 080 0,003 8,00
2 1,70 8,00 0,85 800 00085 080 0017 8,00
3 0,30 42,00 0,15 42,00 00015 420 0,003 4200
7 1,70 42,00 0,85 42,00 00085 420 0,017 4200
5 0,00 25,00 0,00 25,00 0,00 250 000 2500
B 2,00 25,00 1,00 2500 00 250 002 2500
7 1,00 0,00 0,50 000 0005 000 001 0,00
B 1,00 50,00 0,50 50,00 0,005 500 0,01 50,00
8 1,00 25,00 0,50 25,00 0005 250 0,01 25,00

Legenda: OE: dleo essencial de cravo (Syzygium aromaticum), CH: chorume.
Fonte: elaborado pela autora (2025)



2.3 Testes in vitro de Atividade Antifiungica Micelial das Formulacoes

O impacto das formulagbes discriminadas na tabela anterior sobre o
crescimento de Lasiodiplodia sp. foi avaliado. Os tratamentos foram incorporados ao
meio BDA ainda em estado liquido, antes da solidificacdao, compondo uma solucéo
com volume total de 100 mL por tratamento, incluindo o meio de cultura, o chorume e
o 6leo essencial nas proporgies estabelecidas. Essa solugdo foi entdo distribuida em
cinco placas de Petri, na aliquota de 20 mL por placa. Os testes de inibicdo do
crescimento fungico foram realizados por meio da inoculagdo de discos (8 mm de
diametro) contendo micélio com 7 dias de crescimento, inseridos no centro das placas
de cada tratamento. As placas foram incubadas em BOD a 25 °C por 3 dias para
avaliar a capacidade antifungica das formulactes sobre o crescimento do fungo. Todos
os experimentos foram conduzidos em quintuplicata. Os controles negativos foram
compostos por placas com meio de cultura BDA puro (sem qualquer agente inibitorio),
enquanto os controles positivos continham nistatina na concentracao final de 150
mg/L, incorporada ao meio BDA.

2.4 Avaliacao da Viruléncia de Lasiodiplodia sp. (Postulado de Koch)

Para comprovar a patogenicidade do isolado de Lasiodiplodia sp. empregado
nos ensaios de atividade antifungica, foi realizado o teste baseado no Postulado de
Koch (Koch, 1882; Woodward et al., 2005). Foram selecionadas oito mudas de acai
(Euterpe oleracea), com aproximadamente 13 cm de altura, previamente
padronizadas quanto ao tamanho e a sanidade. O caule de todas as mudas foi
submetido a desinfestagéo superficial com alcool 70% (v/v) e, em seguida, lixado com
lixa de granulacdo 230, de modo a provocar uma lesdo superficial de
aproximadamente 1 cm de comprimento. Em quatro mudas (grupo inoculado), foi
depositado sobre a lesdo um disco de 8 mm de didmetro contendo micélio ativo do
fungo, previamente cultivado em meio BDA por 7 dias a 25 °C. As quatro mudas
restantes (grupo controle) receberam apenas o procedimento de lixamento e um disco
de meio BDA estéril, sem miceélio.

O local de inoculacio foi protegido com filme plastico de PVC (policloreto de
vinila) para evitar contaminagdes externas e manter o contato do indculo com o tecido
vegetal. Em seguida, cada muda foi envolvida individualmente com saco plastico

transparente de 1 L, previamente umedecido internamente com agua destilada
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esterilizada, a fim de manter alta umidade relativa (> 90%) e favorecer a infecgédo
(Alfenas; Mafia, 2016).

As plantas foram mantidas em estufa tipo telado, com estrutura de madeira e
cobertura de telhas, e apresentaram laterais revestidas com tela plastica de malha fina
(tipo mosquiteiro), que permitiu aeracdo e protecdo contra insetos e particulas
externas. As mudas foram dispostas em prateleira de 30 cm de largura, posicionada
no interior da estufa, e permaneceram protegidas da incidéncia direta da radiagdo
solar para evitar estresse hidrico e térmico que pudesse interferir no processo de
infecgdo. Durante o periodo experimental (14 dias), a temperatura ambiente variou
entre 22 e 28 °C, e a umidade relativa do ar foi monitorada diariamente. A avaliacéo
da patogenicidade foi realizada por meio da inspecdo visual dos sintomas e da
medicdo do comprimento da lesdo necrotica no caule, com observagoes aos 7 e 14

dias apos a inoculacao (Figura 1).

Figura 1. Experimentos do postulado de Koch em mudas de agai Euterpe oleracea Engel.

Fonte: imagens da pesquisa.
Legenda: (&) grupe controle, (B) grupo tratamento (inoculacio do micélia), {C) apresenta o grupo controle apds a aplicacio do
postulado de Koch, (D) apresenta o grupo de tratamento apds a aplicacio do postulado de Koch.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao Morfologica do Isolado

Apos o periodo de incubacdo, observou-se o desenvolvimento de colbnias
fungicas caracteristicas em meio BDA. As colonias apresentaram crescimento aéreo
abundante, inicialmente de coloracio esbranquicada que evoluiu para cinza-escuro a
negro apds 7-10 dias de incubacgao, com formagdo de micélio denso e algodonoso
(Figura 2). A analise microscopica do isolado, realizada com base em estruturas
fungicas coletadas nas bordas das colnias, revelou caracteristicas morfolégicas
compativeis com espécies do complexo Lasiodiplodia sp. Observaram-se conidios
elipsoides a oblongos, inicialmente hialinos e unicelulares, que amadurecem,
tornando-se septados com um unico septo transversal, e adquirem coloragdo marrom-
escura. As dimensdes médias dos conidios variaram entre 20 e 30 pym de comprimento
por 10-15 pm de largura, apresentando parede espessa e superficie lisa. A presenca
de picnidios escuros foi observada em culturas mais antigas (apds 10-14 dias), com

liberacao de massa conidial de coloragao creme a bege (Figura 3).

Figura 2. Coldnias isoladas de Lasiodiplodia sp.

A B

Fornte: imagens da pesquisa.
Legenda: (A)Anverso da placa. (B) Reverso da placa.

Figura 3. Detalhe morfoldgico de conidios maduros septados e pigmentados de Lasiodiplodia sp.,
produzidos in vitro em meio de cultura agar-batata-dextrose (BDA).

Fonte: imagens da pesqulsa.
Legenda: (A) Objetiva de 400=_ (B) Objetiva 1000X.
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Essas caracteristicas estdo em conformidade com as descrigcbes tipicas do
género Lasiodiplodia, cujas especies frequentemente apresentam sobreposigao
morfoldgica, o que dificulta a identificacdo em nivel especifico com base apenas em
caracteres morfologicos. Dessa forma, embora os dados obtidos sejam consistentes
com o género, a confirmagdo da especie requer analises moleculares
complementares, uma vez que espécies cripticas neste complexo sdo comuns e
exigem ferramentas filogenéticas para sua diferenciacao (Phillips et al., 2013; Souza
et al., 2021).

3.2 Efeito Antifingico das Combinagdes de Oleo Essencial e Chorume
Os experimentos foram conduzidos em quatro blocos sequenciais para avaliar
a eficiéncia das combinacbes de dleo essencial (OE) e chorume (CH) na inibicdo do

crescimento do fungo Lasiodiplodia sp. (Figura 4).

Figura 4. Inoculagao fungica inicial com combinagdes de dleo essencial de cravo-da-india ( Syzygium
aromaticum) e de chorume contra o crescimento de Lasiodiplodia sp.

Fonte: imagens da pesquisa.

Legenda: Avaliacio inicial da atividade antifingica de combinactes da dleo assancial (OE) a chorume (CH) sobra o crescimeanto
de Lasiodiplodia sp. no dia da inoculacdo. Esta imagem ilustra os nove tratamentos, com composicdeas variando de 0,00 a 2,00%
(wiv) da OE a de 0,00 a 50,00% (wv) de CH.

No primeiro bloco de experimentos (Tabela 2), diferentes combinacgoes de OE
e CH demonstraram efeitos inibitérios sobre o fungo. Foram observadas inibicoes com
concentragoes de OE entre 0,30% (v/v) e 2,0% (v/v), combinadas com CH na faixa de
8,0% (viv) a 50% (v/v). Ao manter a concentragdo de CH constante em 8% (v/v)
(Experimentos T1 e T2) ou 42% (viv) (Experimentos T3 e T4), uma reducao de
aproximadamente seis vezes na concentracdo de OE ainda foi capaz de impedir o
desenvolvimento do fungo. Nos Experimentos T8 e T9, uma reducdo de 50% na
concentragdo de OE foi suficiente para manter a inibigdo, independentemente da

concentragao de CH utilizada. No Experimento T6, a reducio da concentracdo de OE
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de 2% (v/v) para 1% (v/v), mantendo o CH em 25% (v/v), preservou a eficacia na
inibigdo do crescimento fungico. Ja o uso isolado de CH a 25% (v/v) (Experimento T5)
nao inibiu o crescimento do fungo; em contrapartida, o uso isolado de OE, em
concentragoes a partir de 1,0% (v/v), inibiu o crescimento de Lasiodiplodia sp.
Tabela 2. Resultado do 1° Bloco Experimental - impacto das formulagGes no crescimento de
Lasiodiplodia sp.

Concentragoes dos Componentes das

1? Bloco Formulagdes Crescimento de
Experimental (%viv) Lasiodiplodia sp.
OE CH
g 0,30 8,00 .
T2 1,70 8,00 ;
T3 0,30 42,00 .
T4 1,70 42,00 ;
5 0,00 25,00 ¥
T6 2,00 25,00 ;
T7 1,00 0,00 ;
T8 1,00 50,00 ;
T9 1,00 95,00 ;

Leganda: (-) inlbigio do fungo: (+) cresciments do fungo

A Figura 5 ilustra o efeito visual das combinacgées do 1° Bloco Experimental no
crescimento de Lasiodiplodia sp.

Figura 5. Efeito de combinagbes de dleo essencial e chorume na inibigio do crescimento de
Lasiodiplodia sp. apos 3 dias de incubacio - 1° Bloco Experimental.

Fonte: imagens da pesqulsa.
Legenda: T1 a T9: Tratamentos 1 a 9, conforme a Tabela 2. R1 a R5: repelicies de cada tratamento exparimental. Controles

negativos (C-): melo de culiura BDA sem gualguer agente inibitdrio. Controles positivos (C+ ) meilo de cultura BDA com nistatina
a 150 mafL.
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De modo analogo, no segundo bloco de experimentos (Tabela 3), os efeitos
inibitérios das combinacdes de OE e CH foram mantidos, mesmo com redugtes
aproximadas a metade nas concentragbes de OE. Mantendo CH em 8% (viv)
(Experimentos T1 e T2) ou em 42% (v/v) (Experimentos T5 e T6), as reducgdes nas
concentracoes de OE continuaram eficazes. Nos Experimentos T8 e T9, uma reducgio
de 50% na concentracdo de OE impediu o crescimento, e, no Experimento T6, a
reducdo de 2% (v/v) para 1% (v/v) em OE, com CH a 25% (v/v), ndo alterou a inibicao.
Os Experimentos T5 (uso isolado de CH a 25% v/v) e TT7 (uso isolado de OE a 0,50%
viv) ndo apresentaram efeito inibitdrio, reforgcando que a concentragao inibitdria
minima (CIM) do OE, quando empregado isoladamente, situa-se entre 0,50% e 1,0%
(viv).

Tabela 3. Resultado do 2° Bloco Experimental - impacto das formulagdes no crescimento de

Lasiodiplodia sp.
Concentragoes dos Componentes
2° Bloco siag Formulaghes Crescimento de
Experimental (Yoviv) Lasiodiplodia sp.
OE CH
1 0,15 8,00 -
2 0,85 8,00 -
3 0,15 42,00 -
) 0,85 42,00 -
5 0,00 25,00 +
6 1,00 25,00 -
7 0,50 0,00 +
8 0,50 50,00 -
9 0,50 25,00 -

Legenda: {-) inibicdo do fungeo; (+) crescimento do fungo

A Figura 6 ilustra o efeito visual das combinacgGes do 2° Bloco Experimental no
crescimento de Lasiodiplodia sp.
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Figura 6. Efeito de combinagbes de dleo essencial e chorume na inibigdo do crescimento de
Lasiodiplodia sp. apos 3 dias de incubagao - 2° Bloco Experimental.

Fonte: imagens da pesquisa.

Legenda: T1 a T9: Tratamentos 1 a 9, conforme a Tabela 3. R1 a R5: rapetiches de cada tratamento axpermaental. Conlroles
negativos {(C-): meis de cultura BDA sem qualguer agente inibitério. Controles positivos (C+) meaio de cultura BDA com
nistatina a 150 mg/L.

Estudos demonstram gue oleos essenciais, como os de orégano (Origanum
vulgare), alecrim-pimenta (Lippia sidoides), canela (Cinnamomum verum) & cravo
(Syzygium aromaticum), apresentam efeito inibitorio sobre fungos fitopatogénicos,
com concentragdo inibitoria minima (CIM) variando entre 250 e 2.000 pL/L (Vilela et
al., 2024). Para o dleo de menta (Mentha arvensis), a inibigcdo de 100% do crescimento
micelial de L. theobromae foi observada em todas as concentracdes testadas (0,25%
a 2,0% wv/v) (Peixinho; Ribeiro; Amorim, 2017). A eficacia dos dleos essenciais é,
portanto, dose-dependente e varia conforme a espécie fungica e o 6leo utilizado.

A sinergia entre OE e CH foi identificada nos dois primeiros blocos de
experimentos, uma vez que o uso isolado de CH, nas concentragoes de 25% (v/v), ou
de OE, em concentracdes de até 0,50% (v/v), ndo foi capaz de controlar o fungo. Os
achados experimentais estdo de acordo com relatos de que a associagdo de oleos
essenciais a outros compostos organicos pode potencializar o efeito antifingico
(Peixinho; Ribeiro; Amorim, 2017; Anjos et al., 2014; Vilela et al., 2024).

A determinacdo da concentracgdo inibitéria minima (CIM) do OE entre 0,50% e
1.0% (v/v) esta alinhada com achados da literatura, nos quais oleos essenciais de
espécies como alecrim-pimenta (Lippia sidoides), erva-de-jabuti (Lippia gracilis) e
cravo (Syzygium aromaticum) inibiram completamente o crescimento micelial de
Lasiodiplodia sp. em faixas de concentragdo semelhantes. Da mesma forma, dleos de
canela (Cinnamomum wverum), orégano (Origanum vulgare) e cravo (Syzygium
aromaticum) apresentaram efeitos inibitérios contra patogenos pos-colheita em
concentragoes equivalentes as utilizadas nos primeiros blocos deste trabalho (Anjos
et al., 2014; Cahyaningrum et al., 2025; Vilela et al., 2024).
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No 3° bloco de experimentos, no qual foram aplicadas diluicdes de 200x para
OE e de 10x para CH em relacdo as concentragdes do 1° bloco, nenhuma das
combinacdes foi capaz de inibir o crescimento do fungo, indicando perda total da
atividade inibitoria em diluicoes elevadas (Tabela 4).

Tabela 4. Resultado do 3° Bloco Experimental - impacto das formulagbes no crescimento de
Lasiodiplodia sp.

Concentragdes dos Componentes

3° Bloco tias Formulachias Crescimento de
Experimental (% viv) Lasiodiplodia sp.
OE CH
1 0,0015 0,80 +
2 0,0085 0,80 +
3 0,0015 4,20 +
i 0,0085 4,20 +
5 0,00 2,50 +
5 0,01 2,50 +
7 0,005 0,00 +
B 0,005 5,00 +
9 0,005 2,50 +

Legenda: (-) inibicAdo do fungo; (+) crescimento do fungo

A Figura 7 ilustra o efeito visual das combinactes do 3° Bloco Experimental sob
o crescimento de Lasiodiplodia sp.

Figura 7. Efeito de combinagdes de dleo essencial e chorume na inibigao do crescimento de

Lasiodiplodia sp. apds 3 dias de incubacao - 3° Bloco Experimental.
T1 - T4 TS5 T6 T7 T8 T9

Forite: imagens da pesgulsa.

Legenda: T1 a T9: Tratamentos 1 a 9, conforme a Tabela 4. R1 a R5: repelicies de cada tratameanto exparimental. Controles
negatives (C-): meio de cullura BDA sem gualguer agente inibitério. Controles positives (C+) meio de eultura BDA com nistatina
a 150 mafL.
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No 4° bloco de experimentos, com diluigdo de OE em 100x no meio de cultivo,
em relacdo as diluicbes do 1° bloco, a atividade inibitdria das combinactes também
nao foi mantida, o que demonstra que diluigdes sucessivas de OE comprometem o

efeito antifungico, mesmo na presenca de CH (Tabela 5).

Tabela 5. Resultado do 4° Bloco Experimental - impacto das formulag@es no crescimento de
Lasiodiplodia sp.

Concentragdes dos Componentes

4° Bloco das Forrn::agées Crescimento de
Experimental (% viv) Lasiodiplodia sp.
OE CH

1 0,003 8,00 +

2 0,017 8,00 +

3 0,003 42,00 +

4 0,017 42,00 +

5 0,00 25,00 +

6 0,02 25,00 +

7 0,01 0,00 +

8 0,01 50,00 +

9 0,01 25,00 +

Legenda: (<) inibigao do fungo; (+) crescimento do fungo.

A Figura 8 ilustra o efeito visual das combinactes do 4° Bloco Experimental sob
o crescimento de Lasiodiplodia sp.

Figura 8. Efeito de combinagbes de dleo essencial e chorume na inibigdo do crescimento de
Lasiodiplodia sp. apos 3 dias de incubacio - 4° Bloco Experimental.

Fonte: imagens da pesqulsa.

Legenda: T1 a T9: Tratamentos 1 a 9, conforme a Tabela 5. R1 a R5: repelicies de cada tratamento exparimental. Controles
megativos (C-): melo de cullura BDA sem gualguer agente inibitério. Controles positives (C+) mealo de cultura BDA com nistatina
a 150 mafL.
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Assim, em todos os blocos, na auséncia de OE, concentracdes de CH entre
2,5% e 25% (v/v) no meio de cultura ndo inibiram o crescimento fungico. Da mesma
forma, na auséncia de CH, concentragbes de OE inferiores a 1,0% (v/v) também néao
apresentaram efeito inibitdrio. A literatura reforgca que a eficacia dos dleos essenciais
depende fortemente da concentracio e que concentracdes muito baixas tendem a
perder o efeito antifungico. Além disso, estudos com odleos, como o de nim
(Azadirachta indica L.), e com extratos naturais indicam que doses reduzidas
frequentemente apresentam efeito limitado, corroborando a necessidade de manter o
OE dentro de uma faixa adequada de concentragao para garantir a eficacia (Peixinho;
Ribeiro; Amorim, 2017; Machado; Vieira; Machado, 2015).

O efeito do 6leo de nim sobre Lasiodiplodia theobromae e Colletotrichum
gloeosporioides em manga foi avaliado, observando-se que apenas a maior
concentragao testada (64 mL-L™') apresentou eficacia no controle de ambos os
fungos, enquanto concentracoes inferiores (4, 8, 16 e 32 mL-L™") ndo foram suficientes
para inibir o crescimento micelial, reforgando o carater dose-dependente da atividade
antifangica (Machado; Vieira; Machado, 2015).

Ja o dleo essencial de menta (Mentha arvensis) inibiu 100% do crescimento
micelial de L. theobromae in vitro em todas as concentragbes testadas (0,25%; 0,5%;
1,0%; 1,5%:; 2,0%). No entanto, quando avaliado in vivo em cachos de uva 'ltalia’, o
dleo de menta apresentou eficacia limitada: no tratamento curativo, apenas a
concentragao de 0,25% reduziu a incidéncia da doenga (88% de bagas infectadas,
ante 100% nos demais tratamentos), enquanto no tratamento preventivo, a
concentragdo de 0,5% proporcionou melhor resultado, com indice de doenca de
73,7% em comparacao aos 98% da testemunha (Peixinho; Ribeiro; Amorim, 2017).

A perda de atividade em diluigbes extremas também reforga a importancia de
otimizar as proporgoes entre OE e CH para um ponto otimo de sinergia. As diluictes
foram realizadas a partir das concentracoes estabelecidas no 1° bloco experimental,
aplicando-se fatores de diluicdo de 200x para o OE e 10x para o CH (3° bloco) e de
100x para o OE (4° bloco), o que resultou em concentracgoes finais de OE entre 0,003%
e 0,017% (v/v) e de CH entre 2,5% e 50,8% (v/v), conforme as Tabelas 4 e 5. Essas
concentragoes ficaram abaixo da janela de sinergia identificada nos blocos iniciais,
resultando na perda completa da atividade antifingica. A associacdo de odleos
essenciais com outros compostos pode resultar em efeitos sinérgicos vantajosos,
permitindo a reducdo das doses sem perda de eficiéncia, mas desde que as
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concentragoes se mantenham dentro de limites efetivos. Os dados do presente estudo
indicam que essa janela de sinergia esta situada nas faixas de concentragao testadas
nos primeiros blocos, enquanto as diluicées dos terceiro e quarto blocos
ultrapassaram esse limite, resultando em perda de eficacia (Anjos ef al., 2014; Vilela
et al., 2024).

3.3 Patogenicidade do Isolado em Mudas de Acai (Euterpe oleracea Engel)

Os resultados obtidos no teste de patogenicidade, baseado nos postulados de
Koch, demonstram que o isolado de Lasiodiplodia sp. apresenta elevada viruléncia
em mudas de acai, sendo capaz de induzir sintomas tipicos de necrose e evoluir para

a mortalidade das plantas em curto prazo (Figura 9).

Figura 9. Avaliagdo do postulado de Koch aos 14 dias apds a inoculagao.

Forite: imagens da pesgulsa.
Legenda: (A) grupo controbe, {B) grupo tratamento (inoculacio do micélio)

A mortalidade de 3 das 4 mudas inoculadas (75%) aos 14 dias apods a
inoculacdo indica viruléncia significativa do isolado testado. Esse resultado esta de
acordo com a literatura, que descreve Lasiodiplodia theobromae como patogeno
latente de ampla gama de hospedeiros, cuja transicdo para comportamento
patogénico é frequentemente desencadeada por condigdes de estresse do hospedeiro
(Salvatore; Andolfi; Nicoletti, 2020). A sobrevivéncia de uma muda, embora nao seja o
padrao, pode ser atribuida a variabilidade individual na resisténcia da planta ou a
possiveis falhas no processo de inoculacdo, o que & comum em testes de
patogenicidade e reforga a necessidade de repetigées adequadas (Souza et al., 2021).
A sobrevivéncia de uma muda, embora ndo seja o padrdo, pode ser atribuida a
variabilidade individual na resisténcia da planta ou a possiveis falhas no processo de
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inoculacéo, o que € comum em testes de patogenicidade e reforga a necessidade de
repeticbes adequadas (Souza et al., 2021).

A auséncia de sintomas nas mudas-controle valida o delineamento
experimental e atende aos postulados de Koch, confirmando que os sintomas
observados decorrem exclusivamente da acio do patégeno inoculado. A reproducéo
consistente dos sintomas apenas na presengca do patdégeno € um principio
fundamental para a comprovacao da patogenicidade, o que foi atendido no presente
estudo. Além disso, o método de inoculagdo empregado (lixamento do caule, seguido
da aplicacdo de disco micelial e da protecdo com filme de PVC) mostrou-se eficaz
para induzir a doenca, alinhando-se a protocolos descritos na literatura para fungos
do género Lasiodiplodia (Souza et al., 2021).
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo avaliou, em condigdes in vitro, a eficacia do 6leo essencial
de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) e do chorume de compostagem, isolados e
em combinacdo, no controle do crescimento micelial de Lasiodiplodia sp. Os
resultados demonstraram que a associacao entre os dois insumos promoveu um efeito
sinérgico nos blocos iniciais, permitindo reduzir a concentragdo do oleo essencial em
até 6 vezes, sem perda da atividade antifungica, quando combinada com chorume nas
concentracoes de 8% a 50% (v/v).

A concentracdo inibitoria minima (CIM) do dleo essencial isolado foi
estabelecida entre 0,50% e 1,00% (v/v), enquanto o chorume isolado, nas
concentragoes testadas (ate 25% v/v), ndo apresentou efeito inibitorio direto sobre o
fungo. DiluicGes extremas do dleo essencial (1:100 e 1:200) resultaram na perda
completa da atividade, indicando que a eficacia antifungica & dose-dependente e que
a sinergia observada ocorre em uma janela especifica de concentragoes.

Os resultados obtidos confirmaram a hipotese inicial de que a combinagao entre
6leo essencial de cravo e chorume pode potencializar a atividade antifungica contra
Lasiodiplodia sp., o que oferece uma abordagem promissora para futuras
investigagoes. No entanto, ressalta-se que as conclusoes deste estudo estao restritas
as condicoes experimentais in vitro.

Dessa forma, este estudo forneceu subsidios iniciais para o desenvolvimento
de estratégias de manejo de Lasiodiplodia sp. baseadas no uso combinado de
recursos naturais, alinhadas aos principios de reducgao do uso de insumos sintéticos
e de valorizacao de residuos organicos, contribuindo para a construcao de alternativas

mais sustentaveis na agricultura.
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