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RESUMO 

  
O milho (Zea mays L.) é um cereal de significativa importância devido ao seu extenso uso na 
alimentação humana e animal. O Brasil é um dos maiores produtores e exportadores de milho 
do mundo. No entanto, sementes de milho são susceptíveis a vários fitopatógenos que 
provocam prejuízos durante as fases de produção. O uso de defensivos químicos é o principal 
método empregado no manejo aos patógenos, porém, o uso indiscriminado provoca sérios 
impactos ambientais, sociais e econômicos, o que torna necessário o desenvolvimento de 
métodos alternativos para conciliar a produção de alimentos seguros, a preservação ambiental 
e a viabilidade econômica. O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial inibitório do 
óleo essencial de cravo da índia (Syzygium aromaticum) sobre fungos fitopatogênicos in vitro 
e em sementes de milho. Para tanto, foram realizados experimentos laboratoriais em 
delineamentos inteiramente casualizados (DIC). No teste in vitro, o óleo essencial foi 
incorporado ao meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Ágar) e vertido em placas de Petri. Os 
tratamentos foram compostos pela adição do óleo ao meio de cultura em diferentes 
concentrações (0,0125; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2%), além de uma testemunha negativa (0,0%) e 
uma positiva que constou da aplicação suplementar do fungicida Tiram. As placas foram 
inoculadas com os fungos Fusarium verticillioides, Macrophomina phaseolina e 
Macrophomina pseudophaseolina e incubadas durante sete dias a 27±2°C. As variáveis 
estimadas foram: porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) e índice de 
velocidade de crescimento micelial (IVCM). No teste in vivo, sementes do milho híbrido AG 
1051 foram tratadas por imersão em soluções de água destilada autoclavada contendo o óleo 
essencial em concentrações iguais ou superiores à concentração inibitória mínima 
determinada no teste in vitro, além da testemunha negativa e a testemunha positiva. Em 
seguida realizou-se a inoculação por meio da deposição das sementes sobre colônias dos 
fungos, as quais foram cultivadas em placas de Petri em meio de cultura BDA. As sementes 
permaneceram em contato com as colônias fúngicas durante 32 horas. Por fim as sementes 
foram submetidas a um teste sanidade pelo método de papel filtro com congelamento. As 
avaliações foram realizadas examinando-se as sementes em microscópio estereoscópico e os 
fungos identificados por meio das características morfológicas de suas estruturas. Em 
condições in vitro, o óleo essencial de cravo da índia inibiu o crescimento micelial de F. 

verticillioides, M. phaseolina e M. pseudophaseolina. A inibição total do crescimento micelial 
(PIC = 100%) ocorreu na concentração de 0,05% para o fungo F. verticillioides e de 0,1% 
para M. phaseolina e M. pseudophaseolina, em condições in vitro. O óleo essencial de cravo 
da índia na concentração de 0,2% reduziu significativamente a incidência das colônias dos 
fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina em sementes de milho híbrido AG 1051. 

 

 

 

Palavras-chave: Syzygium aromaticum, Zea mays, controle alternativo, efeito fungitóxico. 
 

 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 
 
The maize (Zea mays L.) is an important cereal due to its extensive use as human and animal 
staple food. Brazil is one of the largest producers and exporters of maize in the world. 
However, these seeds are susceptible to several phytopathogens, which cause damage during 
the production stages. The use of chemical pesticides is the main method used in the 
management of pathogens. However, indiscriminate use causes serious environmental, social 
and economic impacts, making necessary the development of alternative methods to reconcile 
safe food production, environmental preservation, and economic viability. This study 
evaluates the inhibitory potential of the clove essential oil (Syzygium aromaticum) on 
phytopathogenic fungi in vitro and on maize seeds. For this, laboratory experiments were 
carried out under completely randomized designs. In the in vitro test, the essential oil was 
incorporated into the PDA (Potato-Dextrose-Agar) culture medium and poured into Petri 
dishes. The treatments comprised different concentrations of the oil (0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 
and 0.2%), a negative control (0.0%), and a positive control consisting of the addition the 
Tiram fungicide. Plates were inoculated with the fungi Fusarium verticillioides, 

Macrophomina phaseolina, and Macrophomina pseudophaseolina and incubated for seven 
days at 27±2°C. The estimated variables were: percentage of mycelial growth inhibition (PGI) 
and mycelial growth rate index (MGRI). In the in vivo test, maize seeds (AG 1051 hybrid) 
were treated by immersion in solutions of autoclaved distilled water with the essential oil on 
concentrations equal or superior to the minimum inhibitory concentration found in the in vitro 
test, besides the negative and positive controls. After that, the seeds were inoculated by 
deposition on fungi colonies, which were cultivated in Petri dishes in BDA culture medium. 
The seeds remained in contact with the fungal colonies for 32 hours. Finally, the seeds were 
submitted to sanity test by the filter paper method with freezing. The evaluations were 
performed by examining the seeds under a stereoscopic microscope and the fungi identified 
through the morphological characteristics of their structures. Under in vitro conditions, clove 
essential oil inhibited the mycelial growth of F. verticillioides, M. phaseolina and M. 

pseudophaseolina. Total inhibition of mycelial growth (PGI = 100%) occurred at the 
concentration of 0.05% for the fungus F. verticillioides and 0.1% for M. phaseolina and M. 

pseudophaseolina, under in vitro conditions. The clove essential oil at 0.2% concentration 
significantly reduced the incidence of colonies of fungi M. phaseolina and M. 

pseudophaseolina in hybrid corn seeds AG 1051. 
 
 
 
 
 
Keywords: Syzygium aromaticum, Zea mays, alternative control, fungitoxic effect. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
O milho (Zea mays L.) é um cereal extensamente utilizado na alimentação humana e 

animal, sendo amplamente cultivado e consumido em praticamente todo o planeta (SANTOS 

et al., 2016). Além disso, o milho apresenta versatilidade de uso nos sistemas de produção, 

possuindo uma vasta gama de utilizações, desde o consumo humano e animal in natura, até a 

produção de subprodutos por grandes indústrias de diversas áreas, como: farmacêutica, 

química, bebidas, combustível e alimentícia que transforma o grão em margarina, amido, 

farinha, fubá, farelo, óleo, xarope de glicose e flocos para cereais matinais (MELO et al., 

2010; REGITANO-D’ARCE et al., 2015; SILVEIRA et al., 2015). 

O Brasil é o terceiro maior produtor e exportador de milho de acordo com o 11º 

levantamento do USDA referente à safra mundial de milho 2018/2019, sendo responsável por 

94,5 milhões de toneladas da produção mundial na safra de 2018/19, perdendo apenas para os 

Estados Unidos e a China, com valores de produção de 366,3 e 257,3 milhões de toneladas, 

respectivamente. O volume de exportação de milho do Brasil subir 14,2% entre a safras 

2017/18 e a 2018/19, com expectativas de exportação de 29,0 milhões de toneladas, atrás 

apenas dos Estados unidos e Argentina, com valores de exportação de 60,3 e 30,0 milhões de 

toneladas, respectivamente (USDA, 2019). 

Sementes de milho são susceptíveis a vários fitopatógenos que provocam prejuízos 

durante as fases de produção, especialmente no período de estabelecimento da cultura. A 

presença de patógenos ocasiona o enfraquecimento de plântulas e reduz a população de 

plantas durante as etapas iniciais do desenvolvimento (RAMOS et al., 2014). As doenças 

reduzem a qualidade das sementes e causam grandes perdas de rendimento, somente nos 

EUA, estimativas de perdas anuais de doenças para a produção de milho variam de 2% a 15% 

(MUNKYOLD; WHITE, 2016). Muitas doenças provocadas nas sementes são causadas por 

fungos, por exemplo: a podridão do colmo e podridão rosada da espiga são causadas pelo 

fungo Fusarium verticillioides (AMORIM et al., 2011) e a podridão seca por Macrophomina 

phaseolina e Macrophomina pseudophaseolina (EMBRAPA 2006; SARR et al., 2014).  

Além disso, as sementes podem atuar como vetores, transmitindo doenças de 

plantações contaminadas para áreas anteriormente livres do patógeno (CASA et al., 2005). 

Esses fungos sobrevivem em restos de culturas e em sementes na forma de micélios, conídios 

e esclerócios, que posteriormente causam doenças na cultura (EMBRAPA, 2009). No Brasil, 

100% das sementes de milho são tratadas com fungicidas e 85% com inseticidas, sendo 

recomendado também o uso de sementes de alta qualidade sanitária, reduzindo a incidência e 
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disseminação de agentes patogênicos tanto no campo como no armazenamento (JULIATTI, 

2010; NUNES, 2010). 

No campo, os problemas fitossanitários são minimizados através do sistema 

convencional de produção agrícola (MARIANI et al., 2015). Esse modelo de agricultura é 

baseado no emprego de fertilizantes e defensivos químicos com alta toxicidade que causam 

uma série de danos ambientais como o acúmulo de substâncias nocivas no solo e na água, 

ocasionando desequilíbrios biológicos e ecológicos (TAKESHITA et al., 2014), além de 

vários problemas à saúde humana (PERINA, 2014). O uso indiscriminado destes insumos 

pode favorecer também o surgimento de patógenos resistentes, sendo necessário a aplicação 

progressiva de agroquímicos mais fortes que causarão danos ainda mais significativos 

(SILVA et al., 2012).   

Neste contexto, muitos pesquisadores têm se empenhado na busca de produtos naturais 

que apresentem na composição substâncias com propriedades fungitóxicas e que possam ser 

aplicados no controle de agentes patogênicos prejudiciais as culturas, porém sejam menos 

agressivos à saúde humana e ao meio ambiente. Dentre os produtos naturais com estas 

características encontram-se os óleos essenciais, os quais são compostos complexos gerados a 

partir de metabólitos secundários de plantas (BIZZO et al., 2009). Vários destes óleos 

possuem baixa toxidade a humanos, podendo ser utilizados com relativa segurança (VIGAN, 

2010; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).   

 A utilização de compostos químicos menos tóxicos pode reduzir a necessidade da 

aplicação de agrotóxicos, o que gera benefícios para o meio ambiente e para a saúde dos 

produtores e consumidores de alimentos. Diante do exposto, o presente trabalho teve como 

objetivo avaliar o potencial do óleo essencial de cravo da índia no controle dos fungos 

Fusarium verticillioides, Macrophomina phaseolina e Macrophomina pseudophaseolina em 

sementes de milho. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. A CULTURA DO MILHO E DOENÇAS FÚNGICAS 

 

A cultura do milho (Zea mays L.) é originária da América do Norte, com centro de 

origem genética no México (SILVEIRA et al., 2015). É uma cultura herbácea e monoica, 

pertencente à família Poaceae, apresentando ciclo de cultivo variado, com cultivares 

concluindo o ciclo entre 110 a 180 dias nas condições ambientais do Brasil (LUÍS, 2014). 

Este cereal destaca-se como insumo destinado tanto para o consumo humano como para o 

animal (MELO et al., 2010). 

O grão tem grande importância econômica devido seu valor nutricional e pela ampla 

versatilidade na utilização (GALVÃO et al., 2014). No consumo in natura para alimentação 

animal destacam-se os setores da avicultura e suinocultura, os quais responsáveis por 25,8% e 

13,6% do consumo nacional do grão (JÚNIOR; LIMA, 2018). Além do consumo in natura, o 

milho é utilizado em diversas finalidades, desde sua utilização na produção de 

biocombustíveis, até seu uso na indústria de alta tecnologia, sendo transformado em 

margarina, amido, farinha, óleo, xarope de glicose e flocos para cereais matinais (SOUSA et 

al., 2012; SILVEIRA et al., 2015). 

A cultura do milho é uma das mais importantes commodities para o Brasil, 

responsável por 29,0 milhões de toneladas das exportações na safra de 2018/19 (USDA, 

2019).  Entre as regiões, o Centro-Oeste é considerado o maior produtor, com produção de 

48.987,3 mil toneladas, seguido pelo Sul (23.642,3 mil t), Sudeste (11.219,2 mil t), Nordeste 

(6.184,3 mil t) e o Norte (2.774,4 mil t). Dentre os estados, o Mato Grosso detém a maior 

parte da produção, com 29.300,1 mil toneladas, seguido do Paraná (15.160,8 mil t), Goiás 

(9,874,1 mil t) e Mato Grosso do Sul (9.335,8 mil t) (CONAB, 2019). Em relação ao 

consumo, 52% da demanda do milho atual é destinada ao consumo animal, enquanto que o 

consumo humano é inferior a 2%. (ABIMILHO, 2018). 

O cereal tem ainda grande importância sociocultural no país, fazendo parte da tradição 

e cultura alimentar, principalmente na região Nordeste que possui uma vasta área abastecendo 

a região com milho produzido próximo ao local de consumo, tendo como maior produtor o 

Maranhão com a produção alcançando 1.827,2 mil toneladas na safra de 2018/19, seguido 

pelo estado da Bahia (1.650,6 mil/t), Piauí (1.562,8 mil/t), Sergipe (576,0 mil/t) sendo este o 

estado com a maior produtividade do Nordeste (4.028 kg/ha), enquanto que Ceará, 
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Pernambuco, Paraíba, Alagoas e Rio Grande do Norte produzem uma quantidade modesta do 

grão, porém com capacidade de disponibilizar fonte de energia e renda para muitas pessoas 

que vivem no semiárido (JÚNIOR; LIMA, 2018; CONAB, 2019). 

A incidência e a severidade de doenças na cultura têm aumentado significativamente 

ao longo dos anos em decorrência de diversos fatores como as mudanças climáticas globais, 

época de plantio (primeira época - safra de verão; e segunda época - safrinha), expansão da 

área cultivada, alterações no sistema de cultivo, plantios consecutivos e ausência de rotação 

de culturas (JARDINE; LACA-BUENDÍA, 2009). Sob condições edafoclimáticas favoráveis, 

essas mudanças têm propiciado a multiplicação e sobrevivência de vários patógenos, que 

contribuem com o desenvolvimento de diversas doenças e comprometem a qualidade e a 

produção de grãos e sementes (JULIATTI et al., 2010). 

Alguns organismos edáficos considerados patógenos constituem um dos principais 

problemas fitossanitários para diversas plantas cultivadas no Brasil e no mundo 

(MICHEREFF et al., 2005), provocando perdas na produção e reduzindo a rentabilidade 

econômica (BRUM et al., 2014). Fungos fitopatogênicos que habitam o solo ou que vivem 

saprofiticamente sobre restos de material vegetal têm se tornado um dos principais fatores 

limitantes do cultivo de diferentes culturas, com potencial de causar perdas econômicas 

significativas (AMORIM et al., 2011).  

Os agentes patogênicos são responsáveis por provocarem prejuízos aos produtores em 

função do controle de doenças, somente nos EUA, cerca de 23,5 bilhões de dólares foram 

gastos com controle de doenças por ano (ROSSMAN, 2009). O prejuízo econômico médio 

estimado devido a doenças na cultura do milho nos Estados Unidos, Canadá e Ontário, de 

2012 a 2015 foram de U$76,51 por acre, com produção total de quase 54 bilhões de alqueires 

(MUELLER et al., 2016), para a Ásia as estimativas de perdas ficaram em torno de 12% 

(MAHUKU, 2010). 

A cultura do milho é atacada por alguns patógenos que causam diversas doenças como a 

podridão-do-colmo e podridão rosada da espiga, causada por Fusarium verticillioides, e a 

podridão-seca-do-colmo, causada por Macrophomina phaseolina e Macrophomina 

pseudophaseolina. Estas doenças são transmitidas entre lavouras de diversas maneiras, sendo 

o uso de sementes contaminadas o principal meio de dispersão, além da disseminação dos 

conídios e esclerócios através do vento ou da chuva (EMBRAPA, 2006; EMBRAPA, 2009). 

As sementes são consideradas um dos meios mais eficientes de disseminação de 

agentes patogênicos, introduzindo doenças em áreas anteriormente isentas (CASA et al. 
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2005). Através das sementes, os patógenos podem ser transportados a longas distâncias, sendo 

dispersos entre lavouras, munícipios, estados, países e até continentes (REIS; CASA, 2007). 

Fungos como o F. verticillioides e a M. phaseolina, sobrevivem em restos de culturas e em 

sementes na forma de conídios e esclerócios, provocando posteriormente doenças como as 

podridões na cultura (WORDELL FILHO et al., 2016; EMBRAPA, 2009). O uso de sementes 

de alta qualidade sanitária, além do tratamento das mesmas é recomendado como medida de 

controle. No Brasil, 100% das sementes de milho são tratadas com fungicidas e 85% com 

inseticidas (JULIATTI, 2010; NUNES, 2010). 

Denti et al. (2003), Casa et al. (2005) e Ribeiro et al. (2005) relataram que podridões 

da base do colmo em milho detectadas em áreas onde a cultura nunca havia sido cultivada, ou 

em áreas de rotação de culturas, podem ter nas sementes sua fonte de inóculo, uma vez que os 

agentes causais dessas doenças apresentam baixa gama de hospedeiros secundários e 

estruturas reprodutivas de difícil disseminação pelo vento a longas distâncias. 

 

2.1.1. Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg 

 
Alguns dos principais problemas ocasionados por fungos na cultura do milho ocorrem 

durante o estabelecimento da cultura. Nesse período as sementes são susceptíveis ao ataque de 

diversos patógenos, os quais ocasionam redução na população de plantas e enfraquecimento 

de plântulas durante as etapas iniciais de seu desenvolvimento (CAPPELINI et al. 2005).  

O Fusarium verticillioides (Sacc.) causa sérios problemas na fase de estabelecimento da 

cultura em campo, por exemplo: redução na qualidade fisiológica das sementes (MACHADO, 

1988; MENTEN, 1991), tombamento de plântulas, redução no estande de plantas no campo 

(TANAKA; BALMER, 1980), inibição do desenvolvimento das raízes de plântulas 

(FUTRELL; KILGOORE, 1969; BACON et al.,1994) e redução na germinação de sementes 

(CARVALHO et al., 1992). 

A sobrevivência deste fungo no solo se dá por meio de estruturas de resistência e, 

também, em estruturas internas das sementes, como o embrião (COSTA et al., 2003). O fungo 

sobrevive ainda em restos culturais, sendo favorecido quando existem ferimentos causados 

por nematoides e pragas subterrâneas. A disseminação dos esporos ocorre pelo vento ou pela 

chuva, podendo ser depositados nas bainhas das folhas, posteriormente infectando os nós. O 

controle desse patógeno é feito principalmente pelo tratamento químico de sementes auxiliado 

pela diagnose preventiva antes da semeadura, além de evitar semeaduras em solos úmidos, 

frios e mal drenados (WORDELL FILHO et al., 2016).  
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Dentre as espécies do gênero Fusarium associadas a doenças do milho, F. verticillioides 

apresenta alta capacidade de infectar sementes e plântulas (SARTORI et al., 2004). Este 

patógeno é o agente causal responsável por podridões, tanto no colmo como nas espigas e 

grãos, causando elevadas perdas econômicas, diminuindo a produtividade e a qualidade de 

sementes de milho e outros cereais (BRODERS et al., 2007). Além disso, o F. verticillioides 

produz micotoxinas comuns em alimentos e rações a base de milho, ameaçando à saúde 

humana e animal (MUNHOZ et al., 2015). 

A podridão do colmo ocorre principalmente após a polinização, quando esta fase é 

antecedida por período seco e seguida por período chuvoso, se tornando mais severa de 

acordo com o amadurecimento da planta. Os sintomas compreendem alteração na cor da 

medula, que passa por várias mudanças de descoloração esbranquiçada, rosa claro a salmão, 

até se tornar marrom. Em estádios mais avançados da doença, pode ocorrer o amadurecimento 

prematuro e quebra do colmo (PEREIRA et al., 2005). Geralmente o patógeno afeta as raízes 

e os internódios inferiores, podendo também atingir os internódios superiores e causar 

podridão da espiga, afetando o enchimento de grãos (ROSA JR., 2010). Para reduzir a 

utilização de agroquímicos, a incidência da doença pode ser controlada utilizando-se 

cultivares resistentes, adubação equilibrada e densidade de plantio adequada (EMBRAPA, 

2006). 

Em relação a podridão rosada da espiga, os sintomas geralmente aparecem em grãos 

isolados ou em um grupo de grãos e, em casos raros, pode ocorrer em toda a espiga. No 

decorrer do desenvolvimento da doença, uma massa cotonosa avermelhada pode recobrir os 

grãos infectados. Alguns fatores favorecem a infecção dos grãos, exemplo disso são os danos 

mecânicos ou provocados por insetos e rachaduras no pericarpo. O desenvolvimento do 

patógeno nas espigas se torna estático quando o teor de umidade dos grãos alcança 18 a 19%. 

Também com o objetivo de reduzir a aplicação de fungicidas, o controle da podridão pode ser 

realizado através do manejo integrado, utilizando cultivares resistentes, sementes de boa 

qualidade sanitária e efetuando-se a destruição de restos culturais de plantas infectadas, além 

da rotação de culturas (EMBRAPA, 2009; EMBRAPA, 2006). 

Os grãos infectados podem apresentar sintomas de descoloração no campo, sendo 

denominados de grãos ardidos. A incidência desses grãos reduzem o peso de grãos 

produzidos, além de ser responsável por um dos principais problemas de qualidade do milho, 

em decorrência da presença de micotoxinas, como fumonisinas e vomitoxinas causadas pelo 

fungo F. verticillioides, desvalorizando o produto e ameaçando à saúde humana e animal. 
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Algumas agroindústrias empregam um padrão de qualidade com tolerância máxima de 6% 

para grãos ardidos em lotes comerciais do cereal (EMBRAPA, 2013; EMBRAPA, 2009). 

 

2.1.2. Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich e Macrophomina pseudophaseolina 

Crous  

 

Fungos do gênero Macrophomina são considerados patógenos polífagos. Causam 

doenças em mais de 500 espécies cultivadas e não cultivadas, incluindo hospedeiros 

economicamente importantes, como soja, feijão-comum, milho, sorgo, feijão-caupi, 

amendoim e algodão (NDIAYE et al., 2010).  Apresentam distribuição mundial, porém 

causam maior dano econômico em países subtropicais e tropicais com climas semiáridos 

(WRATHER et al., 2001). 

  Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich habita no solo e tem causado 

significativas perdas econômicas a nível mundial (KAUR et al., 2012). A espécie possui 

ampla gama de hospedeiros, podendo infectar mais de 500 espécies de plantas em mais de 

100 famílias botânicas, incluindo as principais culturas agrícolas (WYLLIE et al., 1988; SU et 

al., 2001; MAYEK-PÉREZ et al., 2001; RAGUCHANDER et al., 1993; ALY et al., 2007). 

Apesar de habitar o solo, M. phaseolina pode alcançar outras áreas através da dispersão 

por sementes contaminadas (MENEZES et al., 2013). Mesmo em condições adversas, esse 

fungo possui elevada capacidade de sobrevivência em decorrência da sua alta capacidade 

saprofítica e desenvolvimento de microescleródios, podendo permanecer no solo por vários 

anos. O fungo ocasiona sérios problemas em diversas culturas, como a podridão seca do 

colmo em milho, podridão do carvão na soja e podridão cinzenta da haste no feijão comum 

(GUPTA et al., 2012; EMBRAPA, 2006; EMBRAPA, 2013).  

Na cultura do milho, este fungo é responsável por causar a podridão seca do colmo. Os 

sintomas ocorrem através de uma infecção que se inicia pelas raízes, sendo visíveis nos 

entrenós inferiores após a polinização.  Na parte interna, o tecido da medula se desintegra, 

permanecendo intactos apenas os vasos lenhosos, onde é possível constatar a presença de 

muitos pontinhos negros que conferem internamente ao colmo uma cor cinza. Como forma de 

controle não químico, é recomendado o uso de cultivares resistentes, adubação e irrigação 

adequada, além de evitar altas densidades no período da semeadura (EMBRAPA, 2006). 

M. phaseolina é o agente etiológico da podridão cinzenta da haste e podridão do carvão, 

sendo o principal representante do gênero (PHILLIPS et al., 2013; SLIPPERS et al., 2013). 
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As doenças causam podridões das raízes e caule (KUNWAR et al., 1986; WRATHER et al., 

1997; SALEH et al., 2010), provocando a redução no estande das plantas no campo, baixa 

qualidade de sementes, maturação precoce das plantas e morte (ABAWI; PASTOR-

CORRALES, 1990). Este fungo é considerado como um dos patógenos mais agressivos nas 

regiões tropicais e subtropicais, principalmente nas condições ambientais de climas áridos e 

semiáridos do Nordeste brasileiro, uma vez que é favorecido pelo clima quente e seco dessas 

regiões (GUPTA et al., 2012; RADWAN et al., 2014). 

Uma vez que M. phaseolina é um patógeno polífago e com elevada persistência no solo, 

tanto a podridão cinzenta da haste como a podridão do carvão são doenças difíceis de serem 

manejadas (MICHEREFF et al., 2005; MUCHERO et al., 2011). Um dos métodos mais 

empregados no controle desse patógeno é o uso de cultivares resistentes (MACHADO, 1980), 

sendo na maioria dos casos um dos métodos mais eficientes para o manejo de patógenos, além 

de reduzir os impactos ambientais, devido redução das aplicações de defensivos agrícolas 

(CAMARGO; BERGAMIN FILHO, 2011). 

Recentemente, com base em 189 isolados previamente identificados morfologicamente 

como M. phaseolina, Sarr et al. (2014) descreveram uma nova espécie deste gênero, 

Macrophomina pseudophaseolina Crous, Sarr e Ndiaye ocorrendo em quiabo (Abelmoschus 

esculentus), amendoim (Arachis hypogaea), vinagreira (Hibiscus sabdariffa) e feijão-de-corda 

(Vigna unguiculata). Morfologicamente as duas espécies são bem semelhantes, a diferença 

reside nos conídios, pois estes são mais curtos em M. pseudophaseolina (SARR et al., 2014). 

Esta descoberta sugere que relatos antigos de contaminações atribuídas a M. phaseolina, na 

verdade, podem ter sido causadas por M. pseudophaseolina. 

Ndiaye et al. (2015), estudaram a patogenicidade de M. pseudophaseolina em três 

cultivares de feijão-caupi: Apagbaala (resistente), IT93K-501-1(moderadamente resistente), e 

Mouride (susceptível) sob dois regimes de temperatura. Estes autores observaram que esta 

nova espécie é mais agressiva na cultivar suscetível do que a M. phaseolina, em função de 

apresentar mais microsclerócios por grama de tecido e menor produção de biomassa na 

temperatura mais alta testada (36/26°C). Todavia, os autores concluíram que apesar de haver 

uma maior agressividade de M. pseudophaseolina em relação a M. phaseolina, o manejo da 

podridão causada por ambas as espécies deve ser o mesmo. 

 

2.2. CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGÊNICOS EM SEMENTES DE MILHO 
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O controle de fungos fitopatogênicos geralmente é feito através da integração de 

diversas práticas: instalação da sementeira em área livre do agente patogênico, espaçamento e 

manejo da irrigação adequado, locais ensolarados, ventilados e com boa drenagem. Outra 

forma de realizar o controle é utilizando sementes de boa qualidade fitossanitária, tratadas 

com fungicidas registrados para o fungo, além do tratamento do solo por via física 

(solarização), química (aplicação de fungicidas) ou outra prática comprovadamente capaz de 

reduzir ou eliminar a população do fitopatógeno (ZAMBOLlM et al., 1997). 

 

2.2.1. Controle Químico 

 
O uso de fungicidas ainda é o principal método empregado no controle de fungos 

fitopatogênicos no Brasil (GOULART et al., 2011). Esta prática é adotada na maioria das 

áreas de cultivo onde ocorrem doenças causadas por fungos, sendo a maioria dos fungicidas 

registrados pertencentes aos grupos dos triazóis, estrobilurinas e benzimidazóis (WORDELL 

FILHO et al., 2016). Os fungicidas podem ser classificados de acordo com o seu modo de 

ação contra o fitopatógeno: protetores ou de contato e sistêmicos (ZAMBOLIM et al., 1995; 

KIMATI, 1995).  

Fungicidas protetores ou de contato são aplicados antes da penetração do patógeno no 

hospedeiro, objetivando impedir ou reduzir o ataque da doença. Podem ser aplicados na 

superfície de órgãos vegetais, agindo como uma barreira tóxica, protegendo o tecido vegetal 

da penetração de fungos através da inibição da germinação dos esporos e desenvolvimento do 

tubo germinativo (ZAMBOLIM et al., 1995), 

Fungicidas sistêmicos são aqueles em que o princípio ativo é absorvido pela planta e 

translocado para partes distantes do local de aplicação. Os fungicidas sistêmicos atuam de 

forma a suprimir o estabelecimento da infecção causada por patógenos nos tecidos do 

hospedeiro, inibindo o crescimento micelial e a esporulação de fungos sobre as plantas 

(ZAMBOLIM et al., 1997). 

Alguns patógenos, especialmente espécies do gênero Fusarium, podem se utilizar das 

sementes de plantas para se dispersarem, sendo o transporte de sementes infectadas uma das 

principais causas da introdução de fungos patogênicos em áreas isentas (CASA et al., 2005). 

O tratamento químico com fungicidas é uma das maneiras mais eficientes de reduzir os danos 

causados pela associação de fungos fitopatogênicos com as sementes (CARVALHO et al., 

2011). 



 
 

20 
 

O controle químico de patógenos muitas das vezes é uma técnica ineficiente e pouco 

econômica, provocando sérios impactos sobre o meio ambiente, causando a contaminação dos 

solos e fontes de recursos hídricos, bem como efeitos letais e subletais sobre organismos não 

alvo, principalmente inimigos naturais de diferentes pragas. Além disso, o uso contínuo 

desses produtos pode favorecer o surgimento de linhagens dos fitopatógenos resistentes às 

substâncias químicas utilizadas (DITILLO et al., 2016; DAWOUD et al., 2017; FLORES et 

al., 2014; WAINWRIGHT, 1977; ELSKUS et al., 2016; WAINWRIGHT; PUGH, 1975). 

O uso intensivo e indiscriminado de produtos químicos tem se tornado um grave 

problema de saúde pública, sendo responsável por intoxicações em diferentes graus, afetando 

tanto famílias agricultoras, que são expostas frequentemente as substâncias, quanto os 

consumidores finais (CASSAL et al., 2014). Análise de amostras coletadas pelo Programa de 

Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA) da Anvisa, em todos os 26 

estados do Brasil, relata que um terço dos alimentos consumidos diariamente pelos brasileiros 

está contaminada por esses defensivos, responsáveis por causarem problemas neurológicos, 

reprodutivos, de desregulação hormonal e até câncer (ANVISA, 2011). 

De acordo com a pesquisa do Instituto Nacional de Câncer (INCA), o comércio de 

agrotóxicos no Brasil saltou de US$ 2 bilhões para mais de US$7 bilhões entre os anos de 

2001 e 2008, alcançando valores recordes de US$ 8,5 bilhões em 2011. Em 2009 o país 

ultrapassou a marca de 1 milhão de toneladas, alcançando a posição de maior consumidor 

mundial de agrotóxicos (INCA, 2015). Em relação as categorias dos produtos comercializados 

no mercado nacional, 45% correspondem ao uso de herbicidas, 14% para os fungicidas, 12% 

aos inseticidas e 29% as demais classes de agrotóxicos (ANVISA; UFPR, 2012). 

 

2.2.2. Métodos Alternativos 

 
Visando diminuir a dependência dos defensivos químicos, métodos alternativos para o 

controle de doenças em plantas, tem por finalidade conciliar a produção de alimentos seguros, 

a preservação ambiental e a viabilidade econômica (FAROOQ et al., 2011). Estratégias como 

o manejo integrado (PAULA JÚNIOR et al., 2008), controle biológico (AKILA et al., 2011), 

resistência genética (MICHEREFF et al., 2005) e o uso de óleos essenciais (OOTANI, 2013) 

são algumas dessas alternativas que exercem importante papel social, ambiental e econômico 

(MARIANI; HENKES, 2015). 

O manejo integrado de doenças em plantas contempla várias medidas para reduzir a 

incidência ou severidade e manter o potencial produtivo das culturas. O uso de variedades 
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resistentes, medidas de exclusão, fungicidas químicos, adubação verde, cultivares resistentes, 

rotação de culturas e controle biológico são algumas dessas medidas (PAULA JÚNIOR et al., 

2008).  

Um método amplamente estudado para o controle de fitopatógenos é o controle 

biológico, feito através do uso de microrganismos antagonistas (AKILA et al., 2011; SNEH, 

1981; THANGAVELU; GOPI, 2015). O controle biológico pode ser definido como o 

controle de um microrganismo através da ação direta de um outro microrganismo antagônico, 

o qual pode atuar por meio de antibiose, parasitismo, competição, predação ou hipovirulência 

(COOK; BAKER, 1983). O gênero Trichoderma Pers. (Hypocreales: Hypocreaceae) é o 

grupo de agentes de controle biológico de fungos fitopatogênicos mais estudado e utilizado 

devido a sua capacidade de controle de fitopatógenos (VINALE et al., 2008; DOLEY; JITE, 

2012; GAJERA et al., 2012; KUMAR et al., 2012; ADEKUNLE et al., 2010).  

As características fundamentais que fazem desses microrganismos os principais 

antagonistas de diversos fungos fitopatogênicos são: o rápido crescimento micelial, alta 

produção de conídios, produção de metabólitos e enzimas com propriedades antifúngicas, o 

hiperparasitismo e a capacidade de viver de diversas formas (saprotrófica, simbiótica ou 

micoparasita) (HARMAN et al., 2004; SAMUELS, 2006).  

Determinadas espécies de Trichoderma interferem no desenvolvimento dos 

fitopatógenos por diversos mecanismos de ação como a competição por espaço e nutrientes, a 

antibiose, o micoparasitismo, a fungistase e a indução de resistência (BENÍTEZ et al., 2004). 

Estes agentes de biocontrole são antagonistas eficazes de alguns dos mais importantes fungos 

fitopatogênicos: Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium 

spp. e Pythium spp. (MELO, 1998). 

Alguns produtos comerciais à base de agentes de biocontrole de doenças de plantas 

também estão sendo avaliados quanto à eficácia no controle de fitopatógenos de solo 

(BETTIOL, 2012). O produto Compost Aid®, conforme informação do fabricante, é um 

inoculante resultante da mistura de enzimas e bactérias (Lactobacillus plantarum, Bacillus 

subtilis e Enterococcus faecium) que aceleram o processo de compostagem, de forma natural, 

convertendo materiais orgânicos em um composto com baixa relação C:N, auxiliando na 

diminuição da severidade de doenças cujos patógenos sofram competição de microrganismos 

habitantes do solo (BELLOTTE, 2006). O emprego desses microrganismos representa uma 

possível alternativa para controle de fungos fitopatogênicos, uma vez que não são tóxicos ao 

homem e animais (MERTZ et al., 2009). 
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A resistência genética destaca-se como uma ferramenta extremamente útil no manejo de 

doenças causadas por fitopatógenos de sementes. O controle genético desses parasitas deve ter 

sido praticado inconscientemente pelos primeiros agricultores, ao selecionarem materiais por 

vezes mais produtivos por serem menos suscetíveis às doenças radiculares (MICHEREFF et 

al., 2005). 

A exploração da atividade biológica de compostos presentes no extrato bruto ou óleo 

essencial de algumas espécies de plantas vem sendo amplamente estudada como um potencial 

para o controle alternativo de doenças em plantas cultivadas (SANTAMARINA et al., 2017; 

WAITHAKA et al., 2017; ALAM et al., 2017; LOPEZ-REYES et al., 2013; AMMAD et al., 

2018). 

 

2.3. ÓLEOS ESSENCIAIS 

 
Os óleos essenciais são líquidos naturais, na sua maioria altamente voláteis, derivados 

do metabolismo secundário de plantas aromáticas, possuindo substâncias químicas variadas e 

funções diversas (KOKETSU; GONÇALVES, 1991; MONTEIRO et al., 2014). Eles ocorrem 

em várias espécies de plantas, em suas diferentes partes, como botões, pétalas de flores, 

cascas, folhas, caules, sementes, raízes e cascas de resina ou frutas (RATHORE, 2017). Estes 

compostos possuem aroma e/ou sabor característico, sendo constituídos majoritariamente por 

terpenos ou seus derivados, responsáveis por evitar injúrias ocasionadas por agentes externos, 

e apresentando atividade antimicrobiana reconhecida (FELIPE; BICAS, 2017). 

Esses produtos naturais, além de apresentarem características físico-químicas 

significativas com alto valor agregado, promovem uma sustentabilidade ecológica importante, 

demonstrando ainda consideráveis atividades biológicas como ações antioxidantes, 

anticancerígenas (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010), larvicidas (VORIS et al., 2017), 

acaricidas (SOUZA et al., 2016), bactericidas (SOUZA et al., 2016), inseticidas (TRIPATHI 

et al., 2009) e antifúngicas (BRITO et al., 2015). 

Os óleos essenciais com atividade inseticida, antifúngica e antimicrobiana mais 

conhecidos e estudados a nível mundial são: óleo de citronela (Cymbopogon winterianus e 

Cymbopogon nardus) (MARULANDA et al., 2017), óleo de mamona (Ricinus communis L.) 

(GAHUKAR; MITAL, 2017), óleo de canela (Cinnamomum sp.) (HADDI et al., 2017), óleo 

de eucalipto (Eucalyptus melliodora) (RATHORE; NOLLET, 2017), óleo de Neem 

(Azadirachta indica A. Juss) (KHANAM et al., 2017) e óleo de cravo da índia [Syzygium 

aromaticum (L.) Merrill & Perry] (GIRISGIN, 2017). A ação destes e outros óleos essenciais 
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no controle de fungos fitopatogênicos tem sido estudada a vários anos, sendo demonstrado 

alto nível de sucesso como relatado nos trabalhos citados a seguir. 

Freddo et al. (2016) avaliaram o potencial do uso do óleo essencial de erva-luísa 

(Aloysia citriodora) em diferentes concentrações no controle de Fusarium sp. Seus resultados 

demonstraram que o óleo essencial possui efeito fungistático e fungicida sobre o crescimento 

micelial e na germinação de conídios de Fusarium sp. Além de relatarem que o efeito é maior 

em função do aumento da concentração do óleo. 

Nonato et al. (2009) avaliaram a atividade do óleo-resina de copaíba (Copaifera 

reticulata Ducke) em diferentes concentrações no crescimento micelial in vitro de 

fitopatógenos, dos gêneros Phomopsis, Colletotrichum e Phytophthora. Estes autores 

constataram que todas as concentrações utilizadas para o controle do crescimento micelial dos 

patógenos Phytophthora sp. e C. gloeosporioides mostraram-se eficientes em relação à 

testemunha negativa, entretanto para o fungo Phomopsis sp. as concentrações utilizadas foram 

eficientes, porém sua eficácia foi inferior se comparadas com os dois outros fungos avaliados. 

Ao avaliarem a eficiência de óleo de copaíba em diferentes concentrações, além do 

tratamento com fungicida Captana, Mondego et al. (2014) verificaram que o óleo de copaíba 

na concentração de 1% foi eficiente no controle de Aspergillus sp. e nas concentrações 1 e 

1,5% para Chaetomium sp. e Curvularia sp., em sementes de Embiratanha (Pseudobombax 

marginatum). 

Ugulino et al. (2018), ao verificar o potencial efeito inibitório dos óleos essenciais de 

hortelã (Mentha sp.), eucalipto (Eucalyptus spp.), copaíba (Copaifera sp.) e   alecrim-da-

chapada (Lippia gracilis) sobre o crescimento de Macrophomina phaseolina, constataram que 

os óleos essenciais de hortelã e alecrim-da-chapada obtiveram melhores resultados quanto a 

inibição do crescimento micelial, em relação aos  óleos de eucalipto e copaíba que apesar de 

potencialmente promissores, apresentaram inibição moderada do crescimento micelial do 

fungo. 

Ao verificarem o potencial fungitóxicos dos óleos essenciais de capim-limão 

(Cymbopogon citratus) e Alecrim-pimenta (Lippia sidoides), e de seus constituintes 

majoritários, sobre o crescimento micelial dos fitopatógenos Rhizoctonia solani e Sclerotium 

rolfsii, Gonçalves et al. (2015) notaram que ambos os óleos essenciais inibiram totalmente o 

crescimento micelial de R. solani na concentração de 400 µg/mL-1, já o crescimento micelial 

de S. rolfsii foi inibido pelo óleo essencial de capim-limão na concentração de 300 µg/mL-1 e 

pelo óleo essencial de alecrim-pimenta na concentração de 400 µg/mL-1. Quanto aos 
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constituintes majoritários, o 1,8-cineol não apresentou efeito fungitóxico nas concentrações 

avaliadas. Contudo, o carvacrol e o citral foram mais efetivos que os óleos essenciais, 

havendo ausência de crescimento micelial de R. solani e de S. rolfsii nas concentrações de 200 

µg/mL-1 e 225 µg/mL-1, respectivamente. 

 

2.3.1. Óleo essencial de cravo da índia (Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry) 

 
A árvore Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry, comumente conhecida como cravo 

da índia, tem origem nas Ilhas das Moluscas, arquipélago situado na Indonésia, sendo uma 

das especiarias mais antigas e valiosas do oriente (DUARTE, 2014). Trata-se de uma árvore 

da família Myrtaceae, perenifólia, de médio porte, folhas lanceoladas, verde-brilhantes, 

onduladas, fortemente aromáticas (POLUNIN; ROBBINS, 1993). Seu óleo essencial é 

isolado de botões de flores secas, que são a fonte de seu cheiro forte (AFFONSO et al., 2012). 

No Brasil, o estado da Bahia é o maior produtor comercial desta especiaria (OLIVEIRA et al., 

2009). 

O óleo essencial de cravo da índia é amplamente utilizado e bem conhecido por suas 

propriedades medicinais. Estudos relatam propriedades antifúngicas (RANA et al., 2011), 

antibacterianas, anticarcinogênicas (COSTA et al., 2011), antioxidante, inseticida, anestésicas 

e anti-inflamatórias (AFFONSO et al., 2012). O principal constituinte do óleo de cravo da 

índia é o eugenol (C10H14O2) que compõem entre 70% e 90% do óleo, enquanto 5% a 15% é 

acetato de eugenol e β-cariofileno e concentrações de até 2,1% de α-humuleno, além óxido de 

cariofileno e acetato de eugenila em menores concentrações (RAZAFIMAMONJISON et al., 

2013; CORTES-ROJAS et al., 2014). O cravo da índia representa uma das principais fontes 

vegetais de compostos fenólicos como flavonóides, ácidos hidroxibenzóicos, ácidos 

hidroxicinâmicos e hidroxifenil propano (CORTES-ROJAS et al., 2014). 

Estudo realizado pela European Medicines Agency (2011) concluiu que o óleo essencial 

de cravo age em altas concentrações como irritante local, podendo também ocorrer reações 

alérgicas, porém quando aplicado na forma diluída, nenhum relatório sobre casos adversos 

graves foi publicado. Assim, a aplicação correta do óleo pelas vias de administração propostas 

pode ser considerada clinicamente segura. 

Mytle et al. (2006) relataram que as taxas de crescimento das cepas de Listeria 

monocytogenes observadas a 5°C e 15°C foram significativamente reduzidas pelo tratamento 

com 1% e 2% de óleo de cravo da índia. Ogunwande et al. (2005) verificaram que o óleo 

essencial do fruto exibia forte atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, 
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enquanto que o óleo foliar inibia fortemente o crescimento de Bacillus cereus, com uma 

concentração inibitória mínima de 39 μg/ml.  

O componente fenólico do eugenol possui características fungicidas, incluindo atividade 

contra fungos isolados de onicomicose (GAYOSO et al., 2005). A principal ação antifúngica 

parece ser exercida na membrana celular, alterando a permeabilidade celular e provocando 

distúrbios em suas estruturas (COSTA et al., 2011). O eugenol, aplicado isoladamente, 

mostrou atividade antifúngica contra Candida albicans e Trichophyton mentagrophytes 

(TAMPIERI et al., 2005). 

Sofia et al. (2007) testaram a atividade antimicrobiana de diferentes plantas de 

especiarias indianas, como hortelã, canela, mostarda, gengibre, alho e cravo. A única amostra 

que demostrou um efeito bactericida completo contra todos os patógenos de origem alimentar 

testados (Escherichia coli, Staphytococcus aureus e Bacillus. cereus) foi o extrato aquoso de 

cravo da índia a 3%. 

A atividade fungicida do óleo essencial de cravo da índia também foi relatada em várias 

espécies de fungos de origem alimentar, e foi observado em um estudo que o óleo essencial de 

cravo da índia inibiu até mesmo o crescimento de Aspergillus niger (PAWAR; THAKER, 

2006; CHAIEB et al., 2007). A microscopia eletrônica de varredura (MEV) mostrou dano 

morfológico significativo, com deformidade celular nas células de Saccharomyces cerevisiae 

causada pelo óleo (CHAMI et al., 2005). 

No controle de fungos fitopatogênicos, o óleo essencial de cravo da índia tem mostrado 

resultados promissores. Núñez et al. (2001) demonstraram que a mistura de oleoresina de 

cravo da índia com solução concentrada de açúcar produziu um forte efeito fungicida ao 

reduzir o tamanho do inóculo dos fungos. Costa et al. (2011) investigaram a ação do óleo 

essencial de S. aromaticum (L.) sobre o crescimento micelial in vitro dos fungos 

fitopatogênicos Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Macrophomina 

phaseolina. Estes autores, constataram que o óleo essencial de cravo apresentou atividade 

fungicida na concentração de 0,15% sobre o crescimento de R. solani, F. oxysporum e F. 

solani, entretanto não demonstrou essa atividade sobre M. phaseolina 

Ao avaliarem o efeito antifúngico do óleo essencial de cravo da índia frente aos fungos 

F. oxysporum f. sp. vasinfectum, F. oxysporum f. sp. passiflorae, F. oxysporum f. sp. 

lycopercisi, F. oxysporum f. sp. Tracheiphilum, Ascenção e Mouchrek Filho (2013) obtiveram 

ótimos resultados, já que a inibição de crescimento fúngico chegou a ser total em dois dos 

fungos estudados e entre 85% e 90% nos outros dois. 
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Santos et al. (2007), ao verificarem o potencial fungitóxico do óleo essencial de cravo 

da índia sobre os fungos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani em diferentes 

concentrações de óleo, constataram que o óleo reduziu o crescimento micelial de F. 

oxysporum e R. solani, ocorrendo inibição do crescimento micelial em todas as concentrações, 

sendo que a partir de 500mg/kg ocorreu a inibição total dos fungos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. EXPERIMENTO IN VITRO 

 
O experimento foi conduzido no laboratório de Fitopatologia do Centro de Ciências e 

Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no 

período de abril a maio de 2018. 

 Para realização do ensaio, foram utilizadas as estirpes 3434 de Fusarium verticillioides, 

2726 de Macrophomina phaseolina e 2709 de Macrophomina pseudophaseolina, cedidas pela 

coleção de cultura de fungos fitopatogênicos Prof. Maria Menezes da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco. Todos os fungos foram preservados em água destilada estéril pelo 

método Castellani até a realização do ensaio (CASTELLANI, 1967). 

O óleo essencial de cravo da índia (Syzygium aromaticum) foi obtido comercialmente 

em loja de produtos naturais.  Os principais constituintes do óleo utilizado são o eugenol (70 - 

90%), acetato de eugenol e β-cariofileno (5 - 15%), α-humuleno em concentrações de até 

2,1%, e em menores concentrações o óxido de cariofileno e acetato de eugenila 

(RAZAFIMAMONJISON et al., 2013; CORTES-ROJAS et al., 2014). 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 

sete tratamentos (5 concentrações do óleo, 1 testemunha negativa e 1 testemunha positiva) em 

cinco repetições cada. Os tratamentos consistiram do meio de cultura BDA autoclavado 

(Batata Dextrose Agar: Composição: 200g/L de Infusão de batata; 20 g/L de Dextrose; e 

15g/L de Ágar) suplementado com o óleo essencial de cravo da índia nas concentrações 

0,0125, 0,025, 0,05, 0,1 e 0,2%, a testemunha negativa (0%), e a testemunha positiva, 

suplementada com o fungicida comercial Tiram (Carboxina – 200 g/L (20,0% m/v), Tiram - 

200 g/L (20,0% m/v), Etileno Glicol - 249 g/L (24,9% m/v), utilizado na dose indicada pelo 

fabricante (250 μL L-1). As concentrações do óleo foram estabelecidas a partir de uma 

concentração inicial baseada na literatura (SANTOS et al., 2007) e então reduzidas 

gradativamente até que a adição de óleo ao meio não fosse mais capaz de impedir o 

crescimento fúngico. 

Os diferentes tratamentos foram incorporados ao meio de cultura fundente à 

temperatura de 46-48ºC. Após o resfriamento, o meio foi vertido em placas de Petri de 7,5 cm 

de diâmetro em condições assépticas, sendo aproximadamente 15 mL de meio de cultura por 
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placa. Discos de meio de cultura com 1 cm de diâmetro contendo micélios dos fungos foram 

transferidos para o centro de cada placa contendo os tratamentos. Em seguida, as placas foram 

envolvidas em plástico filme e incubadas em estufa do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen 

Demand) a temperatura de 27±2°C. 

O crescimento das colônias foi mensurado diariamente até que a colônia tomasse toda 

a superfície do meio de cultura de pelo menos uma das placas ou no período máximo de 7 

dias. As avaliações tiveram início 24 horas após o preparo das placas. O crescimento foi 

estimado através da média de duas medidas perpendiculares do diâmetro da colônia, com o 

auxílio de régua graduada, obtendo-se o valor diário para cada repetição de cada tratamento. 

Com o resultado das medidas, foram calculados a porcentagem de inibição micelial (PIC; 

BASTOS, 1997) e o índice de velocidade de crescimento micelial (IVCM; OLIVEIRA, 

1991), de acordo com as fórmulas (1) e (2): 

 

PIC = 
                                                                                (1) 

       ∑                                                                              (2) 

 

3.2. EXPERIMENTO IN VIVO 

 

O experimento foi conduzido no laboratório de Fitopatologia do Centro de Ciências e 

Tecnologia Agroalimentar (CCTA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no 

período de outubro a novembro de 2018. Utilizamos 1.300 sementes de milho híbrido AG 

1051 que foram adquiridas em casa comercial na cidade de Pombal-PB, apresentando pureza 

mínima de 98% e germinação mínima de 85%, o híbrido pertence a empresa Agroceres, 

apresentando as seguintes características descritas na Tabela 1. 

 O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado (DIC). Os 

tratamentos constaram formulação de soluções de água destilada estéril com suplementação 

do óleo essencial de cravo da índia na concentração inibitória mínima (determinada no teste in 

vitro) e em concentrações imediatamente superiores, além das testemunhas negativa (%) e 

positiva (Tiram a 250ml L-1). Assim, foram aplicados 5 tratamentos para o fungo F. 

verticillioides (3 concentrações do óleo, 1 testemunha negativa e 1 positiva); e 4 tratamentos 

para os fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina (2 concentrações do óleo, 1 testemunha 

negativa e 1 positiva) com dez repetições para cada tratamento por fungo. Com a finalidade 
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de permitir a emulsão, todos os tratamentos foram suplementados com adição do Tween 80 a 

0,1%, o qual reduz a tensão superficial no contato do óleo (apolar) com a água destilada 

estéril (polar) (PACKER; LUZ, 2007). 

 
Tabela 1. Informações disponibilizadas pela empresa Agroceres referentes ao híbrido AG 

1051. 

Características Agronômicas Vantagens do Produto 

Ciclo: semiprecoce 
Porte da planta: alto 
Inserção da espiga: alta 
Stay green: bom 
Empalhamento: excelente 
Qualidade de colmo: boa 
Sistema radicular: excelente 
Tipo de grão: dentado amarelo 
Finalidade de uso: milho-verde 
e silagem de planta inteira 

Flexibilidade de plantio em todas as regiões do Brasil. 
Alto potencial de produção de matéria seca e de proteína 
para a silagem. 
Flexibilidade quanto ao seu uso: silagem, pamonha ou 
milho verde. 

Recomendação Técnica Benefícios ao Agricultor 

Época de plantio: verão 
População de plantas: 45.000 – 
50.000 plantas/há 

Excelente janela de corte permitindo maior tempo para 
operação de ensilagem. 
Perfeito para os mercados de milho-verde e pamonha, 
com excelente rendimento. 
Maior tempo de durabilidade de milho verde para 
bandeja. 

 
Após desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio 2,5% por cinco minutos, as 

sementes foram lavadas com água destilada estéril e secas à temperatura ambiente. 

Posteriormente, as sementes foram imersas por cinco minutos nas soluções de tratamento 

descritas acima, sendo 100 sementes por tratamento. 

Após tratadas, as sementes foram inoculadas artificialmente por meio da deposição 

sobre colônias dos fungos que haviam sido cultivados em meio de cultura BDA em placas de 

Petri de 9,0 cm, incubadas em estufa do tipo B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) à 

temperatura de 27±2°C com fotoperíodo de 12 horas durante sete dias. As sementes 

permaneceram em contato com as estruturas dos fungos durante um período de incubação de 

32 horas com propósito de favorecer aos fungos a colonização do interior das sementes. O 

tempo de contato entre as sementes e as colônias fúngicas teve por base o estudo de Ramos et 

al. (2014). 
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Após o tratamento e inoculação, as amostras foram submetidas ao teste de sanidade, o 

qual foi realizado pelo método de papel filtro com congelamento (LIMONARD 1966). As 

100 sementes de cada tratamento foram distribuídas em dez placas de Petri de 14 cm de 

diâmetro (dez sementes por placa) de forma equidistantes, sobre três folhas de papel filtro 

previamente umedecido com 15 mL de água destilada estéril, e incubadas em estufa do tipo 

B.O.D durante 24 horas à temperatura de 27±2°C com fotoperíodo de 12 horas. Após esse 

período, as placas foram transferidas para ambiente a -20ºC durante 24 horas e, 

posteriormente, incubadas em estufa do tipo B.O.D por mais 7 dias à temperatura de 27±2°C 

com fotoperíodo de 12 horas.  

As avaliações foram realizadas individualmente, examinando-se as sementes sob 

microscópio estereoscópico, e os fungos identificados por meio das características 

morfológicas de suas estruturas. Os resultados foram expressos em percentagem de sementes 

contaminadas para cada fungo. 

 

3.3. Análise estatística in vitro e in vivo 
 

Com o objetivo de verificar a influência da concentração do óleo sobre o crescimento 

dos fungos no experimento in vitro, foram realizadas regressões utilizando-se o modelo platô-

quadrático. As regressões foram realizadas no programa R Core Team 3.5.1. A diferença entre 

tratamentos com óleo e com o fungicida comercial nos testes in vitro e in vivo foram 

verificadas aplicando-se a comparação múltipla de Mann-Whitney (Tukey não-paramétrico). 

Foram consideradas significantes as diferenças em valor de probabilidade abaixo de 5%. As 

análises foram realizadas no programa Past 3.12 (HAMMER et al., 2001). Testes não-

paramétricos foram utilizados devido à ausência de variância nos resultados de alguns 

tratamentos. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Inibição do crescimento micelial de fungos fitopatogênicos in vitro 

 

No teste in vitro, todas as concentrações testadas do óleo de cravo da índia exerceram 

inibição sobre o crescimento micelial dos fitopatógenos avaliados. As porcentagens de 

inibição aumentaram significativamente com as concentrações avaliadas até atingirem e 

manterem o valor máximo (PIC = 100%) nas concentrações superiores (Figura 1). 

 A inibição total do crescimento micelial de Fusarium verticillioides foi obtida a partir 

da concentração de 0,05%, já o crescimento dos fungos Macrophomina phaseolina e M. 

pseudophaseolina foi totalmente inibido a partir da concentração 0,1%, sendo estas as 

concentrações inibitórias mínimas observadas (CIMobs), ou seja, as menores concentrações 

avaliadas capazes de inibir totalmente o crescimento dos fitopatógenos testados (Tabela 2). 

Por outro lado, utilizando-se as equações geradas pela regressão em platô-quadrático, as 

concentrações mínimas foram levemente diferentes das observadas, por isso chamadas de 

concentrações estimadas (CIMest), sendo 0,039, 0,082 e 0,0931% para F. verticillioides, M. 

phaseolina e M. pseudophaseolina, respectivamente (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

32 
 

 

Figura 1. Efeito das diferentes concentrações do óleo essencial de cravo da índia sobre o 

crescimento micelial de fungos fitopatogênicos. 

 

Tabela 2. Concentrações inibitórias mínimas do óleo essencial de cravo da índia frente a 

diferentes fungos fitopatogênicos. 

Fitopatógeno CIMobs1  CIMest2 
Fusarium verticillioides 0,05 0,039 
Macrophomina phaseolina 0,1 0,082 
Macrophomina pseudophaseolina 0,1  0,093 

1Concentração inibitória mínima observada no teste in vitro; 
2Concentração inibitória mínima estimada pela análise de regressão em modelo platô-quadrático. 
 

O efeito antifúngico do óleo essencial de cravo da índia foi similar ou superior ao 

obtido pelo fungicida comercial Tiram (Figura 2). No teste com o fungo F. verticillioides, o 

óleo na CIM (0,05%) foi mais eficaz que o fungicida, pois este obteve PIC de 97,7%, 

enquanto que o óleo atingiu 100% de inibição. No controle dos fungos M. phaseolina e M. 

pseudophaseolina, o óleo nas CIMobs (0,1%) obteve a mesma eficácia do fungicida (100% de 

inibição). 
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Figura 2. Porcentagem de inibição de crescimento de fitopatógenos em diferentes 

concentrações do óleo essencial de cravo da índia. As concentrações sobrescritas com a 

mesma letra não diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Mann-Whitney 

(p > 0,05). 

A velocidade de crescimento micelial diferiu significativamente entre os tratamentos 

(Tabela 3). Para o fungo F. verticillioides, os tratamentos contendo as concentrações 0,05%, 

0,1% e 0,2% reduziram totalmente a velocidade de crescimento, com média de 0,00 cm dia-1, 

não diferindo estatisticamente entre si, porém diferindo da testemunha negativa que 

apresentou as maiores velocidades de crescimento (0,85 cm dia-1) respectivamente, além de 

diferir significativamente do tratamento contendo o fungicida Tiram, que obteve velocidade 

de crescimento de 0,02 cm dia-1. 

A redução máxima na velocidade de crescimento (0,00 cm dia-1) dos fungos M. 

phaseolina e M. pseudophaseolina ocorreu nos tratamentos contendo as concentrações 0,1% e 

0,2%, não diferindo estatisticamente entre si, porém diferindo do tratamento sem 

suplementação do óleo que apresentou as maiores velocidades de crescimento (2,17 e 1,23 cm 

dia-1, respectivamente). O controle dos fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina com o 

óleo de cravo da índia não diferiu estatisticamente do tratamento contendo o fungicida Tiram. 

 

Tabela 3. Média dos índices de velocidade de crescimento micelial (cm dia-1 ± DP) de fungos 

fitopatogênicos na concentração inibitória mínima do óleo essencial de cravo da índia e no 

tratamento testemunha. 

Fitopatógeno Controle negativo Óleo (CIM) Tiram 

F. verticillioides 0,85 ± 0,02 a1 0,00 ± 0,00 b 0,02 ± 0,01654 c 

M. phaseolina 2,17 ± 0,00 a 0,00 ± 0,00 b 0,00 ± 0,00 b 

M. 

pseudophaseolina 

1,23 ± 0,49 a 0,00 ± 0,00 b         0,00 ± 0,00 b 

1Letras iguais na horizontal não diferem significativamente de acordo com teste de Mann-Whitney (p>0,05). 

 

4.2. Incidência de fitopatógenos em sementes de milho 

 Para o fungo F. verticillioides, as concentrações do óleo essencial de cravo da índia 

não exerceram inibição significativa sobre a incidência de colônias dos fitopatógenos em 
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sementes do milho híbrido AG 1051 (Figura 3). Quanto aos fungos M. phaseolina e M. 

pseudophaseolina, todas as concentrações do óleo essencial de cravo da índia exerceram 

inibição sobre a incidência de fitopatógenos, reduzindo a ocorrência dos fungos avaliados nas 

sementes significativamente com o aumento da concentração do óleo essencial (Figura 3). 

O efeito antifúngico do óleo essencial de cravo da índia na concentração de 0,2% 

sobre o fungo F. verticillioides foi superior ao obtido pelo fungicida comercial Tiram nas 

sementes de milho, obtendo incidência média de 55% em contraste com a incidência de 92% 

no teste com o fungicida. As incidências dos fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina 

foram de 88% e 83%, respectivamente, nos testes com o óleo na concentração 0,2%, porém 

estas não diferiram significativamente das incidências observadas nos testes com fungicida 

comercial 96% e 84%, respectivamente (Figura 3). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os resultados observados nesse estudo confirmam a capacidade antifúngica do óleo 

essencial de cravo da índia. No teste in vitro, o óleo inibiu totalmente o crescimento dos 

fungos avaliados mesmo em baixas concentrações, enquanto no teste in vivo, ele reduziu a 

incidência de fitopatógenos em sementes de milho. O eugenol é o composto majoritário 

presente na composição química do óleo essencial, que também apresenta β-cariofileno, α-

humuleno, óxido de cariofileno e acetato de eugenila em menores concentrações (SILVESTRI 

et al., 2010; AFFONSO et al., 2012; RAZAFIMAMONJISON et al., 2013; CORTES-ROJAS 

et al., 2014). Estes compostos são relacionados frequentemente às atividades antimicrobianas 

do óleo de cravo. A fungitoxidade do eugenol e dos demais compostos tem sido relatada em 

diversos estudos (SANTOS et al., 2007; AFFONSO et al., 2012; RAMOS et al., 2016; 

SILVA et al., 2016). 
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Figura 3. Porcentagem da incidência de colônias de fitopatógenos em diferentes 

concentrações do óleo essencial de cravo da índia em sementes de milho híbrido AG 1051. As 

concentrações sobrescritas com a mesma letra não diferem significativamente entre si de 

acordo com o teste de Mann-Whitney (p > 0,05). 

 

A atividade antifúngica do óleo essencial de cravo da índia está associada com sua 

hidrofobicidade, a qual proporciona a interação com a parede e os lipídeos da membrana 

celular e da mitocôndria, alterando a permeabilidade celular e provocando distúrbios em suas 

estruturas (COSTA et al., 2011). O estudo realizado por Ahmad et al. (2010) sugere que o 

Eugenol pode exercer sua ação antifúngica através da inibição de bombas de efluxo 

(H+ATPase) na membrana celular fúngica, levando a acidificação intracelular e inativação 

celular. Entretanto, a pesquisa realizada por Darvishi et al. (2013) descreve que a ação 

antifúngica do Eugenol não está diretamente relacionada com o rompimento da membrana, 

porém com os transportadores de aminoácidos aromáticos e com a permeabilidade na 

membrana citoplasmática das células de levedura, o que pode causar alterações 

conformacionais, sendo estes fatores os causadores do rompimento celular. 

Utilizando o óleo essencial de cravo da índia em concentrações próximas ou 

superiores às nossas, outros autores obtiveram resultados inferiores ou semelhantes quanto à 

inibição micelial. Por exemplo, em condição in vitro, Costa et al. (2011) avaliou o efeito deste 

óleo essencial sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum, F. solani, Rhizoctonia 

solani e Macrophomina. phaseolina, verificando que na concentração 0,15% ocorreu a total 

inibição do desenvolvimento das três primeiras espécies, porém permitindo o crescimento de 

M. phaseolina. Santos et al. (2007) alcançaram inibição total do crescimento dos fungos R. 

solani e F. oxysporum na concentração de 0,05%. Abdel-Kader el al. (2011) obteve inibição 

total do crescimento de R. solani, Sclerotium rolfsii e M. phaseolina a partir da concentração 

de 2%. Desta forma, nossos resultados in vitro corroboram os resultados da literatura, porém 
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demonstrando que fungos com efeitos severos sobre a cultura do milho, como o F. 

verticillioides, também são susceptíveis ao controle utilizando-se o óleo de cravo da índia 

quando em condições in vitro. 

A literatura apresenta resultados bastante variados sobre os efeitos fungitóxicos de 

óleos produzidos a partir de outras plantas, porém, devido à predominância de estudos 

utilizando concentrações superiores às nossas, comparações com os efeitos do óleo de cravo 

tornam-se inconsistentes. Por exemplo, Ugulino et al. (2018) alcançaram inibição total do 

crescimento de M. phaseolina em todas as concentrações testadas (0,4 a 1,0%) do óleo 

essencial de alecrim da chapada (Lippia gracilis) em condições in vitro. Abdel-Kader et al. 

(2011) identificaram efeito do óleo de hortelã (Mentha piperita) na redução do crescimento 

micelial do fungo M. phaseolina nas concentrações de 1,0 a 4,0%. 

Em outros casos, porém, a comparação do efeito do óleo de cravo com o de outros 

óleos é plausível. No caso da M. phaseolina, Khaledi et al. (2015), estudando a atividade 

antifúngica de vários óleos essenciais contra este fungo, observaram que o óleo de hortelã 

(Mentha piperita) apresentou efeito inibidor de 100% na concentração de 2000 ppm (0,2%). 

Ao avaliar o potencial antifúngico do óleo essencial de Ayapana (Eupatorium triplinerve) em 

concentrações de 100 a 12000 ppm (0,01 a 1,2%) em vários patógenos, Sugumar et al. (2015) 

observaram que a concentração inibitória mínima para o fungo M. phaseolina foi de 6000ppm 

(0,6%). Estes resultados sugerem que o óleo de cravo da índia, em teste in vitro, é eficiente 

em concentrações ainda menores que as CIM obtidas pelos óleos descritos acima. 

Com relação ao controle de F. verticillioides, o óleo de cravo da índia apresenta efeito 

superior a alguns óleos e inferior a outros. Por exemplo, utilizando o óleo essencial de 

gengibre (Zingiber officinale), Yamamoto-Ribeiro et al. (2013) controlaram o crescimento de 

F. verticillioides na concentração inibitória mínima de 2500 μg/mL (0,25%), relatando 

também efeito inibitório significativo na produção de fumonisina B1 e B2 nas concentrações 

de 4000 e 2000 μg/mL (0,4 e 0,2%, respectivamente). Xing et al. (2014), estudando o efeito 

antifúngico do óleo essencial de canela (Cinnamomum spp.) sobre a inibição do crescimento 

de F. verticillioides, observaram que a concentração inibitória mínima foi 60 μL/L 

(0,000006%). A pesquisa realizada por Bomfim et al. (2015) relata redução significativa no 

crescimento micelial de F. verticillioides na concentração 150  μg/mL (0,015%) do óleo 

essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), inibindo a produção de fumonisinas e 

ergoesterol. Testando o efeito do óleo essencial de orégano (Origanum vulgare) sobre a 

germinação de esporos e crescimento micelial de C. cassiicola, Fusarium sp., C. 
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gloeosporioides e R. solani, Romero et al. (2012) observaram que todos os fungos tiveram 

inibição completa pela ação do óleo a partir de 500 ppm (0,05%). 

Quanto à inibição dos fungos em sementes, nossos resultados foram semelhantes ou 

superiores aos obtidos por outros autores que avaliaram o efeito fungitóxico dos óleos 

essenciais de outras espécies vegetais sobre as mesmas espécies de fungos. Por exemplo, no 

controle em sementes inoculadas em meio de cultura BDA, Amaral e Bara (2005) tiveram 

resultados semelhantes aos nossos referentes à influência da atividade antifúngica do óleo de 

cravo em concentrações de 0,5 a 0,1% sobre fitopatógenos presentes em sementes de arroz, 

feijão, soja e milho. Brito et al. (2012), estudando os efeitos óleos essenciais de citronela 

(Cymbopogon nadus), eucalipto (Eucalyptus citriodora) e do composto citronelal sobre 

micoflora associada a sementes de milho XGN5320, observaram que os fungos Aspergillus 

sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e Colletotrichum sp., foram inibidos significativamente na 

concentração de 0,15%. Ao avaliarem o potencial inibitório dos óleos essenciais de eucalipto 

limão (Corymbia citriodora) e eucalipto (Eucalyptus camaldulensis) em sementes de milho 

da variedade AL Bandeirante, Domene et al. (2016) relataram que o óleo foi capaz de 

diminuir a incidência dos fungos dos gêneros Penicillium sp. e Fusarium sp. 

O efeito eficiente dos óleos essenciais também foi verificado em sementes de 

diferentes espécies. Pesquisa realizada por Santos (2014), estudando os óleos essenciais de 

capim limão (Cymbopogon citratus), cravo (Eugenia caryophyllus) e manjericão (Ocinum 

basilicum), observaram que concentrações a partir de 0,5%, reduziram a incidência de 

Phomopsis sojae nas sementes tratadas e não interferiram na qualidade fisiológica das 

sementes de soja. Ao estudarem a eficiência de óleos na qualidade sanitária de sementes de 

sorgo da cultivar BR 310, Flávio et al. (2014) relataram que o óleo de alfavaca cravo 

(Ocimum gratissimum L.) reduziu a infestação dos fungos avaliados, principalmente do 

gênero Curvularia. Avaliando o efeito de óleos essenciais na sanidade de sementes de soja, 

Gonçalves et al. (2009), concluíram que o óleo de gengibre (Zingiber officinale) na 

concentração de 20% controlou a incidência de Cladosporium sp., Rhizopus sp. e Fusarium 

sp. nos grãos. Araujo Neto et al. (2012) avaliaram o efeito do óleo de anis (Pimpinella 

anisum) sobre a micoflora fitopatogênica e fisiologia de sementes de erva doce (Foeniculum 

vulgare), os resultados mostraram que o óleo nas maiores concentrações (2,0 e 2,5 %) reduziu 

a incidência de Alternaria sp. e Cladosporium sp., e aumentou a germinação das sementes de 

erva-doce.  
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6. CONCLUSÕES 

 

Em condições in vitro, o óleo essencial de cravo da índia inibiu o crescimento micelial 

de Fusarium verticillioides, Macrophomina phaseolina e Macrophomina pseudophaseolina.  

A inibição total do crescimento micelial (PIC = 100%) ocorreu na concentração de 

0,05% para o fungo F. verticillioides e de 0,1% para M. phaseolina e M. pseudophaseolina, 

em condições in vitro. 

O óleo essencial de cravo da índia na concentração de 0,2% reduziu significativamente 

a incidência das colônias dos fungos M. phaseolina e M. pseudophaseolina em sementes de 

milho híbrido AG 1051. 
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