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RESUMO

OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE “IN VITRO” DE PATOGENOS FOLIARES
ASSOCIADOS A Carya illinoinensis

AUTOR: LUCAS GRACIOLLI SAVIAN
ORIENTADORA: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ

Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, conhecida como nogueira-pecad € uma espécie
florestal nativa da América do Norte e foi introduzida no Brasil por volta de 1915. Atualmente,
a espécie esta difundida pela regido sul do pais, onde tem grande importancia econdémica. Como
qualquer cultura, a nogueira-pecd esta sujeita a incidéncia de doencas que afetam viabilidade
dos pomares. Nos Ultimos anos, a sarna, causada por Cladosporium spp. e a mancha foliar,
ocasionada por Pestalotiopsis spp. tém causado danos aos plantios brasileiros e até o presente
momento, ndo existem formas de controle para estas doencas. O uso de produtos quimicos e 0s
consequentes problemas causados, tém desencadeando a busca por métodos de controle que
tenham um impacto ambiental reduzido. Nesse contexto, o controle de patdgenos através de
compostos secundarios presentes em Oleos essenciais (OES) vém constituindo-se como
potencial forma de controle de doencas em plantas. Diante do exposto, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antifungica dos OEs de Ocimum gratissimum e Hesperozygis
ringens e seus efeitos nas caracteristicas morfologicas de Cladosporium spp. e Pestalotiopsis
spp., patdgenos foliares da nogueira-peca. Para isso, OEs previamente extraidos de folhas de
Ocimum gratissimum e Hesperozygis ringens tiveram seus constituintes identificados por
analise em cromatografia gasosa. Os fungos foram repicados para o meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA), enriquecido com cinco concentracdes de cada um dos OEs previamente diluidos em
etanol. O controle foi constituido por meio BDA combinado com etanol e o controle positivo
constituiu da suplementagdo do meio com fungicida Propiconazole®. As placas foram
incubadas em condi¢des controladas (25 °C, 12h fotoperiodo), sendo avaliado o crescimento
das col6nias diariamente e apos o fim do experimento, caracterizado a esporulacéo, dimensées
de conidios e ramoconidios (quando presente), coloracdo da coldnia e modo de acdo dos 6leos.
Ao final do teste, também foi avaliado o efeito de cada OE na concentracio de 1,00 uL. mL™.
Colbnias fungicas foram selecionadas para a visualizacdo das caracteristicas morfologicas em
microscopio eletrénico de varredura (MEV). A andlise estatistica deu-se em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. O dleo essencial de O. gratissimum foi
composto majoritariamente por Eugenol (86,84%) e H. ringens por Pulgona (56,72%). Ambos
OEs inibiram fortemente o desenvolvimento micelial na concentragdo 1,00 e 1,25 uL. mL?. Os
isolados apresentaram taxa de crescimento micelial, esporulacdo, tamanho e comprimento de
conidios influenciadas em pelo menos uma das concentracdes utilizadas para cada OE. Quando
comparado os OEs, houve efeito significativo em algumas variaveis analisadas e o fator isolado
foi o mais influente. Em MEV, foram constatadas deformac@es nas hifas, devido ao rompimento
da membrana e extravasamento do citoplasma celular. Os resultados obtidos por este trabalho
demonstram a atividade antifungica dos OEs de Ocimum gratissimum e Hesperozygis ringens
contra Cladosporium spp. e Pestalotiopsis spp.

Palavras chave: Extrativos vegetais. Fitopatdgenos. Controle natural. Microscopia.



ABSTRACT

ESSENTIAL OILS IN THE “IN VITRO” CONTROL OF FOLIAR
PATHOGENS ASSOCIATED WITH Carya illinoinensis

AUTHOR: LUCAS GRACIOLLI SAVIAN
ADVISOR: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ

Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, known as pecan is a native forest species from north
american and was introduced in Brazil around 1915. Currently, the species is widespread
mainly in the southern region of the country, where it has great economic importance. Like any
crop, a pecan is subject to diseases and illnesses that can affect the viability of orchards. In
recent years, scab, caused by Cladosporium spp. and a leaf spot caused by Pestalotiopsis spp.
have caused damage to Brazilian orchards and so far, there are no efficient ways to control these
diseases. The use of chemicals and the resulting problems triggered a search for control methods
that had a reduced environmental impact. In this context, the control of pathogens through
secondary compounds present in essential oils are shown as a potential form of disease control
in plants. Given the above, this study aimed to evaluate the antifungal activity of essential oils
of Ocimum gratissimum and Hesperozygis ringens and their effects on morphological
characteristics of Cladosporium spp. and Pestalotiopsis spp., pecan leaf pathogens. For this,
essential oils (EO) extracted from leaves of Ocimum gratissimum and Hesperozygis ringens
suffered its components caused by gas chromatographic analysis. were transfered to Potato-
Dextrose-Agar (PDA) medium, enriched with five different variations of each of the EO
initially diluted in ethanol. The control consisted of PDA combined with ethanol and the
positive control consisted of supplementation with Propiconazole® fungicide medium. The
plates were incubated under controlled conditions (25 °C, 12h photoperiod), and the growth of
the daily colonies was evaluated and after the end of the experiment, the sporulation, conidia
and ramoconidia dimensions (when present), colony color and action mode of oils. At the end
of the test, fungal colonies were selected for morphological characteristics responses in the
scanning electron microscope (SEM). Statistical analysis was performed in a completely
randomized design (CRD) with five replications. Ocimum gratissimum essential oil was mostly
composed of Eugenol (86.84%), while Hesperozygis ringens the majority was Pulegone
(56.72%). Both EO strongly inhibited mycelial growth of Cladosporium spp. and Pestalotiopsis
spp. at concentrations 1.00 and 1.25 uL. The isolates showed mycelial growth rate, sporulation,
conidia size and length influenced by at least one of the concentrations used for each EO. When
comparing the OEs, there was a significant effect on some variables analyzed and the isolated
factor was the most influential. In SEM, severe deformations in the fungal hyphae were
observed due to membrane rupture and cytoplasm cellular extravasation. The results obtained
by this work demonstrate the antifungal activity of Ocimum gratissimum and Hesperozygis
ringens EO against Cladosporium spp. and Pestalotiopsis spp.

Keywords: Plant Extractives. Plant Pathogens. Natural Control. Microscopy.
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12

1 INTRODUCAO

O Brasil é o quinto maior pais em area geogréafica e 0 que mais possui terras cultivaveis
(IBGE, 2016). Sua posicdo geografica, caracteristicas de solo e relevo criam varios climas,
permitindo a caracterizacdo de diferentes ecossistemas, o que possibilita a exploragdo comercial
de plantas de diferentes partes do mundo.

A nogueira-pecd [ (Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch] é uma espécie da familia
Juglandaceae, originaria das florestas temperadas da América do Norte e foi introduzida no
Brasil em 1915, por imigrantes americanos, no estado de Sdo Paulo. Entretanto, foi no estado
do Rio Grande do Sul que a cultura ganhou destaque, sobretudo pelo clima favoravel. Nas
altimas duas decadas, a area destinada a pecanicultura no estado vem aumentando
significativamente, ano apds ano devido ao consumo cada vez maior de nozes e um retorno
financeiro satisfatorio para os produtores (FRONZA; HAMANN, 2016).

Conforme dados disponibilizados por Lesina (2020), citando a Associacdo Brasileira
de Nozes, Castanhas e Frutas Secas (ABNC), o Brasil alcangou no ano de 2019, 3,5 mil
toneladas de noz-pecd, tornando-se o 4° maior produtor mundial, atrds somente do México,
Estados Unidos e Africa do Sul. Dentre os estados com area destinada a pecanicultura no Brasil,
0 Rio Grande do Sul é o estado com mais hectares. Segundo dados da cdmara setorial da noz-
peca existem no estado aproximadamente quatro mil hectares com nogueira-pecd, que
produziram segundo dados do mesmo Orgdo 2,5 mil toneladas na safra de 2016/2017
(SEAPDR,2017).

O cultivo da nogueira-pecd no Brasil é realizado principalmente, por pequenos
agricultores, existindo ainda médias e grandes propriedades especializadas no cultivo. Além do
bom rendimento da cultura (preco pago pelo quilograma da noz atrativo — internacionalmente
0 preco médio é de US$ 4,00), a possibilidade de consorcio com outras culturas agricolas e
pecuaria em sistemas agrosilvipastoris € um fator que estimula sua implementacdo por parte
dos pequenos proprietarios de terras, ja que possibilita um incremento na renda da propriedade
(MARTINS et al., 2017).

Assim como outras culturas florestais e agricolas, a nogueira-pecé esta sujeita a pragas
e doengas, que podem comprometer a rentabilidade do cultivo. No Brasil, varias doencas ja
foram identificadas causando danos aos pomares. Dentre as causadas por fungos, destacam-se
a “sarna”, ocasionadas por espécies do complexo Cladosporium cladosporioides (WALKER et
al., 2016), a mancha foliar, causada por Pestalotiopsis spp. (LAZAROTTO et al., 2014a), a
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podridao de raizes (LAZAROTTO et al., 2014b) e a murcha vascular (ROLIM, 2019) ambas
causadas por Fusarium spp. As duas primeiras doengas sdo as mais comuns nos plantios no sul
do Brasil e afetam plantas desde a fase de mudas até a em franca producéo.

Problemas fitossanitarios sdo comuns em monocultivos agricolas e florestais e séo
favorecidos ou minimizado por préticas culturais, assim como condig¢fes climaticas (ASSIS,
2006). Fungos causadores de manchas foliares, em especial, podem causar sérios danos ao
hospedeiro, como a reducdo da area fotossintética, desfolha prematura, restricdo do
desenvolvimento dos frutos e até morte da planta (FERREIRA, 1989).

O uso de produtos quimicos e os problemas causados, como a contaminagao do meio
ambiente e da prdpria sociedade, vem desencadeando a busca por métodos de controle que
tenham um impacto ambiental reduzido (KNAAK; FIUZA, 2010). Nesse contexto, o controle
de patdgenos, através de compostos secundarios presentes no extrato bruto ou em dleo essencial
(OE) de plantas medicinais e de espécies florestais, vém constituindo-se como potencial forma
de controle de doencas em plantas (COSTA et al., 2011; BRESSAN et al., 2018). Numerosas
pesquisas tém provado a eficacia de extratos e 6leos essenciais de plantas no controle de fungos
patogénicos, inibindo parcial ou totalmente o desenvolvimento in vitro (PINHEIRO, 2014;
SOUZA et al., 2018).

Dentre os 6leos essenciais utilizados no controle de fitopatégenos, destacam-se 0s 6leos
produzidos por espécies das familias Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Myrtaceae, Oleaceae,
Rosaceae e Lamiaceae, dentre outras. As lamiaceas sdo conhecidas por apresentarem atividade
biologica (SIMOES; SPITZER, 2004), e alguns géneros dentro desta familia destacam-se pela
alta rentabilidade apresentada quanto aos 6leos essenciais. Ocimum gratissimum L. (alfavaca-
cravo) e Hesperozygis ringens (Benth.) E. (espanta-pulga), sdo duas espécies da familia
Lamiaceae, cujos OEs vém apresentando boa atividade antimicrobiana antiparasitaria e
rendimento satisfatérios quando comparadas com outras espécies produtoras de OEs
(OLIVEIRA et al., 2016; PINHEIRO, 2014).

Acredita-se que a atividade antimicrobiana apresentada por muitos 0leos essenciais é
resultado da capacidade dos componentes presentes nos OEs de romper e degradar a parede e
membrana celular (ISMAN; MACHIAL, 2006). Avaliando em microscopio eletrdnico de
varredura estruturas de Phakopsora pachyrhizi, fungo responsavel por ocasionar a ferrugem
asiatica na soja (Glicine max) submetidas a diferentes 6leos essenciais (dentre eles Thymus
vulgaris — Lamiaceae), Medice et al. (2007) constataram que as plantas com menor incidéncia

da doenca eram as que apresentaram uredosporos com alteracgdes estruturais.
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Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiflngica dos 6leos
essenciais de Ocimum gratissimum e Hesperozygis ringens nas caracteristicas morfoldgicas de

Cladosporium spp. e Pestalotiopsis spp.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carya illinoinensis (WANGENH.) K. KOCH

A nogueira-pecd (Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch) é uma espécie florestal
pertencente a familia das Juglandaceas. E originaria da América do Norte, distribuindo-se
naturalmente por uma faixa de terra que se estende desde o nordeste do México até o estado
Norte-Americano de Illinois, passando pela bacia hidrogréafica do rio Mississipi. A nogueira-
peca, é, assim como as outras cinquenta espécies da familia Juglandaceae, um dos principais
componentes do ecossistema das florestas deciduas do leste da América do Norte, sendo
utilizada a milhares de anos por animais selvagens e humanos como fonte de alimento.
(REYES-VAZQUEZ, et al., 2016). E uma espécie de grande porte, podendo atingir até 60
metros de altura, 40 de didmetro de copa, circunferéncia de tronco de 2 metros (GILMAN;
WATSON, 1993), decidua, com folhas grandes, de até 50 cm, possuindo numerosos foliolos
(FRONZA; HAMMAN, 2016).

O consumo de nozes tem aumentado anualmente devido a rica composicao nutricional
das mesmas, que proporcionam muitos beneficios a salde humana quando ingeridas. A
presenca de macro e micronutrientes que estdo relacionados a prevencdo de doencas como 0
Alzheimer, Parkinson, e alguns tipos de cancer, aumentou o interesse pelas améndoas
(VILLARREAL-LOZOYA et al., 2007). Além disso, as améndoas sdo ricas em vitaminas,
proteinas, dmega 3 e 6, que auxiliam na prevencao de doencas do cora¢do e diante da demanda,
muitos agricultores passaram a cultivar a planta em suas propriedades.

Segundo Martins et al. (2018), nos ultimos quinze anos a producdo mundial de frutos
secos praticamente dobrou, passando de cerca de 2000000 mil toneladas em 2004 para 4000000
em 2018. Ainda segundo o autor, quando se analisa 0 incremento na producdo é possivel
constatar que a noz-pecd ficou em 4° lugar em termos de incremento de percentual de producéo
dentre todos os frutos secos, com 74%, um valor bem expressivo, embora relativamente inferior
ao constatado para sua parente proxima, a noz-europeia (Juglans regia), com 142%.

Apesar de no Brasil os plantios estarem destinado a produgdo de nozes, Gatto et al.

(2008) afirmam que outras possibilidades podem ser dadas aos espécimes, ja que estudos
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comprovaram maleabilidade elevada da madeira da nogueira-peca. Ainda segundo os autores,
amaleabilidade elevada é ideal para a fabricacdo de mdveis vergados, o que pode agregar maior

valor comercial a espécie.

2.2 MANCHAS FOLIARES

As folhas sdo, na maioria dos organismos fotossintetizantes, responsaveis pelo processo
fotossintético, essencial a vida. Neste sentido, a ocorréncia de manchas foliares interferem
diretamente no processo fotossintético e indiretamente afetam o desenvolvimento e o processo
reprodutivo das plantas, pois podem desencadear desfolhamento precoce e comprometimento
de 6rgaos florais e frutos, que acabam sendo abortados pela falta de glicose originada do
processo fotossintético deficitario (BENDENDO, 2011).

As manchas foliares sdo as doencas de plantas mais prevalentes e podem ser causadas
por uma série de patogenos (HORST, 2013). As ocasionadas por fungos vém causando
prejuizos em espécies agricolas e florestais a centenas de anos. Muitas dessas doencas,
ocasionalmente levaram ao colapso ndo sé de plantacfes, mas também da sociedade que delas
dependia. Algumas epidemias tornaram-se famosas, como a catastrofe de Bengala, causada por
Cochliobolus miyabeanus, que causou danos de 90% na producéo de arroz, desencadeando a
morte de milhdes de pessoas pela fome. No Brasil, a outrora promissora industria da exploracao
do latex da seringueira (Hevea brasiliense) na regido amazonica entrou em colapso quando
Microcyclus ulei passou a acometer os plantios no inicio do seculo XX (BENDENDO, 2011).

Além deste patdgeno, outros também acometem a cultura da seringueira, como
Thanatephorus cucumeris, conhecido por ocasionar a mancha areolada (BASSETO et al.,
2019), Colletotrichum spp., responsavel pela antracnose (GONCALVES et al.,, 2017)
eAlternaria spp., responsavel pela mancha-de-alternaria (MOREIRA et al., 2017),
demonstrando uma ampla diversidade de géneros fingicos como causadores de danos ndo s6
em culturas agricolas como também florestais.

Outras culturas florestais também sdo atingidas por manchas foliares, como a cultura
do acaizeiro, a qual tem-se relatado Exserohilum rostratum (anamorfo de Setosphaeria
rostrata) causando manchas foliares no Brasil (Poltronieri et al., 2008), e eucalipto, acometida
pela mancha de cylindrocladium, a mancha de coniella a mancha de Mycosphaerella e a

mancha de Pestalotiopsis como doengas importantes (ALFENAS et al. 2009).
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2.3 0 GENERO Cladosporium

Cladosporium spp. € um dos mais heterogéneos géneros flngicos que se conhece,
abrangendo mais de 770 espécies (DUGAN et al 2004). A alta diversidade deste grupo de
organismos ¢é atribuida ndo sé a elevada capacidade de adaptacdo do género (podendo habitar
0 solo, ser patégeno de humanos, parasitas de plantas, etc.) mas também, porque até
recentemente, qualquer fungo hifomiceto dematiaceo cujos conidios sdo formados em cadeias
acropetais, era alocado dentro do género, representando um obstaculo para estudos de muitas
espécies (BENSCH et al, 2012). Esta classificacdo confusa ainda pode ser observada em outros
géneros dentro da familia mycosphaerellaceae, como Cercospora, por exemplo, devido a
ambiguidade de caracteristicas morfologicas (FERREIRA et al., 2019).

Cladosporium spp. € comumente encontrado causando doencas em quase todos 0s tipos
de plantas, sejam elas gramineas ou plantas de porte arbéreo (BENSCH et al., 2012). Como
causadores de manchas foliares, as espécies de Cladosporium séo conhecidas por ocasionar
danos. Como exemplos, pode-se citar Cladosporium tenuissimum como patogeno de folhas de
mamona (Ricinus communis) (LIU et al., 2019) e alfafa (Medicago sativa) (HAN, et al., 2019).
C. cladosporioides foi relatado como patogeno em folhas de mamoeiro (Carica papaya)
(CHEN et al. 2009), enquanto que C. sphaerospermum foi associado a danos em folhas de aloe
vera (Aloe vera) (AVASTHI et al., 2016).

No cultivo da nogueira-pecd, em escala mundial, Cladosporium spp. configura-se como
0 principal patégeno que acomete os pomares. C. caryigenum (sin. Fusicladium effusum)
recentemente renomeado para Venturia effusa é a espécie mais difundida sobre as regides
produtoras da América do Norte e sul da Africa, onde causa danos em folhas, flores ramos e
frutos. O patdgeno também foi identificado na Argentina (MANTZ, et al. 2009), embora
naquele pais sua presenca nunca foi comprovada efetivamente, ja que os autores consideraram
apenas as caracteristicas morfoldgicas. Na regido sul do Brasil, pelo menos trés espécies foram
identificadas ocasionando danos aos cultivos de nogueira-pecé: Cladosporium cladosporioides,
C. pseudocladosporioides e C. subuliforme (WALKER et al., 2016).

A maioria das espécies do género Cladosporium apresenta em meio de cultivo coloracao
acastanhada ou olivacea, esporulacdo abundante e crescimento micelial lento (BENSCH et al.,
2012), quando comparado com outros géneros. Além disso, Cladosporium spp. é caracterizado
por conidi6foros altos e escuros, muitas vezes ramificado perto do apice de onde saem 0s
conidios ovoides de tonalidades negras a olivaceas (Figura 1) (BARNETT; HUNTER, 1998).
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Figura 1 - Caracteristicas de Cladosporium spp.

Onde: a: Aspecto geral de uma col6nia de Cladosporium sp. em meio de cultivo BDA visto ao microscépio
estereoscopico. b: Aspecto geral de hifas modificadas em microscépio 6tico (40x) com conidiéforos indicados
pelas setas. ¢ e d: Detalhe das estruturas reprodutivas de uma coldnia com presenca de esporo em forma de
garrafa (ramoconidio secundario - ) e ovoides (d).

Fonte: o autor.

2.4 O GENERO Pestalotiopsis

O género Pestalotiopsis (sin. Pestalotia) compreende espécies fungicas com conidios
multi-septados, fusiformes, com apéndices em uma ou ambas as extremidades e com células
melanizadas (Figura 2-¢c) (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014). Desde sua criagdo em
1949, o género ¢ fonte de intenso estudo filogenético, e muitos taxonomistas vém tentando
separar as espéecies por tamanho, namero de septos, pigmentacdo do conidio e auséncia ou
presenca de apéndices. Maharachchikumbura et al. (2012), por exemplo, testaram 10 regides
génicas aliadas a caracteres morfoldgicos e ainda obtiveram resultados variados para alguns
espécimes. Recentemente, uma revisdo sobre o género foi apresentada por
Maharachchikumbura et al., (2014), que através de caracteristica morfolégicas e moleculares
propuseram a divisdo do género em trés (Neopestalotiopsis, Pestalotiopsis e
Pseudopestalotiopsis). Neste sentido, Pestalotiopsis clavispora por exemplo, foi realocado em
Neopestalotiopsis, enquanto que P. cocculi permaneceu em Pestalotiopsis.
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Apesar de divergéncias entre muitos pesquisadores a respeito da classificacdo de
espécies ou da divisdo do género, Pestalotiopsis spp. € conhecido por causarem manchas
foliares (ZHANG et al., 2012), embora outras doencas ja tenham sido associadas a diferentes
espécies do género, como cancro (BORRERO et al., 2018) e podriddo de raizes (OBREGON
et al., 2018).

Como patoégeno foliar, Pestalotiopsis spp. € conhecido por causar danos em muitas
espécies arboreas, como alfeneiro (Ligustrum lucidum) (CHEN et al., 2019), macadamieira
(Macadamia integrifolia) (SANTOS et al., 2019), macieira (Malus domestica) (SUN; CAO,
1990), mirtileiro (Vaccinium myrtillus) (LUAN et al., 2008), goiabeira (Psidium guajava)
(KEITH et al., 2006), mangueira (Mangifera indica) (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2014), dentre outras. No cultivo da nogueira-pecd, espécies do género foram identificadas
como agentes patogénicos no Brasil por Lazarotto et al., (2014a). Dentre os sintomas relatados
pelos autores, destacam-se por bordas irregulares, com coloracdo marrom-clara e com

pontuacdes escuras (acérvulos).

Figura 2 - Aspecto morfoldgico de Pestalotiopsis spp.

Onde: a: aspecto geral de uma coldnia de Pestalotiopsis sp. em meio de cultivo BDA visto ao microscépio
estereoscopico, com presenca de acérvulos em meio ao micélio (seta). b: detalhe dos acérvulos em microscopio
estereoscopico. c: conidios de Pestalotiopsis sp. em vistos ao microscopio (40x).

Fonte: o autor
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2.5 OLEOS ESSENCIAIS

Os vegetais produzem grandes quantidades de compostos organicos que podem ser
divididos em dois grupos: os metabolitos primarios e os metabolitos secundérios. Os
metabdlitos priméarios sdo sintetizados por reacGes quimicas intracelulares que utilizam
clorofila, carboidratos, lipidios, proteinas e &cidos nucleicos, por exemplo, para a fotossintese,
fonte de energia, transporte de solutos além do controle e transmissdo genética das células.
Esses processos sdo essenciais a vida, por isso tém distribuicdo universal pelo reino vegetal.
Por sua vez, substancias que ndo tém funcéo direta no desenvolvimento dos vegetais (por serem
produzidas por um namero restrito de plantas) sdo denominados metabdlitos secundarios
(TAIZ; ZIEGLER; MASSIMO, 2017).

Os oOleos essenciais (OEs), também chamados de Oleos volateis, 0leos etéreos ou
esséncias sdo sintetizados exclusivamente pelos vegetais. Sd0 compostos formados por uma
mistura heterogénea de substancias (com restritas excecdes), de baixo peso molecular. Os OEs
sdo oriundos do metabolismo secundario, podendo estar presentes em qualquer parte de um
vegetal, ou em locais especificos, como na superficie das folhas, em tricomas glandulares, em
células parenquimaticas ou em 6rgaos no interior de tecidos vegetais, como canais oleiferos ou
bolsas lisigenas. S&o caracterizados pela coloracdo que varia de transparente a amarela (com
poucas excecdes), aromaticos e com solubilidade apenas em solventes organicos, como éteres
por exemplo (NAZZARO et al., 2013)

Na natureza, 0s vegetais estdo expostos a uma vasta gama de inimigos potenciais, como
bactérias, fungos, nematoides, insetos e outros animais herbivoros, além de estresses abidticos.
Conforme Taiz, Ziegler e Massimo (2017), diferentemente de outros organismos, 0s vegetais
ndo conseguem deslocar-se para outros locais evitando tais inimigos, por isso, desenvolveram
outros mecanismos de protecdo). Além disso, segundo 0s mesmos autores, muitas plantas
superiores (Magnoliophytas) desenvolveram técnicas elaboradas para sobrevivéncia e
perpetuacdo de suas espécies, e tém os OES como um importante constituinte desse processo.
Segundo alguns pesquisadores, muitas espécies de plantas utilizam OEs e outros componentes
em seu ecossistema de maneira sinérgica. Varias pesquisas tém demonstrado distintas funcées
ecoldgicas dos OEs, como atracdo de polinizadores, protecdo contra temperaturas elevadas,

dentre outras.
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2.5.1 Espécies produtoras de 6leos essenciais

Os OEs podem ser encontrados em cerca de cinquenta familias botanicas, sobretudo em
dicotiledoneas como Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Oleaceae,
Rosaceae e Rutaceae, e, em muitas dessas, com atividades bioldgicas conhecidas. Entretanto,
devido a heterogeneidade dos compostos presente em cada planta e a influéncia de fatores
externos e fenotipicos na composicdo do OE, na maioria das vezes ndo se tém uma
caracterizacdo especifica da acdo do Oleo essencial frente a fungos fitopatogénicos
(BRUNETON, 2001; FIGUEIREDO et al., 2008; SIMOES; SPITZER, 2004).

As lamidceas compreendem um conjunto de aproximadamente, 200 géneros e 3200
espécies de distribuicdo global, apresentam importantes compostos biossintetizados pelo
metabolismo secundério, dentre os quais estdo 0leos essenciais, que s&o muito empregados em
aromaterapia (LIMA; CARDOSO, 2007).

2.5.1.1 Ocimum gratissimum

Ocimum gratissimum, conhecida como alfavaca-cravo, é uma espécie herbacea da
familia das Lamiaceas (Figura 3) de origem ainda incerta, mas difundida globalmente. Muitos
estudos descrevem a origem da espécie como sendo na Africa (PINO; ROSADO; FUENTES,
1996), enquanto outros descrevem o centro de origem pertencente a Asia. Apesar da imprecisdo
guanto sua area de ocorréncia natural, suas propriedades sdo conhecidas na medicina tradicional
em muitos locais do mundo, com propriedades analgésicas (DUBEY et al., 2000),
antimicrobianas (KEITA et al., 2000), antifingicas (ADEBOLU; OLADIMEJI, 2005), dentre
muitas outras. Além disso, esta espécie, assim como outras do género Ocimum, é uma
importante fonte de Eugenol para a industria de perfumaria e cosméticos.

Quanto as caracteristicas botanicas os estudos sdo escassos, entretanto, Albuquerque e
Andrade (1998) caracterizam a espécie como sendo uma herbacea de 2,5m de altura, com ramos
abertos, ramificados, apresentando folhas pequenas, ovaladas e elipticas. Os autores ainda
destacam a inflorescéncia robusta apresentada pela espécie e que quando analisadas apresentam

altos teores de 6leos essenciais.
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Figura 3 - Aspecto geral da planta de alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum)

Fonte: Sheila Gregory, Royal Botanic Gardens Kew.

2.5.1.2 Hesperozygis ringens

Hesperozygis ringens (Benth.) E. é uma erva aromatica (Figura 4) da familia Lamiaceae,
endémica do Bioma Pampa, ocorrendo esparsamente associada a areas de afloramento rochoso,
no estado do Rio Grande do Sul. Conhecida popularmente como espanta-pulga, a espécie é
utilizada como inseticida natural. E fonte de poucos estudos, concentrados principalmente sobre
a composicdo e potencialidades de seu 6leo essencial (PINHEIRO, 2014). Devido a area de
ocorréncia restrita ao bioma pampa e a predacéo, principalmente pelo gado a espécie entrou na
lista vermelha da IUCN (Union for Conservation of Nature), com status de ameacada de
extincdo. Além disso, a espécie encontra-se em status de vulneravel nas listas da portaria
443/2014 do Ministério do Meio Ambiente e 52109/2014 da SEMA-RS (Secretaria do Meio
Ambiente e Infraestrutura).

Fracaro e Echeverrriagay (2006), descreveram as caracteristicas botanicas da espécie,
que se caracteriza como um arbusto lenhoso, de até 50 cm de altura, ramificado, com folhas
ovado robdides de tamanho pequeno. Suas flores provém de inflorescéncias em forma de
espigas terminais, cujos calices tem coloracdo esverdeada e a corola violetacea.
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Estudando o 6leo essencial da espécie, Von Poser et al. (1996), e Pinheiro (2014),
encontraram como constituinte majoritario a Pulegona. Além disso, 0s autores comprovaram
atividade alelopética e antifingica, respectivamente. Ribeiro et al. (2010), indicaram que o OE
da espécie apresenta potencial larvicida e afeta a producdo de ovos de parasitas de bovinos.

Rentemente Rosa et al. (2019), relataram resultados interessantes de extratos
de Hesperozygis ringens no controle da proliferacdo de bactérias patogénicas de peixes

in vitro e também in vivo.

Figura 4 - Aspecto geral da planta de espanta-pulga (Hesperozygis ringens)
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Fonte: Sérgio Bordignon, Flora digital RS.

2.5.2 Oleos essenciais no controle de fungos patogénicos

Os dleos essenciais (OEs) de espécies vegetais tém sido utilizados para a constitui¢do
de uma grande gama de produtos, devido no geral a suas facil obtencdo e grande quantidade de
compostos Uteis ao homem. Estes produtos tém destaque nas industrias de perfumaria,
alimentos e também de produtos farmacéuticos. Os OEs, esséncias ou 0leos volateis etéreos,
como também sdo conhecidos, tém fungdes que sdo de suma importancia para a sobrevivéncia
de certos tipos das plantas, dentre elas inibir a germinacdo de agentes infecciosos, proteger
contra predadores, evitar a perda acentuada de agua, protecdo contra temperaturas elevadas e
atracdo de polinizadores (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; SIMOES; SPITZER, 2004;
BRUNETON, 1991).
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Estes Oleos essenciais sdo substancias secundarias, produzidas por um nimero restrito
de plantas e caracterizam-se por estarem presentes em diversas partes vegetais, tais como
folhas, sementes, frutos, flores, galhos, lenho, dentre outras partes. Entretanto, apenas uns
nameros restritos de familias tém demonstrado propriedades bioldgicas, atuando na interacdo
planta-inseto e planta-planta, bem como na defesa de agentes infecciosos como fungos e
bactérias (SANTURIO, 2007; SINGH; PRASAD; SINHA, 1993.)

Diversos estudos tém demonstrado a capacidade de inibicdo total ou reducdo do
desenvolvimento de patdgenos, sendo que os resultados obtidos sdo muitas vezes superiores
aos obtidos fungicidas de uso comum (CARTA et al., 1996). Estes resultados provavelmente
se devem ao fato de que 0s Gleos essenciais formam o grupo de compostos com maior nimero
de substancias biologicamente ativas (DI STASI, 1996).

Medice et al. (2007), encontraram resultados de até 100% de inibicdo da germinacdo in
vitro de esporos do fungo causador da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) em soja
(Glycine max) quando submetidos ao 6leo essencial de algumas espécies de plantas. Os autores
ainda constataram 62% menos incidéncia da doenca em folhas submetidas a estes tratamentos.
Quando analisaram as estruturas fangicas, os autores observaram uma influéncia direta dos
Oleos sobre as estruturas do patdgeno, como no tamanho e na turgidez dos esporos aléem da
degradacéo das hifas.

Santos et al. (2010), por sua vez, encontraram importantes taxas de reducdo do
crescimento de trés espécies fungicas de grande importancia econdémica, quando submetidas a
OEs de Schinus terebinthifolius e Schinus molle, sendo que para alguns, doses de diluicdo de
1:10 de 6leo foi letal, causando a morte do patégeno.

Costa et al. (2011) obtiveram resultados relevantes quando submeteram fungos de
grande importancia econémica, como Rhizoctonia sp., Fusarium spp. e Macrophomina sp., a
aplicacdo de 6leo essencial de Syzygium aromaticum (cravo-da-india), em testes in vitro. Dentre
os resultados obtidos, os autores destacaram a desorganizacao celular, diminuicdo da turgidez

da parede celular, e grande fragmentacao de hifas.

2.6 ARMAZENAGEM DE OLEOS ESSENCIAIS

Os bleos essenciais estdo se tornando cada vez mais uma alternativa ao uso de produtos
quimicos, como pesticidas e fungicidas por exemplo (SATISH et al., 2007). Além disso, vem
recebendo grande interesse por parte de empresas de perfumaria, cuidados pessoais e

farmacéuticas, para confeccdo dos mais diferentes produtos. Entretanto, por serem no geral
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misturas muito complexas, de alta volatilidade, os OEs podem rapidamente perder suas
propriedades, o que pode comprometer a eficacia dos resultados e a seguranga em processos de
aromaterapia por exemplo.

O processo de oxidacédo € o principal degradador do OE e ndo pode ser revertido. Este
processo ocorre principalmente em uma substancia pela exposicdo ao oxigénio, temperaturas
de secagem de material vegetal (Queiroz et al., 2018), temperaturas de armazenamento (Seify
et al., 2018) e luminosidade (Misharina et al., 2003), além do método de armazenamento que
tém se mostrado um fator influente na alteracdo de constituintes e suas propriedades dentro de
cada OE (Ebadi et al., 2017). Por este motivo, ap6s a obtencdo do OE, 0 mesmo deve ser
armazenado em material inerte, em ambientes escuros e de baixa temperatura, a fim de se
diminuir a velocidade do processo de oxidacdo (Bukle, 2014). Alem disso, 0s constituintes
presentes no OE também influenciam na velocidade do processo de oxidagdo, pois possuem

maior ou menor facilidade de degradacao de suas cadeias de moléculas (Misharina et al., 2003).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 FUNGOS UTILIZADOS E LOCAL DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia Dr2. Elocy Minussi
do Departamento de Defesa Fitossanitaria e no Laboratdrio de Extrativos Vegetais do
Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de Santa Maria. Os patdgenos
fungicos utilizados no presente estudo (Cladosporium spp. e Pestalotiopsis spp.) foram obtidos
da colecdo de culturas da micoteca do Laboratorio de Fitopatologia, sendo estes, isolados de
folhas de Carya illinoinensis por Walker et al., (2016) e Lazarotto (2013), respectivamente, e
atualmente encontram-se depositados no banco de dados de sequéncias de nucleotideos
(GenBank) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) dos Estados Unidos. Na
Tabela 1 é possivel visualizar mais informacdes sobre os isolados patogénicos

Os isolados foram coletados em pomares no estado do Rio Grande do Sul, sendo as
cidades de Uruguaiana (9RS), Santa Maria (13/12RS) e Cachoeira do Sul (16/2RS).
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Tabela 1 - Codigo do isolado, espécie fungica, nome da doenca, codificagdo Genbank e
autor/referéncia dos isolados utilizados neste trabalho

Cddigo Espécie Nome da doenca Codigo GenBank Autor
. - Mancha de
9RS Cladosporium cladosporioides . KT991543 Walker, 2016
Cladosporium
16/2RS  Cladosporium subuliforme Manchia de KT995114  Walker, 2016
Cladosporium
13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides Mancha (.je KT991563 Walker, 2016
Cladosporium
P10 Pestalotiopsis clavispora Manch_a de_ KC837104 Lazarotto, 2013
Pestalotiopsis
P11 Pestalotiopsis cocculli Manch_a de_ KC837105 Lazarotto, 2013
Pestalotiopsis

Fonte: o autor

3.2 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os 0Oleos essenciais (OEs) de Ocimum gratissimum e Hesperozygis ringens foram
obtidos do Laboratdrio de Extrativos Vegetais, onde encontravam-se armazenados em vidro
ambar e acomodados em freezer a -4°C. Ambos OEs séo provenientes de folhas, sendo o local
de coleta do material vegetal de Ocimum gratissimum a cidade de Santa Maria, RS (SUTILLI,
2016) e do segundo, S&o Francisco de Assis, RS (Pinheiro, 2014). O processo de extracdo dos
6leos contidos nas folhas foi realizado anteriormente, por método de hidrodestilacédo utilizando

Clevenger (KOC et al., 2013) pelos autores anteriormente citados.

3.3 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os constituintes presentes na composicdo quimica dos OEs foram identificados por
meio do cromatégrafo gasoso Agilent 7890A acoplado a espectrometro de massas (CG-EM)
Agilent 5975C. A coluna capilar utilizada foi HP5-MS (Hewlett Packard, 5%
fenilmetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm, espessura do filme: 0,25 um), e a energia de ionizacao
utilizada no espectrometro de massas foi de 70 eV. O procedimento para identificacdo dos
constituintes dos OEs ocorreu por comparacdo dos indices de retengdo, determinados pela

utilizacdo de uma curva de calibracdo de n-alcanos injetados nas condigdes mencionadas
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anteriormente e o banco de dados do National Institute of Standards and Technology (NIST)

por meio do website: https://webbook.nist.gov/chemistry/.

3.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para a atividade antifingica, os propagulos fungicos (Cladosporium spp. e
Pestalotiopsis spp.) foram repicados para meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) e
mantidos em camara de incubacdo BOD (25 + 2°C, 12 h fotoperiodo) por sete dias. Em camara
de fluxo laminar, aliquotas dos OEs (previamente diluidas em etanol na proporcéo de 1:1) foram
incorporadas ao meio de cultura ainda fundente, e vertidos em placas de Petri de 70 mm. Para
0 experimento, cinco concentragdes foram utilizadas (0,25, 0,50, 0,75, 1,00 e 1,25 uL mL™).
Como tratamento negativo (tratamento controle), utilizou-se placas contendo apenas BDA
acrescidas de 1,25 pL mL de etanol, e o controle positivo foi composto por fungicida comercial
Propiconazole®, na mesma concentracdo (1,25 uL mL™). Apds a solidificacio do meio de
cultura, discos de 7 mm de didmetro obtidos das col6nias puras foram depositados no centro
das placas. Para cada tratamento, foram feitas cinco repeticbes. As placas foram entdo
incubadas em BOD (25 2°C, 12 h fotoperiodo).

3.4.1 Avaliacdo do crescimento micelial

O efeito dos 0leos essenciais no crescimento micelial dos isolados fangicos foi avaliado
por meio de medicdes diarias do didametro das col6nias em dois sentidos opostos com auxilio
de um paquimetro digital, obtendo-se uma média para cada repeticdo. Para Pestalotiopsis spp.,
as medicdes foram realizadas até o sétimo dia, quando o crescimento do tratamento sem OE
preenchia a placa. Para Cladosporium spp. o final do experimento deu-se aos 16 dias, devido
ao crescimento mais lento desse fungo.

Com a média dos resultados obtidos determinou-se o crescimento final, a taxa de
crescimento micelial diaria (TCM) foi calculada utilizando a férmula de Nascimento et al.
(2013):

(TCM ==5)

Onde: Dn: Diametro final da col6nia; n: nimero de dia de incubacéo.


https://webbook.nist.gov/chemistry/
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O percentual de inibicdo do crescimento micelial (ICM) foi calculado através da formula
proposta por Rolim et al. (2019 a):

[(CT — Ct) * 100]
CT

ICM (%) =

Onde: CT: crescimento testemunha; Ct: crescimento tratamento.

3.4.2 Formacéo e caracterizacao de esporos

A atuacdo dos 6leos na capacidade de formacdo dos esporos pelas coldnias fangicas foi
avaliada para cada concentracdo descrita no item 3.4. Para isso, as colonias permaneceram em
BOD (25+ 2°C, fotoperiodo 12h) até completarem um periodo de dez dias no caso de
Pestalotiopsis spp. (LAZAROTTO, 2013), e dezesseis dias para Cladosporium spp. Para a
avaliagdo, quatro placas foram escolhidas aleatoriamente de cada tratamento. Acrescentou-se
10 ml de agua destilada a cada placa escolhida e, na sequéncia, a raspagem da superficie foi
feita com uma alca de Drigalski. A suspenséo foi filtrada com camada dupla de gaze para um
béquer. Foram acrescentadas duas gotas de Tween 80® na solu¢do aquosa, na sequéncia,
colocada para agitagdo no vortex por 1 min. As concentracdes de esporos (esporos. mL™)
presentes em cada suspensdo foram determinadas com o auxilio da cdmara de Neubauer. Para
a caracterizacdo, cinquenta esporos foram escolhidos aleatoriamente. As dimensbes foram

tomadas com micrémetro acoplado a um microscopio, na magnitude de 40x.

3.4.3 Viabilidade fangica

A viabilidade fungica foi avaliada conforme a metodologia descrita por Costa et al.
(2011). O efeito fungistatico ou fungicida do 6leo essencial sobre o desenvolvimento dos fungos
foi avaliado a partir da transferéncia dos discos contendo os micélios tratados nos testes de
crescimento micelial (item 3.4) respectivamente para placas de Petri contendo apenas meio
BDA. Os tratamentos em que houve desenvolvimento fingico no teste de crescimento micelial
(item 3.4) tiveram duas repeticdes escolhidas ao acaso para a retirada de discos (7 mm), sendo
retirados trés discos de cada placa, totalizando seis repeticdes cada. Os discos foram feitos a
aproximadamente, um mesmo raio do centro da placa para a retirada de micélio com uma

mesma idade aproximada. Nos tratamentos com OE em que ndo houve o crescimento do
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miceélio fangico retirou-se o disco depositado anteriormente, transferindo-os na sequéncia para

placas contendo apenas meio de cultura BDA.

3.5 COMPARACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA APRESENTADA PELOS OLEOS
ESSENCIAIS

Para tentar elucidar os resultados apresentados por cada um dos isolados fungicos, as
variaveis diametro final da colénia, esporulacdo e dimensdo de conidios foram selecionadas e

0s OEs comparados entre si e com o tratamento controle.

3.6 COLORACAO DAS COLONIAS E MODO DE ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A avaliacdo da coloragdo das colonias fungicas deu-se pela comparacdo das cores
apresentadas pelo micélio aéreo de cada placa e sua semelhanga com as cores presentes na
escala de cores Munsell (2009). A avaliacdo da coloragéo dos isolados foi realizada ao final da
avaliacdo do crescimento micelial, aos 7 e 16 dias de incubacdo, para Pestalotiopsis e

Cladosporium spp. respectivamente.

3.7 CARACTERIZACAO DE ESPOROS POR MICROSCOPIA DE VARREDURA

Para a observacao de estruturas em microscopio eletrénico de varredura, as amostras
foram preparadas conforme descrito no item 3.4 e posteriormente, levadas ao Laboratério de
Processos Ambientais do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria (LAPAM/UFSM). Fragmentos de micélio fangicos foram retirados das colénias e
depositados sobre suporte de aluminio “stub”, sendo em seguida metalizados com ouro usando
uma corrente de 20 mA por 90 segundos, e secados por 72h em dessecador. Por fim, as amostras
foram visualizadas usando um microscopio eletrénico de varredura (MEV) (Tescan, VEGA-
3G, Republica Tcheca) acoplado com um detector de elétrons secundarios (SE).

Para as imagens em MEV, foi selecionado um isolado de cada género e colbnias
submetidas a duas concentragdes do OE de O. gratissimum (0,50 e 1,25 pL. mL™) além do
tratamento controle (concentracao 0,00).

Nos tratamentos em que houve auséncia de crescimento na concentracdo de 1,25 pL.
mL?, um fragmento do disco depositado sobre 0 meio BDA deste tratamento foi retirado e

depositado sobre suporte de aluminio.
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3.8 RESUMO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Na figura a seguir (Figura 5) é possivel visualizar o processo de avaliacdo da atividade
antiflngica (1), afericéo da esporulacéo e dimenséo de conidios (2) e visualizacéo de estruturas

fungicas em microscdpio eletrénico de varredura (3).

Figura 5 - Resumo das atividades desenvolvidas nesta dissertacéo
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os tratamentos em que ndo houve o desenvolvimento fungico foram retirados da
andlise estatistica devido a auséncia de variancia. Na sequéncia, para cada OE (O. gratissimum
e H. ringens) O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema bifatorial (concentracbes de OEs x espécies de cada género), com cinco repetices
para cada tratamento, cada repeticdo foi composta por uma placa.

Os dados foram analisados por meio do software estatistico SISVAR (FERREIRA,
2009). Foram realizadas analises de variancia e, quando o valor de F foi significativo, as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Além disso, a
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escolha deu-se através do teste de modelos linear, quadratico e cubico, sendo selecionado o
modelo significativo de maior ordem para explicar os resultados. Ao final do processo, os OEs
foram comparados por meio das varidveis didmetro final da coldnia, esporulacéo e tamanho de

conidios.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A anélise da composicdo quimica do OE de Ocimum gratissimum, realizada através de
cromatografia gasosa permitiu identificar 15 constituintes que representaram 99,85% da
composicao total (Tabela 2). Os compostos detectados em maior propor¢do foram Eugenol
(86,84%), Trans-B-Ocimeno 6,39% Germacreno D (2,16%), Cariofileno (0,82%) e Limoneno
(0,81%).

Os resultados obtidos no presente trabalho diferem dos observados por Oliveira et al.
(2016) e Mohr et al. (2016), que estudando a espécie, obtiveram um percentual de Eugenol em
uma proporc¢éo de 51,84% e 7,24% respectivamente. No estudo feito por Oliveira et al. (2016),
0 composto majoritario foi o Linalool (32,95%) sendo Eucaliptol (21,91%) e Céanfora (11,97%)
também presentes em grande quantidade. O Eucaliptol também foi identificado no OE extraido
de folhas de O. gratissimum por Mohr et al. (2016), sendo o segundo constituinte em maior
porcentagem relativa (23,81%), B-Seleneno com 8,88% e B-Cariofileno 5,31% também eram
constituintes com grande porcentagem no OE analisado pelos autores. Ainda com relacdo ao
OE de O. gratissimum, Charles et al. (2016), encontraram como constituintes principais 0s
compostos y-Terpineno (17,21%), (E) -9-octadecenoico &cido (11,85%) e Acido oleico
(10,21%), sendo que o Eugenol ndo estava presente na fracdo analisada.

E importante ressaltar que muitos fatores podem influenciar na composicao do OE, um
deles ¢ a variabilidade genética entre as populacGes de plantas. Vieira et al. (2001) estudando
populacdes de plantas silvestres de Ocimum spp. encontraram variacdo genética entre
populacdes de uma mesma espécie. Além disso, muitas variacBes genéticas em plantas
produtoras de OEs tendem a serem aproveitadas pelo homem, ja que acabam sendo selecionadas
por muitos anos para diferentes propdsitos. Cita-se O. basilicum, um parente préximo de O.
gratissimum, que apresenta pelo menos quarenta “variedades” descritas. Esta selegdo natural

por aromas de Ocimum spp. buscando espécies de interesse para a culinaria, inddstria de
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cosméticos dentre outras, levou a formagdo de plantas quimiotipos, ou seja, ricas em certos

constituintes (SIMON et al., 1999).

Tabela 2 - Composicdo quimica, indice de Kovats calculado, indice de Kovats

tabelado, e

porcentagem da substancia presente no Oleo essencial de folhas de Ocimum

gratissimum.
Pico tRet  Constituinte IKc IKtab %
1 10,39 B-Tujeno 924 920N 0,117
2 10,65 o-Tujeno 930 936N 0,543
3 11,81  Benzaldeido 959 959N 0,514
4 12,29 Sabineno 970 971N 0,243
5 12,45 B-Pineno 974 g75N 0,412
6 13,03 B-Mirceno 988 ogg N 0,152
7 14,59 Limoneno 1027 1027V 0,81
8 1404  daSB- a0 103N 6.39
Ocimeno
9 15,36 Ocimeno 1046 1046N 0,213
o Tuiano-d-
10 1624 ® “éalno 1068 1069 0,169
11 26,53 Eugenol 1348 1352N 86,83
12 27,28 a-Copaeno 1374 1374N 0,311
13 27,54 (-)-p- 1382 1382" 0,146
’ Bourboneno ’

14 27,67 NI 1386 NI 0,156
15 28,68 Cariofileno 1417 147V 0,822
16 30,62 GermacrenoD 1479 1479N 2,17

Total identificado 99,845

*tRet: Tempo de Retencdo; IKc: indice de retencdo de Kovats calculado; IKtab: indice de retencio de Kovats
referenciado na bibliografia;; N: WebNist, 2019.

Analisando morfologicamente e quimicamente diferentes variedades dentro de O.

gratissimum provenientes de distintos locais da india, Kumar et al. (2019), encontraram

variagdo na composicdo do OE, inclusive dentro de individuos da mesma variedade. Além

disso, outros fatores também sdo apontados como responsaveis por variagdes na composicdo
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de OEs, como luz, disponibilidade de nutrientes, estacdo do ano, parte da planta e horario da
coleta (AMARAL, 2014), que podem explicar a diferente composicdo apresentada pelo OE
detectada neste trabalho quando comparado com dados obtidos na literatura para a mesma
espécie. A influéncia do horéario da coleta na composicdo quimica de O. gratissimum foi
constatada por Mith et al. (2016), onde folhas de um mesmo individuo apresentavam diferentes
porcentagens de um composto conforme o horério de coleta do material vegetal. Na
investigagdo daqueles autores, o Timol foi encontrado como constituinte majoritario em folhas,
seguido de y-Terpineno e p-Cimeno. Segundo o0s autores, o percentual de Timol como composto
presente no OE variou de uma concentragdo minima de 28,30% as 12h 30min até 37,70% as
7h, ou seja, numericamente quase dez pontos percentuais em poucas horas.

Cabe destacar que este OE permaneceu armazenado em freezer a -4°C por um periodo
de quatro anos, o0 que pode ter alterado sua composi¢éo. Sutili (2016), avaliaram a composicéao
do mesmo OE e relataram em seu estudo apenas cinco constituintes: Eugenol, (91,47) Z- B-
Ocimeno (5,93), Germacreno D (1,22), B-Ocimeno e E- B-Ocimeno (0,14%), frente aos
dezesseis picos encontrados nesta nova analise. Algum trabalho vem evidenciando uma maior
suscetibilidade de monoterpenos a oxidacao o que pode explicar em parte a menor porcentagem
apresentada pelo Eugenol quando se compara as analises.

O Eugenol (IUPAC: 4-Alil-2-Metoxifenol), férmula quimica C19H1202, € um composto
volatil e o principal componente ativo extraido do cravo-da-india (Syzygium aromaticum).
Além disso, possui uma infinidade de aplicacdes, como anestésico para peixes (VIDAL et al.,
2008) e atividade antifingica (ARRAS; USAI, 2001). Também, é atraves da oxidacdo do
Eugenol que se obtém a vanilina sintética, principal responsavel pelo aroma e sabor da esséncia
de baunilha, um importante produto utilizado na industria alimenticia mundial (LINARD,
2008).

Para 0 Oleo essencial de Hesperozygis ringens (Tabela 3), a composicdo total dos
constituintes identificados foi de 63,72%, sendo que o constituinte majoritario Pulegona,
representou 54,70%. A Pulegona, (IUPAC: (R)-5-Metil-2-(1-metiletilidina), formula quimica
C10H160, é um composto organico monoterpendico, que pode ser obtido de uma grande
variedade de plantas, sobretudo em géneros da familia Lamiaceae. Este composto, isolado pela
primeira vez do OE de poejo (Mentha pulegium, - por isso 0 nome Pulegona), possui aroma e
sabor refrescante que lembram a menta. Relatos da literatura indicam uma porcentagem maior
de Pulegona como constituinte majoritario variando de 79,2 a 96,63% para H. ringens (SILVA
et al., 2013; VON POSER et al., 1996).
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Ribeiro et al. (2010) também avaliaram a composi¢do quimica do OE de H. ringens e
encontraram percentuais de Pulegona elevados (86%), enquanto o nimero de picos presentes
no OE foi de vinte e cinco. Dolwitsch et al. (2020) por sua vez, quando analisaram a composicao
quimica espécie também encontraram Pulegona como composto majoritario, embora em
quantidade bem menor que os autores anteriormente citados (64,56%) e apenas outros seis
constituintes, que juntos representavam 76% da composicao total.

Rosa et al. (2019), também avaliaram a composicdo quimica de folhas de H. ringens e
encontraram Pulegona em menor quantidade (47%). Outros compostos identificados por Rosa
et al. (2019), também foram identificados neste estudo, como o Espatulenol por exemplo.

Entretanto, outros estudos observaram variacdo entre as porcentagens de Pulegona
conforme a época do ano (Pinheiro, 2014). O autor destaca que as varia¢des nos teores do OE
podem ser explicadas pelo clima da regido, uma vez que as enzimas responsaveis pela formacéo
dos terpendides sdo estimuladas pelos raios ultravioletas.

Quando estudando o mesmo 0leo, pode-se perceber que houve uma degradacéo, ja que
pinheiro identificou todos os constituintes dos onze picos observados. Os constituintes
identificados pelo autor sdo em ordem de abundéncia: Pulegona (95,18), Limoneno (1,28), B-
E-Ocimeno e B-Linalol (0,54), Neoisopulegol (0,31), a-Pineno (0,29), B-Cariofileno (0,27), B-
Pineno (0,25), B-Miraceno (0,24), Sabineno (0,14) e 1-Octen-3-ol (<0,05%). Dos onze
constituintes presentes na analise feita pelo autor, ainda estavam presentes na fracdo analisada
recentemente Pulegona, Limoneno e B-Cariofileno.

Misharina et al., 2003, estudaram a composicdo do OE de manjerona (Majorana
hortensis) durante 12 meses, realizando analise cromatografica de trés em trés meses, de OE
exposto a luminosidade contataram que alguns compostos se degradaram a medida que se
aumentou-se o tempo de armazenamento, desaparecendo apds nove meses, como no caso do o-
folandreno e o a-terpineno. Outros compostos manteram-se praticamente inalterados, como o
4-terpenol, enquanto outros aumentaram sua porcentagem a medida que houve aumento no
tempo de armazenamento, como 0 para-cimeno que atingiu 28% apds um ano.

Ainda estudando espécies do mesmo género, Martini et al. (2011), constataram que a
Pulegona foi o composto majoritario de folhas de H. myrtoides, representando mais de 44% de
toda a composicdo do Oleo essencial. Neste estudo, 0s autores anteriormente citados ainda
destacam outro constituinte presente em grande quantidade, a Isomentona, com 32%.
Estudando a composicdo quimica de vérias espécies de plantas com propriedades medicinais
na Turquia, Baser, Kirimer e Tmem (1998), constataram que mais de quinze espécies possuem

valores altos de Pulegona, variando de 15 até mais de 85%.
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Tabela 3 - Composi¢do quimica, indice de Kovats calculado, indice de Kovats tabelado, e
porcentagem da substancia presente no 6leo essencial de folhas de Hesperozygis

ringens
(continua)
Pico tRet Constituinte IKc IKtab %
1 7,36 3-Metil-Ciclopentanono 846 846N 0,349
2 10,66 NI 931 0,101
3 11,81 Benzaldeido 959 959N 0,510
4 14,6 Limoneno 1027  1028N 0,176
5 15,47 NI 1049 0,099
6 16,28 NI 1069 0,146
7 16,9 NI 1085 0,117
8 17,44 B-Linalool 1098  1098N 0,749
9 20,29 NI 1173 0,259
10 21,02 NI 1193 0,254
11 21,5 NI 1206 0,255
12 21,79 NI 1214 0,377
13 22,2 NI 1226 0,408
14 22,58 Pulegona 1237  1236N 54,707
15 22,76 NI 1242 0,636
16 23,05 d-p-Menth-4(8)-en-3-ono 1250  1244"N 0,606
17 23,34 Ascaridol 1258  1257N 1,282
18 23,59 NI 1265 0,202
19 24,19 Piperona 1282  1275N 1,048
20 24,31 NI 1286 13,078
21 24,76 NI 1298 0,840
22 25,15 NI 1310 0,650
23 25,49 NI 1320 0,548
24 25,99 NI 1335 0,187
25 26,28 NI 1344 1,377
26 26,69 NI 1356 5,337
27 27,03 NI 1366 0,534
28 27,53 NI 1381 0,478
29 28,12 NI 1399 3,144
30 28,54 NI 1412 0,256
31 28,67 [-Cariofileno 1417 1418N 1,815
32 28,96 NI 1426 0,560
33 29,17 NI 1433 4,040
34 29,34 NI 1438 2,730
35 30,87 NI 1487 0,174
36 31,05 NI 1492 0,584
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Tabela 3 - Composi¢do quimica, indice de Kovats calculado, indice de Kovats tabelado, e
porcentagem da substancia presente no 6leo essencial de folhas de Hesperozygis

ringens
(concluséo

37 31,75 NI 1516 0,141

38 32,81 NI 1551 1,042

39 33,48 Espatulenol 1574  1574N 0,684

40 33,64 Oxido de Cariofileno 1579  1579N 1,793

41 33,78 NI 1584 0,386
Total identificado 63,719

*tRet: Tempo de Retencdo; IKc: indice de retencdo de Kovats calculado; IKtab: indice de retencio de Kovats
referenciado na bibliografia; N: WebNist, 2019; NI: N&o identificado.

Cabe destacar que, ndo foi possivel identificar boa parte dos compostos presentes no OE
de H. ringens, devido, sobretudo, a auséncia de estudos com esta espécie para a comparacédo, o
que. Estudando pela primeira vez a composicdo quimica por CG-EM do OE de Ziziphora
tenuior uma espécie herbacea comum nas montanhas da Turquia, Sezik, Timem e Baser (1991),
também nao conseguiram identificar todos os componentes presentes no OE da espécie. Para

0s autores, quase 25% dos constituintes ndo puderam ser identificados.

4.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE Ocimum gratissimum

4.2.1 Atividade antifungica de Ocimum gratissimum sobre Cladosporium spp.

A concentracéo de 1,25 uL. mL* do OE de Ocimum gratissimum e do controle positivo,
composto pelo fungicida, ndo permitiram o desenvolvimento das coldnias fangicas, e optou-se
pela exclusdo destes dados na analise das demais caracteristicas morfoldgicas.

Nos tratamentos, o diametro final das col6nias de Cladosporium spp. mostrou-se
dependente concentracdo do OE de O. gratissimum (Figura 6), onde, em todos os isolados
observou-se que os dados se ajustaram a um modelo polinomial clbico e valor de R? proximos
a 1,0. Os resultados de diametro final da col6nia para cada concentracdo obtidos evidenciam a
atividade antifingica do OE de O. gratissimum, ja que ocasionaram uma reducdo do
desenvolvimento do micélio dos isolados naqueles tratamentos.

A taxa de crescimento micelial (Tabela 4) foi decrescente para todos os isolados quando
se comparam as concentracdes utilizadas, com excegédo das concentracgdes 0,25 e 0,50 pL.. mL”

para C. subuliforme e entre o tratamento controle e a concentragdo 0,25 pL. mL™ para o isolado
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C. pseudocladosporioides. No tratamento controle, C. pseudocladosporioides C.
cladosporioides e C. Subuliforme apresentaram uma taxa de 3,70, 3,60 e 3,58 mm. dia™,
enquanto que 0os mesmos isolados apresentaram uma taxa de 0,84, 0,82 e 0,82 mm. dia™* para a
concentragdo de 1,0 pL. mL?, demonstrando uma reducéo superior os 77% para todos. Entre
estes, ainda pode-se perceber que as taxas de crescimento apresentadas no tratamento controle
ndo diferiram, enquanto que na concentracdo de 0,50 pL. mL™ todos os valores apresentados
diferiram entre si, sendo as médias de C. pseudocladosporioides e C. cladosporoiodes

respectivamente, a maior e a menor.

Figura 6 - Representacdo grafica dos resultados da analise de regressdo para o didmetro da
colonia de trés isolados de Cladosporium spp. em meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar acrescido de diferentes concentracdes de 6leo essencial (OE) de Ocimum
gratissimum.

DFC 16:RS {Cladagporion subuliforme) = -39,947=* + 0,217 1x* - 4,1605x + 56,83, R*=09503
DFC SRS (Cladocporium cladosporivides) = 93,813 + 123,51 -74,245x% + 57,408, R®=0,9983
70 DFC 13/12RS (Cladacporitm preudocladospovioider) = 106,69 - 185,09 185,09%7 + 32,308x + 55,843, B*=
T
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Fonte: o autor.

Da Silva (2019), avaliando a taxa de crescimento micelial dos mesmos isolados de C.
pseudocladosporioides e C. Subuliforme a uma concentragdo de 1,0 pL. mL™ de trés OEs
(Nectanda grandiflora, N. megapotamica e Piper gaudichaudianum), também encontraram
diferenca estatistica entre as médias apresentada pelos tratamentos controle e aqueles cujas
colbnias estavam em contato com os OEs. Para a autora, as taxas apresentadas por C.

pseudocladosporioides e C. Subuliforme, no tratamento controle, diferiram estatisticamente,
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sendo que a de C. Subuliforme foi a maior, com 4,17 mm.dia*, contra 3,01 mm.dia? de C.

pseudocladosporioides.

Tabela 4 - Taxa de crescimento micelial de trés isolados de Cladosporium spp. em meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracbes de Odleo
essencial (OE) de Ocimum gratissimum.

Concentracao de Taxa de Crescimento Micelial (mm. dia™*)
OE (pL.mL™)
16/2RS 9RS 13/12RS
0,00 3,58 aA* 3,60 aA 3,70 aA
0,25 3,34 bA 2,78 bB 3,50 aA
0,50 3,27 bA 2,52 cC 2,73 bB
0,75 2,21 cA 1,94 dB 1,44 cC
1,00 0,82 dA 0,82 eA 0,84 dA
CV (%) 4,92

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; 16/2RS:
Cladosporium  subuliforme; 9RS: Cladosporium  cladosporioides; 13/12RS: Cladosporium
pseudocladosporioides; CV: Coeficiente de Variacdo.

Todas as concentracdes de OE de O. gratissimum inibiram significativamente o
desenvolvimento micelial dos isolados de Cladosporium spp., com exce¢do do isolado C.
subuliforme, que ndo apresentou médias de didmetro que diferissem estatisticamente nas
concentraces de 0,25 e 0,50 pL. mL™? (6,60 e 8,48% menores que no tratamento controle)
(Tabela 5). Para os isolados de C. cladosporioides e C. pseudocladosporioides, os valores de
inibicdo variaram de 6,68% e 5,16%, na concentragdo de 0,25 pL. mL™ e superaram os 75% na
concentracéo de 1,0 uL. mL™. O OE de O. gratissimum inibiu o desenvolvimento do isolado C.
cladosporioides em 61,06% na concentracdo de 0,75 uL. mL™ e 29,57 % na concentragio 0,50
pL. mL™,

Avaliando a atividade antifingica de falsa-melissa (Lippia alba) também em C.
cladosporioides, Shukla et al. (2009), encontraram valores para inibicdo de 50% somente com
concentragdes superiores a 1,0 uL. mL™?, o que demonstra a elevada atividade antif(ingica do
OE de O. gratissimum frente aos isolados deste estudo.

Da Silva (2019), também estudou caracteristicas morfolégicas dos mesmos isolados de

C. pseudocladosporioides e C. subuliforme em meio de cultura acrescidos de 1,0 uL. mL* de
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trés OEs. Para C. subuliforme, a autora encontrou valores de inibi¢do do crescimento micelial
variando de 37,39, até 82,16%, ou seja, variagdo em mais de 50% no desenvolvimento das
colonias dependendo do OE que acrescido ao meio de cultura. Para C. pseudocladosporioides,
os valores encontrados pela autora em seu estudo variaram de 53,27, a 84,66%.

Além disso, varios autores ja constataram crescimento flngico inversamente
proporcional a quantidade de OE. Al-shahrani et al. (2017), por exemplo, avaliando col6nias
de Fusarium sp, Aspergillus flavus e A. niger submetidas a acdo do OE de tomilho (Thymus
vulgaris, Lamiaceae), também constataram que quanto maior a concentracdo utilizada, menor
foi o diametro das colbnias. Isto ocorre porque, com o0 aumento da concentragdo do OE no meio
de cultura, também aumenta a concentracdo de compostos que podem ser tdxicos aos
organismos. Além disso, 0s autores constataram que as especies de Aspergillus do estudo
respondiam de forma diferente para algumas determinadas concentracGes, 0 que também
ocorreu neste estudo e no estudo de Da Silva (2019).

A reducdo no crescimento das coldnias pode estar associada a formacdo de pelicula
composta pelo OE sobre a superficie do meio de cultura, dificultando a obtencao de nutrientes
pelos micélios. Sukcharoen, Sirrote e Thanaboripat (2018), constataram a reducao na producao
de aflotoxinas B1 (principal metabdlito produzido por Aspergillus spp.) por parte de cepas de
Aspergillus flavus quando submetidas ao OE da “arvore do diabo” (Melodorum fruticosum),
aléem de uma menor esporulacdo e maior inibicdo no crescimento micelial das colénias dos
isolados. Além disso, varios trabalhos envolvendo a aplicacdo de compostos e ceras de espécies
de plantas sobre frutos tém possibilitado uma maior vida util destes alimentos in natura.
Durante o trabalho realizado por Fischer et al. (2018), a severidade da antracnose em frutos de
abacateiro foi reduzida em aproximadamente 50% quando os frutos foram tratados com OE de
capim-limao.

Prakash et al. (2011), também avaliaram a atividade antifingica de diferentes
concentracdes de O. gratissimum em Cladosporium spp., e encontraram valores de inibicdo do
crescimento micelial significativos. Os autores constataram inibicdo préximo a 80% utilizando
uma concentragdo de 0,60 pL. mL?. Este mesmo percentual de inibicdo obtido pelos autores
anteriormente citados foi observado neste trabalho aplicando-se uma concentragdo 1,00 uL.
mL? (Tabela 5), indicando que o OE obtido pelos autores citados, possui talvez um maior
potencial antifingico. Entretanto, cabe destacar que no estudo feito por Prakash et al. ndo €
especificada a espécie a qual pertence o isolado de Cladosporium o que pode influenciar no
resultado, como pode ser visto entre os diferentes valores obtidos para os isolados apresentados

na Tabela 5, sobretudo em concentragdes intermediérias como a 0,50 e 0,75 pL. mL™,
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Tabela 5 - Inibicdo do crescimento micelial de colonias de trés isolados de Cladosporium spp.
em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentragdes de
6leo essencial (OE) de Ocimum gratissimum.

Concentracdo de Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial (mm)

OE (pL. mL'Y)
13/12RS 9RS 16/2RS
0,25 5,16 dB* 6,68 dA 6,60 CA
0,50 26,14 cA 29,87 cA 8,48 cB
0,75 45,96 bB 61,06 bA 38,22 bB
1,00 77,87 aA 77,37 aA 76,51 aA
CV (%) 9,37

* Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: 16/2RS: Cladosporium subuliforme, 9RS: Cladosporium
cladosporioides, 13/12RS: Cladosporium pseudocladosporioides; CV: Coeficiente de Variacéo.

Adams, Kunz e Weidenbdrner (1996) estudando os efeitos de diferentes concentracdes
dos compostos Eugenol e Carvacrol, sobre C. herbarum constataram que concentracdes de 0,20
e 0,10 pL. mL* possuiam efeito inibitdrio total sobre o as col6nias do isolado fuingico, e que,
em menores concentracdes, o efeito inibitdrio era gradativamente reduzido a medida que se
passavam os dias de incubacdo. Os autores destacam que este processo de reducdo do efeito
inibitério dos compostos deve-se a caracteristica volatil dos mesmos. E plausivel que o mesmo
processo tenha ocorrido para os isolados de Cladosporium spp. deste trabalho, uma vez que
necessitam de varios dias de incubacao, devido ao crescimento naturalmente lento.

Para a varidvel esporulacdo (Figura 7), os isolados Cladosporium subuliforme, C.
pseudocladosporioides e C. cladosporioides diferiram entre si, sendo que as maiores e menores
médias foram apresentadas pelos isolados C. cladosporioides e C. subuliforme,
respectivamente. A concentracdo de OE influenciou de forma negativa esta variavel, ja que as
coldnias submetidas a concentra¢es mais altas do OE foram as que apresentaram menor média
de esporulacdo, com excec¢do de Cladosporium subuliforme, que ndo apresentou diferenca entre
a esporulacdo nas diferentes concentracdes utilizadas no experimento. O isolado de C.
cladosporioides no tratamento controle e na concentragdo 0,25 uL. mL™ ndo apresentou valores
médios de esporulagdo capazes de diferirem estatisticamente, entretanto, os valores de
esporulacdo deste isolado, obtidos nas demais concentragdes do OE diferiram entre si, enquanto

que o isolado de C. pseudocladosporioides apenas apresentou diferencga entre as médias obtidas
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nas concentragdes 0,75 e 1,0 uL. mL™ de OE acrescido ao meio de cultura. Para os isolados C.
pseudocladosporioides, e C. cladosporioides, a concentracdo do OE foi capaz de reduzir a
producdo de esporos em 95,33% e 73,59% respectivamente quando compara-se as medias
obtidas nos tratamentos controle e 1,0 uL. mL™.

A diferenca entre as médias de esporulacdo apresentadas pelos isolados de
Cladosporium era esperada, uma vez que pertencem a trés espécies diferentes, com

variabilidade genética entre si.

Figura 7- Esporulacao de trés isolados de Cladosporium spp. em meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentragdes de 6leo essencial (OE) de
Ocimum gratissimum.
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Médias seguidas de mesma letra mindscula comparam um isolado em diferentes concentragdes, mailsculas
comparam os isolados dentro de cada concentracdo e ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; 16/2RS: Cladosporium subuliforme; 9RS
Cladosporium cladosporioides; 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides.

Da Silva (2019), também constatou em seu estudo que as colénias de C.
pseudocladosporioides e C. subuliforme em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido
de 1,0 uL. mL? em trés OEs, obtiveram esporulacdo significativamente menor que no
tratamento controle. A autora destaca que para alguns tratamentos com OE, os valores de
esporulacdo foram reduzidos em até 94,43%. Também avaliando a esporulacdo de coldnias de

Cladosporium spp. tratadas com OE de capim-cidreira (Cympopogon citratus) Tzortzakis et al.
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(2007) encontraram menor esporulacdo das colonias com a presenga da maior concentragédo do
OE.

Para a variavel comprimento de conidio (Tabela 6), ndo houve interacdo entre 0s
isolados e as diferentes concentragdes. Entretanto, os conidios do isolado de C. cladosporioides,
mostraram-se significativamente menores no tratamento controle que os conidios produzidos
pelos demais. Walker et al. (2016) ja demonstraram, através do Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean (UPGMA) que os isolados de Cladosporium spp. deste estudo, apesar
de pertencerem a um mesmo complexo, (C. cladosporioides) sdéo morfologicamente diferentes.
Neste sentido, o tamanho de esporos é uma caracteristica intrinseca de cada espécie (BENSH
et al., 2012). Cabe destacar ainda, que quando submetido as concentra¢des 0,75 e 1,0 uL.. mL"
1 de OE, o isolado de C. cladosporioides apresentou largura de conidios significativamente
menor, enquanto que para 0s demais, mesmo as maiores concentragdes de OE, nao

influenciaram o comprimento dos conidios.

Tabela 6 - Comprimento de conidios de colonias de trés isolados de Cladosporium spp. em
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracdes de
0leo essencial (OE) de Ocimum gratissimum.

Concentracédo de Comprimento de conidio (pum)
OE (uL. mL') 13/12RS 16/2RS 9RS
0,00 517 a* 529a 4,79 b
0,25 540a 529a 481b
0,50 525a 530a 467D
0,75 5,18a 5,26 a 470 b
1,00 523a 5,26 a 4,66 b
CV (%) 2,94

* Médias seguidas de mesma letra mintscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle. 16/2RS: Cladosporium subuliforme; 9RS
Cladosporium cladosporioides; 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides; CV: Coeficiente de Variacao.

Para a largura dos conidios (Tabela 7), C. subuliforme, foi 0 que apresentou as maiores
médias, diferindo dos demais isolados, com exce¢do do tratamento controle para o isolado C.
cladosporioides, que ndo diferiu dos demais. A adicdo do OE nao influenciou de forma
significativa a largura dos conidios para C. subuliforme e C. pseudocladosporioides, enquanto
que, para C. cladosporioides nas concentracdes de 0,75 e 1,00 uL. mL™* de OE os esporos foram

menores com 2,26 um de largura para as duas concentragoes.
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Da Silva (2019) ndo encontrou diferencas significativas no comprimento dos conidios
dos isolados de C. subuliforme e C. pseudocladosporioides no tratamento controle, enquanto
que na concentragdo de 1,00 pL. mL™ foi possivel constatar que os conidios produzidos pelo
primeiro eram significativamente menores em todos os tratamentos com OE. Por este motivo,

a autora sugere que C. subuliforme é mais sensivel a aplicacdo de OE.

Tabela 7 - Largura de conidios de colonias de trés isolados de Cladosporium spp. em meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracdes de 6leo
essencial (OE) de Ocimum gratissimum.

Concentragdo de Largura de conidio (pum)

OE (pL. mLY) 13/12RS 16/2RS 9RS
0,00 2,48 aB* 2,80 aA 2,62 aAB
0,25 2,41 aB 2,83 aA 2,57 aB
0,50 2,51 aB 2,84 aA 2,45 aB
0,75 2,49 aB 2,87 aA 2,26 bC
1,00 2,37 aB 2,79 aA 2,26 bB

CV (%) 5,39

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; 16/2RS:
Cladosporium subuliforme; 9RS Cladosporium cladosporioides; 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides;
CV: Coeficiente de Variagao.

Em relacdo a variavel tamanho de ramoconidio, 0 comprimento mostrou-se nédo
influenciada pela presenca do OE (Tabela 8) j& que ndo houve variacdo entre as médias
apresentadas pelas diferentes concentrac6es, com excec¢do de C. subuliforme nas concentracdes
de 0,75 ¢ 1,0 uL. mL, que diferiram entre si e também dos demais tratamentos. Para a largura,
de forma geral, as menores médias foram apresentadas por C. cladosporioides enquanto que as
maiores por C. pseudocladosporioides. Cabe destacar que para esta variavel, ndo houve
diferenca estatistica entre as médias apresentadas por C. pseudocladosporioides e C.

subuliforme.
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Tabela 8 - Tamanho de ramoconidios de colonias de trés isolados de Cladosporium spp. em
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentragdes de
6leo essencial (OE) de Ocimum gratissimum.

Concentracéo de - Tamanho (jum)
1 Comprimento Largura

OE (uL.mL") ~—5pc™ 13/12RS 16/2RS _ 9RS 13/12RS 16/2RS
0,00 13.22 aB* 13,06 aB 16,27 aA 3.19aC 4,97 aA 4,26 aB
0,25 13,13aB 12,99 aB 16,03aA 3.18cC 4,60bA 4,33 aB
0,50 12,97 aB 13,35aB 16,07aA 3.17aC 461bA 431aB
0,75 12.79aB 1311aB 1451 bA 315aB 4,33cA 432aA
1,00 13,01 aA 12,86aA 12,69 cA 315aB 4,32 CA 422 aA

CV (%) 4,03 3,65

*Meédias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; 16/2RS:
Cladosporium subuliforme; 9RS Cladosporium cladosporioides; 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides;
CV: Coeficiente de Variagdo.

4.2.2 Atividade antifingica de Ocimum gratissimum sobre Pestalotiopsis spp.

Assim como no experimento da avaliacdo da atividade antifungica do OE sobre
Cladosporium spp., ndo houve o crescimento micelial das coldnias de Pestalotiopsis spp.
quando a concentragéo de 1,25 mL™? foi acrescentada ao meio de cultivo, tanto de OE como do
fungicida. Sendo assim, estes tratamentos foram excluidos da analise estatistica.

Para o diametro final da col6nia dos isolados de Pestalotiopsis spp., verificou-se que,
assim como para Cladosporium spp. a concentracdo do OE de O. gratisssimum, influenciou
significativamente esta variavel quando os tratamentos tiveram maior concentracdo do OE
acrescidos ao meio de cultura. Estes tratamentos, apresentaram, ao final do experimento,
coldnias fangicas com um menor diametro. O isolado de Pestalotiopsis cocculi mostrou-se mais
sensivel ao OE de O. gratissimum ja que apresentou diametro final da col6nia
significativamente menor nas concentracdes de 0,75 e 1,00 pL. mL™* (Figura 6). Além disso, 0
modelo de regressdo que melhor descreveu os dados foi o clbico, tanto para o isolado P.
clavispora, como para P. cocculi, com valores de R? muito proximos de 1,0 e ndo houve

inibicdo do crescimento micelial na menor concentragdo, de 0,25 uL. mL™.



44

Figura 8 - Representacdo grafica de analise de regressao para o diametro final da colonia de
Pestalotiopsis spp. em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes
concentracdes de 6leo essencial (OE) de Ocimum gratissimum.
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Fonte: o autor.

Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos envolvendo a atividade antifungica de
O. gratissimum sobre Pestalotiopsis spp., entretanto, varios trabalhos tém demonstrado que o
desenvolvimento de fitopatogenos foliares pode ser significativamente reduzido pelo OE de O.
gratissimum, principalmente in vitro. Avaliando a inibicdo do desenvolvimento de
Colletotrichum musae, patdgeno responsavel por causar antracnose em bananeira (Musa
deliciosa), Madjouko et al. (2019), encontraram valores de inibicdo de 80% com uma
concentracéo de OE de O. gratissimum de 175 uL. mL™. Cabe destacar que o Eugenol, principal
composto associado a atividade antifangica de O. gratissimum, ndo foi identificado entre os
constituintes presentes no OE obtido no estudo feito pelos autores. Ja para o OE de O. basilicum
0 constituinte majoritario foi o Tujanol, com 24,38%. A reducdo de 100% no crescimento
micelial de C. musae foi observada em 800 e 275 ul / L, para os 6leos O. basilicum e O.
gratissimum, respectivamente.

Estudando a atividade antifingica de espécies do género Ocimum, dentre elas O.
gratissimum Londhe, et al. (2015), com uma metodologia diferente, encontraram valores de
inibicdo de até 30 mm para espécies de bactérias responsaveis por causar doencas em humanos
e animais. Os autores destacam que os resultados obtidos servem de embasamento para a

formulagédo de novos produtos antimicrobianos no tratamento de doengas em humanos.
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Para Pestalotiopsis spp., quando se observa a taxa de crescimento micelial (Tabela 9),
o tratamento acrescido de 0,25 puL. mL? de OE néo diferiu estatisticamente do tratamento
controle, sendo que nos demais tratamentos de ambos os isolados, a taxa observada decresce a
medida que a concentracdo do OE acrescido ao meio de cultura aumenta. Comparando-se a taxa
de crescimento dos isolados, para o tratamento controle e a concentragio de 0,25 uL. mL?, ndo
houve diferenca estatistica entre as médias. Entretanto, para as concentracfes 0,75 e 1,00 uL.
mL?, a taxa apresentada por P. clavispora foi menor que a apresentada por P. cocculi, enquanto

(ue o inverso ocorreu na concentragdo de 0,50 pL. mL™.

Tabela 9 - Taxa de crescimento micelial de dois isolados de Pestalotiopsis spp. em meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentragcbes de oOleo
essencial de Ocimum gratissimum

Concentracdo de  Taxa de crescimento (mm. dia™)

OF (uL. mL") P10 P11
0,00 9,95 aA* 10,00 aA
0,25 10,00 aA 9,98 aA
0,50 7,41 bA 7,21bB
0,75 3,67 cB 5,06 CA
1,00 1,70 dB 2,40 dA

CcV (%) 1,83

* Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: ““0,00” refere-se ao tratamento controle; P10: Pestalotiopsis
clavispora, P11: Pestalotiopsis cocculi, CV: Coeficiente de Variacéo.

O OE na concentragdo de 0,25 uL. mL™ acrescido ao meio de cultura néo foi capaz de
inibir o crescimento micelial dos isolados de Pestalotiopsis spp. utilizados neste estudo (Tabela
10). Para as demais concentragoes, a inibicao foi sempre maior para o isolado de P. clavispora,
com excec¢do da concentragdo de 0,50 mL?, onde o inverso ocorreu. Quando se analisa a
concentracdo em cada um dos isolados, pode-se perceber que todas as concentracdes afetaram
o0 crescimento fungico.

Estudando os efeitos de 100 pg.ml * de seis quimiotipos de OEs obtidos de folhas de
canela indigena (Cinnamomum osmophloeum) como inibidor do crescimento de Pestalotiopsis
funereal, Lee et al. (2005) encontraram inibicao variavel, dependendo do quimiotipo associado,
mas que no geral ndo superaram os 20%. Neste sentido, o percentual de inibi¢do apresentado

pelo OE de O. gratissimum frente as espécies de Pestalotiopsis deste estudo é relevante.
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Tabela 10- Inibicao do crescimento micelial de dois isolados de Pestalotiopsis spp. em meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracoes de 6leo
essencial de Ocimum gratissimum

Concentracao de OE - . o
Percentual de Inibicdo do Crescimento Micelial

(pL. mL™Y)
P10 P11
0,25 0 dA* 0,19 dA
0,50 25,49 cB 27,88 cA
0,75 63,10 bA 49,31 bB
1,00 82,88 aA 75,91 aB
CV (%) 3,82

* Médias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: P10: Pestalotiopsis clavispora; P11: Pestalotiopsis cocculi.

Houve diferenca entre a esporulacdo apresentada pelos isolados de Pestalotiopsis spp.,
sendo que para o isolado de P. cocculi a esporulacdo foi estatisticamente superior ao de P.
clavispora (Figura 9). Para o isolado de P. cocculi ndo houve diferenca entre a esporulacéo
apresentada no tratamento controle e na concentracdo 0,25 pL. mL™, uma esporulacio
intermediaria foi observada na concentragdo 0,50 pL. mL™ com 3,08 x10° esporos. mL* e as
menores esporulacbes foram observadas demais concentragdes utilizadas. O isolado de P.
clavispora também demonstrou que quanto maior a concentracao de OE, menor a esporulacao,
sendo possivel perceber a formacdo de dois grupos distintos: um em que a esporulacdo nao foi
afetada pelo OE, caso das concentragdes 0,25 e 0,50 uL. mL™?, que ndo se diferenciaram do
tratamento controle e 0 outro grupo em que o OE interferiu diminuindo a esporulagéo, caso das
concentragdes 0,75 e 1,0 pL. mL ™,

Também avaliado a esporulacdo de colénias de P. clavispora e P. cocculi, Da Silva,
2019, constataram reducdo na esporulacdo de coldnias crescidas em meio de cultura acrescido
de 1,0 uL de OE de Nectandra grandiflora, sendo que as menores médias encontradas pela
autora também foram para o isolado de P. clavispora. Comparando-se as médias de esporulacéo
obtidas pelas coldnias cultivadas pela autora e por este trabalho, é possivel perceber que em
ambos 0s casos, utilizando-se uma mesma concentracao de diferentes OE acrescido ao meio de
cultura, 1,0 pL, a maior esporulagdo foi apresentada pelo isolado de P. cocculi, em ambos 0s
casos. A redugdo na esporulacdo pela maior concentragdo de OE pode ser atribuida a
perturbagcdes em sistemas enzimaticos envolvidos na producdo de energia e na sintese de

componente de estruturas fungicas. Grande parte dos compostos fendlicos contidos em OE sdo
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conhecidos por afetarem as interacbes dentro da membrana celular fangica, modificando o
sentido do fluxo de prétons e com isso afetando a atividade celular (CASTRO; OLIVEIRA,
2016).

Figura 9 - Esporulacéo de coldnias de dois isolados de Pestalotiopsis spp. em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracfes de 6leo essencial (OE)
de Ocimum gratissimum.
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Médias seguidas de mesma letra mindscula comparam um isolado em diferentes concentra¢bes, maiusculas
comparam os isolados dentro de cada concentracdo e ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; P10: Pestalotiopsis clavispora; P11
Pestalotiopsis coculli.

Também avaliando as caracteristicas dos esporos de coldnias de Colletotrichum musae
crescendo em meio de cultura acrescido com OE de O. gratissimum, Madjouko et al., 2019,
encontraram reducdo da esporulacdo conforme aumentaram a concentragdo do OE.

Para comprimento e largura de conidios, houve diferenca estatistica entre os dois
isolados de Pestalotiopsis (Tabela 11). O isolado de P. clavispora apresentou conidios com
dimensdes maiores, isto €, com maior comprimento e largura, do que o isolado P. cocculi. Além
disso, o isolado de P. clavispora ndo apresentou variacdo na largura de conidios obtida nas
diferentes concentracdes de OE. Entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu para P. cocculi o qual
apresentou médias variaveis. A maior média com relacdo a largura, para este isolado, foi
apresentada no tratamento com 0,25 pL. mL™ de OE acrescido ao meio de cultura, e que ndo

diferiu estatisticamente do tratamento controle, enquanto que os menores valores foram obtidos
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nas concentragdes de 0,75 e 1,00 uL. mL™. Na concentragdo 0,50 pL. mL?, os valores obtidos

nao diferiram dos demais.

Tabela 11- Tamanho de conidios de colonias de trés isolados de Cladosporium spp. em meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentraces de Oleo
essencial de Ocimum gratissimum

Concentragéo de Tamanho (um) de conidio

OE (puL. mL'l) Comprimento Largura
P10 P11 P10 P11
0,00 30,76 aA* 25,78 aB 7,39 aA 6,35 abB
0,25 30,65 aA 26,12 aB 7,40 aA 6,40 aB
0,50 30,80 aA 21,44 bB 7,39 aA 6,20 abB
0,75 23,46 bA 17,07 cB 7,37 aA 6,17 bB
1,00 18,59 cA 14,40 cB 7,39 aA 6,18 bB
CV (%) 7,48 1,73

* Medias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; P10: Pestalotiopsis
clavispora; P11: Pestalotiopsis cocculi; CV: Coeficiente de Variacio.

4.2.3 Coloracdo das colonias de Cladosporium spp. e Pestalotiopsis spp. submetidas a

diferentes concentracdes de 6leo essencial de Ocimum gratissimum e modo de acéo.

Apesar de algumas concentracfes do OE de O. gratissimum terem influenciado no
desenvolvimento das colonias, isto &, reduzirem o crescimento micelial e esporulacdo de
Cladosporium spp., ndo foram observadas variagdes na coloracdo do micélio aéreo no
tratamento controle e nos acrescidos de OE, nem mesmo na maior concentracao utilizada. Neste
sentido, todas colénias do isolado C. subuliforme apresentaram micélio aéreo de coloragédo
cinza esverdeado, as do isolado C. pseudocladosporioides cinza-esverdeado escuro, assim
como o isolado de C. cladosporioides.

As coldnias de Pestalotiopsis spp. que cresceram sobre meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar ndo apresentaram coloracdo distinta dos tratamentos controle. Neste sentido, a
coloracdo apresentada por todas as coldnias, tanto para o isolado de P. clavispora quanto para
o isolado P. cocculi, foi branco rosado.

O modo de acdo de O. gratissimum variou conforme a concentracdo utilizada. Na

concentragdo mais elevada, de 1,25 pL. mL™, tanto para Cladosporium spp. e Pestalotiopsis
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spp. a atividade foi considerada fungicida, porque esta concentragdo ocasionou a morte das
estruturas fungicas presentes nos discos de meio de cultura. Nas demais concentragdes, houve
alteracdes na esporulacdo, no crescimento micelial, ou ainda em caracteristicas referentes ao

tamanho de conidios, e por isso a atividade foi determinada como fungistatica.
4.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE Hesperozygis ringens

4.3.1 Atividade antifungica de Hesperozygis ringens sobre Cladosporium spp.

O OE de H. ringens, exerceu efeito sobre o desenvolvimento das colbnias de
Cladosporium spp. (Figura 11). Entretanto, neste caso, a concentracdo de 1,25 uL. mL™? ndo foi
capaz de inibir totalmente o desenvolvimento das colonias. Esta diferenca provavelmente
ocorreu pela distinta composicdo quimica de cada OE. Ao que parece, 0 OE de H. ringens,
possui menor efeito antifungico quando se compara com O. gratissimum, sobre Cladosporium
spp. ja que a quantidade necessaria para inibigdo total foi maior. Cabe destacar ainda, que a
composicdo quimica dos OEs é distinta, e por isso, 0s patdgenos podem apresentar
comportamentos distintos quando em contato com cada OE.

A taxa de crescimento micelial ndo apresentou diferenca entre os isolados no tratamento
controle (Tabela 12). Para a concentracéo 0,50 uL. mL?, o Gnico isolado que se diferenciou dos
demais foi C. cladosporioides, que apresentou o menor valor, de 2,40 mm dia™. Entretanto, o
mesmo isolado foi 0 que apresentou a maior taxa de crescimento micelial na concentracéo de
1,0 uL. mL, sendo o Unico que apresentou diferenca. Para C. subuliforme, ndo houve diferenca
entre as médias do tratamento controle e as concentragdes 0,25 e 0,50 pL. mL™, enquanto que
a média apresentada por C. pseudocladosporioides na concentragéo 0,25 uL. mL™ ndo diferiu
do controle. Nas demais concentrac@es, todas as medias obtidas diferiram-se, para todos os
isolados.

Avaliando coldnias dos isolados de C. subuliforme e C. pseudocladosporioides,
crescidas em meio de cultura acrescido de OE de N. megapotamica Da Silva (2019), tambem
constatou reducdo na taxa de crescimento micelial das colénias em meio de cultura com adicéo
do OE. Segundo a autora, a reducdo na taxa apresentada pelas colénias em contato com o OE

ultrapassou 80%, tanto para C. subuliforme, quanto para C. pseudocladosporioides.
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Figura 10 - Analise de regressdo para o diametro da col6nia de trés isolados de Cladosporium
spp. em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes
concentracdes de dleo essencial de Hesperozygis ringens
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Fonte: o autor.

Observando inibicdo ocasionada pelas diferentes concentracdes de OE foi possivel
perceber que, o tratamento com a maior concentracdo acrescida ao meio de cultura foi o que
apresentou 0s maiores valores de inibic¢éo do crescimento micelial do isolados de Cladosporium
spp. (Tabela 13). Nesta concentracdo, as médias obtidas em todos os isolados foram superiores
a 80%, e ndo houve diferenca estatistica entre as medias apresentadas pelos isolados nesta
concentragdo. Em comparagéo, na concentracdo 0,50 e na 0,75 pL. mL™, as médias obtidas
diferiram entre si, sendo que C. subuliforme e C. cladosporioides foram os que apresentaram

menor e maior valor de inibicdo, respectivamente. Comparando-se a influéncia das
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concentragdes no percentual de inibicdo do crescimento micelial de cada isolado verifica-se que

para o isolado C. subuliforme todas as concentragdes apresentaram diferenca entre si.

Tabela 12 - Taxa de crescimento micelial de Cladosporium spp. em meio de cultura Batata-
Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracfes de 6leo essencial (OE) de
Hesperozygis ringens.

Concentragdo de Taxa de crescimento (mm. dia™*)
-1

OE (uL.ml.") 16/2RS 9RS 13/12RS
0,00 3,58 aA* 3,60 aA 3,70 aA
0,25 3,61 aA 2,76 bB 3,63 aA
0,50 3,48 aA 2,40 cB 2,87 bA
0,75 2,32 bA 1,91 dB 2,05¢cB
1,00 0,82cB 1,52 eA 0,97 dB
1,25 0,01 dB 0,68 fA 0,58 eA

CV (%) 4,92

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde “0,00” refere-se ao tratamento controle; 16/2RS:
Cladosporium  subuliforme, 9RS: Cladosporium  cladosporioides; 13/12RS: Cladosporium
pseudocladosporioides.

Na literatura ndo foram encontrados estudos sobre a atividade antifungica do OE de H.
ringens sobre Cladosporium spp. Entretanto, alguns trabalhos vem testando o OE de algumas
espécies do género Hesperozygis frente a ampla gama de agentes patogénicos devido a sua
atividade antibiotica. Avaliando a atividade antibidtica de H. myrtoides frente a cepas de
diferentes bactérias e fungos, com uma metodologia diferente, Martini et al. (2011),
constataram que potencial inibitério do OE de H. myrtoides no crescimento destes organismos.
Os autores ndo constataram inibicdo no desenvolvimento de Aspergillus niger, entretanto,
espécies como Candida albicans, Escherichia coli, Streptococcus aureus e Lactobacillus casei
apresentaram crescimento da colnia significativamente menor que aqueles tratamentos sem a
presenca do OE.

Avaliando a atividade antifungica de compostos isolados de OEs de plantas do género
Piper spp. sobre C. cladosporioides e C. sphaerospermum, Lago et al. (2009) constataram que
as espécies de Cladospoorium do estudo, responderam de forma diferente para o0 composto éter
naringenina. No estudo dos autores, C. cladosporioides, mostrou-se mais sensivel que C.

sphaerospermum.
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Tabela 13 - Inibi¢do do crescimento micelial de trés isolados de Cladosporium spp. em meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentragcdes de dleo
essencial de Hesperozygis ringens

Concentracao de Inibicio do Crescimento Micelial (%)
OE (pL. mLY)
13/12RS 16/2RS 9RS
0,25 1,51 dB* OeB 23,24 eA
0,50 22,27 cB 2,81dC 33,06 dA
0,75 44,57 bB 35,25 cB 46,68 cA
1,00 73,68 aA 55,2 bB 57,84 bhB
1,25 83,28 aA 99,98 aA 84,02 aA
CV (%) 12,86

*Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: 16/2RS: Cladosporium subuliforme, 9RS Cladosporium
cladosporioides, 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides.

Na concentracdo de 1,25 pL. mL?, apesar de apresentar o menor didmetro final da
coldnia, ndo foi constatada esporulacdo para os isolados. Neste sentido, esta concentracédo foi
excluida da avaliacdo das demais caracteristicas das colonias.

Houve diferenca significativa na esporulacdo em funcdo dos diferentes isolados de
Cladosporium spp. e das concentracbes do OE, com excecdo de C. subuliforme, em que
independente da utilizacdo OE a esporulacdo se manteve estavel ( Figura 11). A esporulacéo
do isolado C. cladosporioides apresentou diferenca estatistica dos demais, ja C.
pseudocladosporioides teve esporulagdo intermedidria. Para o isolado de C.
pseudocladosporioides formaram-se dois grupos distintos da acdo do OE, um com esporulacéo
superior, onde foram utilizadas as menores concentra¢des de OE (0,25 e 0,5 pL. mL™?) e que
ndo diferiram do tratamento controle, o outro em que a esporulacdo foi afetada pelo OE, nas
concentracdes de 0,75 e 1,0 pL. mL™. Para C. cladosporioides, todas as concentragdes
diferiram-se, sendo que a maior esporulacdo foi observada no tratamento controle, sem a
utilizacdo do OE e a menor no tratamento com a maior concentragdo do OE (1,0 L. mL™Y).

A reducdo na esporulacdo das coldnias de Cladosporium spp. submetida as diferentes
concentracdes de OE de H. ringens ja era esperada, uma vez que a reducdo na esporulacdo é
uma caracteristica apresentada por varias espécies fungicas quando em contato com muitos OE.
Embora ndo tenha sido constatada (pela auséncia de estudos) por nenhum outro trabalho, a

reducdo da esporulacdo de colonias de C. pseudocladosporioides, C. cladosporioides e C.
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subuliforme ocasionada pela adi¢cdo de OE de H. ringens ao meio de cultura, provavelmente
ocorreu pela alta afinidade do OE e da membrana flngica.

Figura 11- Esporulacéo de coldnias de trés isolados de Cladosporium spp. em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracGes de 0leo essencial de
Hesperozygis ringens
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Médias seguidas de mesma letra minuscula comparam um isolado em diferentes concentrages, mailsculas
comparam os isolados dentro de cada concentracdo e ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; 16/2RS: Cladosporium subuliforme; 9RS
Cladosporium cladosporioides; 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides.

Estudando o potencial de extratos de varias plantas sobre a esporulacdo de Fusarium
sp, dentre elas Citrus spp., Bafios, Lopez e Necha (2000), contataram uma reducéo de até
100% naqueles tratamentos submetidos a aplicacdo do extrativo.

Para o comprimento de conidios houve diferenca estatistica entre os isolados e entre as
concentracdes de OE utilizadas, havendo interacdo entre os fatores (Tabela 17). Os isolados
que apresentaram maior comprimento de conidios foram C. pseudocladosporioides e C.
subuliforme que ndo se diferenciaram estatisticamente entre si. Por outro lado, C.
cladosporioides foi menor, diferenciando destes. C. subuliforme e C. cladosporioides ndo
apresentaram diferenca estatistica para as diferentes concentrac6es de OE utilizadas, enquanto

que o isolado de C. pseudocladosporioides apresentou diferenga entre as concentragoes.
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Para a largura dos conidios, houve diferenca estatistica entre os isolados de
Cladosporium spp. sendo que o que apresentou 0s maiores valores foi o isolado de C.
subuliforme, que se diferenciou dos demais. Também houve diferenga estatistica entre as
diferentes concentracfes de OE incorporadas ao meio de cultura para os isolados de C.
pseudocladosporioides e C. cladosporioides, enquanto que o isolado C. subuliforme nao

apresentou diferenca estatistica entre as diferentes concentracdes de OE avaliadas.

Tabela 14 - Dimensdes de conidios de trés isolados de Cladosporium spp. em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracGes de 6leo essencial de
Hesperozygis ringens

Concentrago de Tamanho de conidio (um)

OE (puL. mL'l) Comprimento Largura
13/12RS  16/2RS 9RS 13/12RS  16/2RS 9RS
0,00 519bA* 529aA 4,79aB 248abB 280aA 2,62aB
0,25 532abA 539aA 486aB 256aB 2,90aA 2,47 abB
0,50 541aA 531aA 484aB 251abB 2,88aA 2,38bB
0,75 538aA 529aA 480aB 249abB 2,88aA 2,38bB
1,00 527abA 53laA 476aB 238bB 2,83aA 2,38hB
CV (%) 1,99 3,86

*Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde “0,00” refere-se ao tratamento controle; 16/2RS:
Cladosporium  subuliforme, 9RS: Cladosporium  cladosporioides; 13/12RS: Cladosporium
pseudocladosporioides.

Para o comprimento de ramoconidios de Cladosporium spp. houve diferenca estatistica
entre os isolados entre as diferentes concentragdes de OE de H. ringens, apresentando interacédo
entre os fatores (Tabela 15). O isolado em que foram observados os ramoconidios com maior
comprimento foi o C. subuliforme, seguido do isolado de C. cladosporioides e por fim, o isolado
de C. pseudocladosporioides, que apresentou 0s ramoconidios com menor comprimento. O
comprimento dos ramoconidios dos isolados de C. subuliforme e C. cladosporioides ndo foram
influenciados pelo OE independente da concentracdo de OE utilizada em cada tratamento,
enquanto que C. pseudocladosporioides mostrou sensibilidade ao OE, principalmente na
concentragdo de 1,00 pL. mL™. Nessa concentragdo os ramoconidios foram menores e se

diferenciaram dos demais tratamentos.
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Por outro lado, a largura de ramoconidios ndo foi influenciada pela presenca de OE de
H. ringens no meio de cultivo, e a diferenca estatistica observada para essa variavel, foi somente

entre os isolados de Cladosporium spp.

Tabela 15 - Tamanho de ramoconidios de colonias de trés isolados de Cladosporium spp. em
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentragdes de
6leo essencial de Hesperozygis ringens

Concentracdo de Tamanho (jm)
OE (pL. mL'Y) Comprimento Largura
13/12RS  16/2 RS 9RS 13/12RS  16/2 RS 9RS
0,00 13,05aB* 16,27aA 13,12aB 496aA 4,25aB 3,18aC
0,25 1298 abC 16,25aA 13,35aB 437aB 4,34aA 3,18aB
0,50 13,09aC 16,27aA 1342aB 4,48aB 433aA 3,17aB
0,75 13,02abC 16,21aA 13,39aB 446aB 4,29aA 3,19aB
1,00 12,82bC 16,22aA 13,24aB  4,29aA 429aA 3,12aB
CV (%) 1,03 2,87

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde “0,00” refere-se ao tratamento controle; 16/2RS:
Cladosporium  subuliforme, 9RS: Cladosporium  cladosporioides; 13/12RS: Cladosporium
pseudocladosporioides.

4.3.2 Atividade antifingica de Hesperozygis ringens sobre Pestalotiopsis spp.

Diferentemente do constatado durante o teste de atividade antifungica do OE de O.
gratissimum (Item 4.2), as col6nias de Pestalotiopsis submetidas a diferentes concentracdes de
OE acrescidas ao meio de cultura demonstraram desenvolvimento de micélio, embora em valor
reduzido. Para ambos os isolados de Pestalotiopsis, 0 melhor modelo capaz de descrever 0s
dados foi o polinomial de terceira ordem (Figura 12).

Foi possivel perceber que as col6nias fungicas submetidas as maiores concentracées de
OE apresentaram o menor diametro final da col6nia, e formou-se uma linha decrescente do
diametro final entre as concentrac6es, para ambos isolados, P. clavispora e P. cocculi.

N&o houve variagdo entre as taxas de crescimento apresentadas pelas colbnias
submetidas a concentragGes de 0,25 pL. mL™* comparada com o tratamento controle, tanto para

P. clavispora, quanto para P. cocculi (Tabela 16). Para as demais concentragoes, a taxa de
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crescimento micelial decresceu a medida que houve o aumento das concentragdes, para ambos

os isolados, sendo que as médias obtidas para P. cocculi foi significativamente menor.

Figura 12 - Analise de regressdo para o Diametro da col6nia de dois isolados de Pestalotiopsis
spp. em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes
concentracdes de dleo essencial de Hesperozygis ringens

8 0 DFC P10 (Pestalotiopsis clavispora=54933x% - 29.406x? - 5,2062x + 70,722, R*= 0,99
DFC P11 (Pestalotiopsis cocculi=26471%% - 73.465x2 + 6.446x + 70,607 R2=10.9962

Diametro Final da Colonia (imm)

0,00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Concentragdo de OE (ul . ml?)
AP11 mPIO

Fonte: o autor.

N&o foram encontrados trabalhos na literatura avaliando a capacidade antifungica do
OE de H. ringens sobre isolados de Pestalotiopsis spp. Entretanto, Bafios, Lopez e Necha
(2000), avaliando caracteristicas morfoldgicas de isolados de Pestalotiopsis spp. submetidos a
extrato de folhas (50g) de vinte espécies de plantas, contataram reducdo do micélio de algumas
colénias submetidas a extratos de algumas plantas, quando compararam com o tratamento
controle. Alguns extratos como das espécies Crataegus mexicana, conhecida popularmente
como manzanita e Inga spuria chamado de Inga-cip6 foram capazes de reduzir em mais de 50%

o desenvolvimento das colbnias de Pestalotiopsis spp.
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Tabela 16 - Taxa de crescimento micelial de colonias de dois isolados de Pestalotiopsis spp.
em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentrages
de Gleo essencial de Hesperozygis ringens

Concentracdo de  Taxa de crescimento (mm. dia™*)

OE (pL. mL'Y)
P10 P11
0,00 10,00 aA* 10,00 aA
0,25 10,00 aA 10,00 aA
0,50 8,47 bA 8,14 bB
0,75 7,41 cA 6,42 cB
1,00 6,15 dA 4,47 dB
1,25 4,06 eA 2,15 eB
CV (%) 7,2

*Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; P10: Pestalotiopsis
clavispora; P11: Pestalotiopsis cocculi.

N&o houve inibicdo do crescimento micelial na concentragdo 0,25 pL. mL* para
nenhum isolado de Pestalotiopsis, como pode ser observado na Tabela 17. Além disso, na maior
concentracdo em que se teve o desenvolvimento das colonias fangicas (1,25 uL. mL?) a
inibicdo apresentada pelos isolados foi significativamente diferente. O micélio de Pestalotiopsis
cocculi foi inibido em maior porcentagem, o que demonstra uma sensibilidade maior a este
Oleo. Além disso, todos os percentuais de inibicdo do crescimento apresentadas por P.
clavispora e P. cocculi em todas as concentragdes foram diferentes entre si.

Da Silva (2019), também estudou os isolados de P. clavispora e P. cocculi submetidos
ao OE de N. megapotamica e Piper gaudichaudianum e constatou que as coldnias destes
isolados ndo apresentaram desenvolvimento fungico quando submetidas acdo do OE do ultimo,
0 que resultou em um percentual de inibicdo de 100%.

Avaliando o efeito de trés concentragdes (120, 240, 480 uL. mL™?) do OE de tomilho
indiano (Trachyspermum ammi, Apiaceae) no desenvolvimento de trés formae specialis de
Fusarium oxysporum (F. oxysporum f.sp lycopersici, F. 0. f.sp cubense e F. 0. f.sp capsici),
Siripornvisal (2010) constatou drastica reducdo biomassa das colénias (ocasionado por um
menor desenvolvimento dos micélios), com 99,04% menos que no tratamento controle. O autor
destaca ainda, que a quantidade minima inibitéria, ou seja, a menor quantidade necessaria de
OE capaz de reduzir o desenvolvimento das col6nias variou em mais de 50% dentro da prépria

espécie. Para F. o. f.sp lycopersici e F. 0. f.sp capsici a quantidade necessaria foi de 12,5 uL.
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mL? do OE de Trachyspermum ammi, enquanto que para F. 0. f.sp cubense ela foi de 06,0
uL. mL™. Este resultado obtido pelo autor demonstra que mesmo dentro de uma determinada
espécie as respostas obtidas podem ser diferentes. Tal variagdo, sobretudo ocorreu
provavelmente pela variacdo genética entre as diferentes populac@es de F. oxysporum, ja que

este patdgeno vem apresentando alta evolucao.

Tabela 17 - Inibicao do crescimento micelial de colonias de dois isolados de Pestalotiopsis spp.
em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentragdes
de Gleo essencial de Hesperozygis ringens

Concentracdo de o
Percentual de Inibicao do

(pL.OrEL'l) Crescimento Micelial (%)

P10 P11

0,25 0 eA* OeA
0,50 15,22 dA 18,56 dA
0,75 25,51cB 35,84 cA
1,00 38,42 bB 55,26 bA
1,25 59,37 aB 78,42 aA

CV (%) 3,82

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: ““0,00” refere-se ao tratamento controle; P10: Pestalotiopsis
clavispora; P11: Pestalotiopsis cocculi.

Na esporulacdo foi possivel perceber que para ambos os isolados o comportamento foi
similar (Figura 13). De modo geral, as menores producdes de esporos foram constatadas
naquelas coldnias submetidas as maiores concentragdes de OE. Entretanto, para ambas espécies
foi possivel constatar que a menor concentracdo utilizada ndo interferiu de forma significativa
na esporulacdo das coldnias. Para P. clavispora, as médias obtidas nas concentrac6es de 0,50
e 0,75 uL. mL™ ndo diferiram, enquanto que para P. cocculi, sim. Além disso, quando se
comparam os isolados, foi possivel constatar que as maiores médias foram apresentadas por P.
cocculi, com excecdo das dos tratamentos com 0,75 e 1,00 pL. mL™ que ndo diferiram entre

s

Sl
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Figura 13 - Esporulacao de coldnias de dois isolados de Pestalotiopsis spp. em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracbes de 0leo essencial de
Hesperozygis ringens
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Médias seguidas de mesma letra minGscula comparam um isolado em diferentes concentracdes, maidsculas
comparam os isolados dentro de cada concentracdo e ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; P10: Pestalotiopsis clavispora; P11:
Pestalotiopsis cocculi.

Quanto ao comprimento pode-se observar diferenca estatistica entre os isolados de
Pestalotiopsis spp. e entre as concentrac6es de OE de H. ringens (Tabela 19). O isolado de P.
clavispora foi 0 que apresentou as maiores dimensdes para 0 comprimento dos conidios, com
valores que variaram de 22,06 a 30,76 pum, para P. cocculi, as dimensdes variaram de 12,59 a
25,78 um. Ainda para P. clavispora foi possivel observar a formacdo de dois grupos quanto a
sensibilidade ao OE, um em que nao houve alteracdo do comprimento em relacéo ao tratamento
controle, nas concentragdes de 0,25 a 0,50 pL. mL™, enquanto que o outro grupo apresentou os
menores comprimentos, no caso das concentragdes 0,75 € 1,00 uL. mL™. O isolado de P. cocculi
formou trés grupos de sensibilidade ao OE, sendo que o OE interferiu no comprimento dos
conidios a partir da concentragdo de 0,75 pL. mL™? e a concentragio em que se observou os
menores foi a de 1,00 uL. mL™, com conidios com comprimento de 12,59 um.

Avaliando as respostas de colbnias de Pestalotiopsis funereal crescidas em meio de
cultura contendo extrato de 50g de folhas de diferentes individuos de sequoia vermelha
(Sequoia sempervirens), Espinosa-Garcia e Langenheim (1991), constataram reducdo de mais
de 45% no desenvolvimento dos micélios de colbnias fangicas submetidas ao meio de cultura

com o extrato, quando comparado com o tratamento controle. Além disso, os autores
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constataram ainda respostas diferentes para colbnias submetidas aos extratos de folhas de
individuos diferentes.

Para a largura dos conidios (Tabela 19) houve diferenca estatistica entre os isolados, e
o OE interferiu na largura dos conidios de P. cocculi, contudo ndo influenciou a mesma variavel
para P. clavispora. Para P. cocculi pode-se observar conidios mais largos no tratamento
controle com 6,35 um, que ndo diferiu da concentragio de 0,25 uL. mL? (6,34 pum). Conidios
com largura intermediaria foram observados nas concentragdes de 0,50 uL. mL? e 0,75 uL.
mL™. Nesta Gltima concentragdo, os conidios apresentados pelo isolado de P. cocculi ndo
diferiram dos apresentados na concentragdo de 1,0 uL. mL™.

Da Silva (2019), constatou que as dimensdes dos conidios dos mesmos isolados de
Pestalotiopsis spp. foram afetadas pela presenca de 1,0 uL. mL? de dois dos OEs testados por
ela. Cabe destacar, que P. cocculi apresentou 0s menores valores de comprimento e largura de
conidios em todos os tratamentos utilizados pela autora, o que tambem pode ser visto durante

a realizacdo deste experimento.

Tabela 18 - Tamanho de conidios de colonias de dois isolados de Pestalotiopsis spp. em meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar acrescido de diferentes concentracGes de 0Oleo
essencial de Hesperozygis ringens

Concentracédo de Tamanho (pm)
OE (pL. mL'Y)
Comprimento Largura
P10 P11 P10 P11
0,00 30,76 aA* 25,78 aB 7,40 aA 6,35 aB
0,25 30,74 aA 25,77 aB 7,42 aA 6,34 aB
0,50 30,18 aA 25,65 aB 7,43 aA 6,20 bB
0,75 22,93 bA 23,38 bB 7,41 aA 6,11 bcB
1,00 22,06 bA 12,59 cB 7,43 aA 6,05 cB
CV (%) 3,78 0,78

*Meédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: “0,00” refere-se ao tratamento controle; P10: Pestalotiopsis
clavispora; P11: Pestalotiopsis cocculi.
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4.3.3 Coloragdes das colonias de Cladosporium spp. e Pestalotiopsis spp. submetidas a

diferentes concentracGes de 6leo essencial de Hesperozygis ringens e modo de acéo

N&o houve alteracbes na coloracdo das colbnias dos isolados de Pestalotiopsis
submetidos &s diferentes concentracfes de OE acrescidas ao meio de cultura quando
comparadas do tratamento controle. Também, estudando a morfologia de coldnias dos isolados
de C. pseudocladosporioides e C. Subuliforme, da Silva (2019), também ndo encontrou
variacdo da coloracio apresentada por colonias submetidas a uma concentragio de 1 pL. mL™*
de trés Oleos essenciais.

O 6leo de Hesperozygis ringens foi considerado fungistatico porque, quando em sua
presenca, em algumas concentracfes, tanto as colénias de Cladosporium spp. com
Pestalotiopsis spp. apresentaram alteracGes do desenvolvimento, isto €, menor diametro final
da colbnia e esporulacdo. Além disso, este OE mostrou-se influente para o tamanho dos esporos

de Pestalotiopsis spp.

4.4 COMPARACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA APRESENTADA PELOS OLEOS
ESSENCIAIS

Quando se analisa a variavel diametro final da col6nia, é possivel perceber que para C.
pseudocladosporioides ndo houve diferenca entre o0 OE1 (Ocimum gratissimum) e 0 OE2
(Hesperozygis ringens). Entretanto, estes tratamentos diferiram estatisticamente do tratamento
controle (CN). Para os demais isolados, houve diferenca estatistica entre todos os tratamentos,
onde as menores medias foram apresentadas pelas col6nias submetidas ao OE1 (Tabela 19).
Martini et al., (2011), avaliaram a atividade antibiolégica de H. myrtoidese O. selloi,
pertencentes aos mesmos géneros das espécies estudadas neste trabalho e também encontraram
diferenca nos valores do tamanho da col6nia fangicas e bacterianas, resultando em diferencas
na inibicdo. Segundo os autores, podem explicar a diferenca obtida entre os diferentes
tratamentos a sensibilidade maior ou menor apresentadas por alguns organismos a determinados
compostos.

Sampaio et al. (2020), avaliaram o efeito do OE de diferentes isolados de Myrcia ovata,
conhecida popularmente como cabeludinha, sobre o crescimento micelial de F. palidosporum
e C. musae, e também encontraram diferenca estatistica entre os valores obtidos para os isolados

fungicos em cada um dos OEs.
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Tabela 19 - Diametro final obtido de trés colonias de Cladosporium spp. cultivadas em meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar, acrescido de 1,0 pL. mL™ de dleo essencial de
Ocimum gratissimum (OE1), Hesperozygis ringens (OE2) e etanol (CN).

Tratamentos
Isolados
CN OEl OE2
13/12RS 57,10 aA* 13,10 aB 15,55 bB
9RS 57,56 aA 13,01 aC 2525 aB
16/12RS 57,19 aA 13,43 aC 24 66 aB
Cv 9.32

*Meédias seguidas de mesma letra minudscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: 16/2RS: Cladosporium subuliforme, 9RS Cladosporium
cladosporioides, 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides.

Com relacédo a esporulagéo, é possivel perceber que a esporulacdo de C. subuliforme
ndo foi influenciada pelos diferentes OEs, uma vez que ndo houve diferenca estatistica entre 0s
tratamentos (Figura 14). Foi possivel perceber ainda que C. cladosporioides apresentou
compotamento diferenciado quando submetido a cada um dos OEs. Para 0 OEL, ndo houve
diferenca entre este isolado e C. pseudocladosporioides enquanto que no OE2 ele apresetou a
maior média de esporulacao.

Na literatura, ndo existem trabalhos de comparacdo deste dois OEs frente a estas
espécies de Cladosporium. Entretanto, Da Silva (2019), também avaliou a esporulacéo
apresentada por diferentes espécies do genero Cladosporium submetidas a concentragéo de 1,00
uL. mL™ de trés OEs de espécies florestais e encontrou variagdo de até 75% na esporulagio de
um mesmo isolado quando comparado o efeito dos OEs.

Avaliando a esporulacdo apresentada por Aspergillus terreus, Fusarium oxysporum,
Penicillium expansum e Verticillium dalhiae, submetidos a diferentes concetraces de OEs de
lavanda (Lavandula stoechas), orégano (Origanum vulgare. subsp. hirtum) horteld (Mentha
spicata) e salvia (Salvia fruticosa) Kadoglidou et al. (2011) encontraram diferencas entre as
médias apresentadas por cada um dos isolados fungicos, onde um dos fatores influentes foi o
OE, demonstrando maior ou menor tolerancia que determinados organismos tem a alguns

compostos quimicos.
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Figura 14 - Esporulagéo de trés colonias de Cladosporium spp. cultivadas em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar, acrescido de 1,0 pL. mL™? de dleo essencial de Ocimum
gratissimum (OEL), Hesperozygis ringens (OE2) e etanol (CN).
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Meédias seguidas de mesma letra mindscula comparam os isolados dentro de cada tratamento, mailsculas
comparam um isolado nos diferentes tratamentos e ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro. Onde: 16/2RS: Cladosporium subuliforme; 9RS Cladosporium cladosporioides; 13/12RS
Cladosporium pseudocladosporioides.

Os resultados obtidos pelos autores demonstraram uma menor inibicdo do crescimento
e esporulacéo dos isolados fungicos quando em contato com o OE de orégano. Entretanto, 0s
autores destacam que P. expansum tratado com OE de lavanda desenvolveu-se completamente,
na ausencia do principal constituinte, sugerindo interferéncia de outros compostos menos
abundantes no 0leo, que podem atuar sinérgica ou competitivamente com o efeito do
constituinte principal.

Embora poucos trabalhos avaliaem a infuencia dos OEs no tamanho dos conidios,
muitos outros avaliam a capacidade de germinacdo dos conidios quando em contato com OEs,
e varios trabalhos vem demosntrando um efeito inibitorio na germinacéo de conidio ocasionada
peloOE, seja ele presente no meio de cultivo ou diluido em agua. Nascimento et al. (2019),
avaliaram a germinacéo de conidios de Colletotrichum gloeosporioides submetidos a oito OEs
e constataram varia¢do na germinacdo. A maior média de conidios germinados foi apresentada
pelo tratamento controle, sequido do tratamento com OE de gengibre (Zingiber officinale). Os
demais tratamentos ndo apresentaram conidios germinados, demonstrando toxidade.

Os OEs nao influenciaram de maneira significativa no comprimento dos conidios de
Cladosporium spp, como pode ser visualizado na Tabela 20, enquanto que para a largura ambos

os OEs influenciaram, ndo diferindo entre si, porém diferindo do tratamento controle (CN).
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Tabela 20 - Tamanho de conidios de trés coldnias de Cladosporium spp. cultivadas em meio
de cultura Batata-Dextrose-Agar, acrescido de 1,0 pL. mL™? de 6leo essencial de
Ocimum gratissimum (OE1), Hesperozygis ringens (OE2) e etanol (CN).

Tamanho (um) de conidio
Isolados Comprimento Largura
CN OE1 OE2 CN OEl OE2
13/12RS 5,17 aA* 5,26 aA 5,27 aA 2,48 bA 2,37bA 2,38bA
9RS 4,79bA 4,66 bA 4,76 bA 2,62 abA 2,26 bB 2,38 bB
16/12RS 5,29 aA 5,23aA 5,31 aA 2,80aA 2,80aA 2,84aA
CV 2,74 5,27

*Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha nédo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: 16/2RS: Cladosporium subuliforme, 9RS Cladosporium
cladosporioides, 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides.

Hu et al. (2019), também encontraram inibicdo na germinacdo de esporos de colonias
de Aspergillus spp. submetidas a diferentes concentragdes de sete OEs. Para alguns isolados
ndo houve diferenca estatistica entre as medias apresentada em cada um dos tratamentos
enquanto que outros variaram, demostrando assim, ndo sé influencia do OE mas também do
fator isolado.

Para a variavel tamanho de ramoconidio, ndo houve diferenca entre as médias
apresentadas pelos OEs e o tratamento controle, com excecéo do isolado C. subuliforme, o qual
apresentou medias significativamente menores quando submetido ao OE1. Para a largura
apenas para C. pseudocladosporioides os OE diferiram do tratamento controle, entretanto, ndo
diferiram estatisticamente entre si (Tabela 21).

Para Pestalotiopsis spp., 0s OEs influenciaram o didmetro final da colénia de maneira
distintas para Pestalotiopsis spp. (Tabela 22). Entretanto, embora as menores medias de
diametro tenham sido apresentadas por coldnias submetidas ao OEL, os valores observados em
P. cocculi foram significativamente menores que 0s observados em P. clavispora, o que pode
demostrar uma maior susceptibilidade desta espécie s substancias presentes em ambos os OEs,

ja que no tratamento controle ndo ouve diferenca entre as espécies.



65

Tabela 21 - Tamanho de conidio de trés coldnias de Cladosporium spp. cultivadas em meio de
cultura Batata-Dextrose-Agar, acrescido de 1,0 pL. mL™ de 6leo essencial de
Ocimum gratissimum (OE1), Hesperozygis ringens (OE2) e etanol (CN).

Tamanho (um) de ramoconidio

Isolados Comprimento Largura
CN OEl OE2 CN OEl OE2
13/12RS 13,05 bA* 12,86 abA 12,82 cA 497aA 332aB 4,29aB
9RS 13,21 bA 13,01aA 13,24 bA 3,19cA 315bA 3,13bA
16/12RS 16,27 aA 12,69bB 16,22 aA 4,26 bA 422aA 4,29 aA
CVv 1,41 3,83

*Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha nédo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: 16/2RS: Cladosporium subuliforme, 9RS Cladosporium
cladosporioides, 13/12RS Cladosporium pseudocladosporioides.

Estudando a atividade antifungica de diferentes concentragdes do OE de Salvia spp. no
crescimento micelial de seis isolados de Aschochyta rabiei, Yilar e Bayar encontraram
diferencas entre as médias apresentadas por alguns isolados. Além disso, os autores nao
compararam as médias obtidas entre os isolados nos diferentes OEs por que destacam que cada
um destes possui uma composicao diferente, o que dificulta a anélise, devido a heterogeneidade

de constituintes.

Tabela 22 — Diametro final de col6nia de duas col6nias de Pestalotiopsis spp. cultivadas em
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar, acrescido de 1,0 pL. mL? de 6leo essencial
de Ocimum gratissimum (OE1), Hesperozygis ringens (OE2) e etanol (CN).

Tratamentos
Isolados
CN OE1 OE2
P10 70,00 aA* 11,92 bC 43,11 aB
P11 70,00 aA* 16,85 aC 31,32 bB
CVv 3,91

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: P10: Pestalotiopsis clavispora; P11: Pestalotiopsis cocculi.

Com relacéo a esporulagdo de Pestalotiopsis spp. (Figura 15) foi possivel constatar que,
apesar de influenciarem de maneira negativa, isto é, proporcionando uma menor quantidade de

conidios, quando se compara com o tratamento controle. As médias de conidios apresentadas
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por Pestalotiopsis spp no tratamento controle foi superior a 2,5 x108, enquanto que n&o
ultrapassaram 1,0 x10° conidios. mL™ para ambos OEs. Deste modo, é possivel afirmar que os
OEs possuem o mesmo efeito redutor, ja que ndo houve diferenca estatistica entre eles.

Figura 15 - Esporulacdo de duas colbnias de Pestalotiopsis spp. cultivadas em meio de cultura
Batata-Dextrose-Agar, acrescido de 1,0 pL. mL™? de dleo essencial de Ocimum
gratissimum (OEL), Hesperozygis ringens (OE2) e etanol (CN).

»>
3]
@
>

e

4
3,5 e
X bA

rEEd

A AR AR A MR ARG
B AR SR
ARSI

P I
S T CRS

Esporulacéo x 108

[y

o
3]

ey

o

(@]
zZ

Tratamentos

Bp10 BP11

Médias seguidas de mesma letra mindscula comparam os isolados dentro de cada tratamento, mailsculas
comparam um isolado nos diferentes tratamentos e ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Onde: P10: Pestalotiopsis clavispora; P11: Pestalotiopsis cocculi.

Para a variavel tamanho de conidio (Tabela 23), € possivel perceber que os OEs
influenciaram de maneira diferente o comprimento e a largura. Para o comprimento,
Pestalotiopsis clavispora, apresentou as menores médias quando submetidas ao OE de Ocimum
gratissimum (OE1). Neste tratamento, os conidios apresentaram média de 18,59 um, cerca de
40% menos que aqueles apresentados pelas colnias expostas ao OE2. Os conidios de P. cocculi
por sua vez apresentaram largura significativamente menores quando submetidos ao OE2
quando comparados com o tratamento controle e 0 OE1, que ndo diferiram entre si.

Avaliando a germinacdo de esporos de Botrytis cinerea submetidos a diferentes
concentraces de trés OEs Soylu et al. (2010), constataram reducdo na germinacao, conforme
aumentaram a concentracdo dos OEs. Além disso, 0s autores constataram interrupcao total da
emissdo do tubo germinativo dos conidios. Neste sentido, estima-se que altera¢cdes no tamanho

de conidios também possa alterar a germinacdo dos isolados deste trabalho.
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Tabela 23 — Comprimento de conidios de duas colbnias de Pestalotiopsis spp. cultivadas em
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar, acrescido de 1,0 uL. mL™ de 6leo
essencial de Ocimum gratissimum (OE1), Hesperozygis ringens (OE2) e etanol

(CN).
Tamanho (um) de conidio
Isolados Comprimento Largura
CN OE1 OE2 CN OE1 OE2
P10 30,76 aA* 18,59 aC 22,06 aB 6,55 bA 6,18aA 7,43aA
P11 26,70 bA 14,40 bB 12,60 bB 7,40a A 7,40aA 6,05bB
CV 5,94 2,74

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Onde: P10: Pestalotiopsis clavispora; P11: Pestalotiopsis cocculi.

4.4 ANALISE DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS EM MICROSCOPIO
ELETRONICO DE VARREDURA

Através da técnica de microscopia eletronica de varredura foi possivel a visualizacao
das estruturas reprodutivas e vegetativas de Cladosporium cladosporioides (9RS). No
tratamento controle foi possivel visualizar em meio ao micélio, hifas diferenciadas, formadoras
de conidi6foros, muitos destes altos e ramificados com conidios subglobosos a ovoides, sem
deformacdes severas (Figura 9, A, B e C). E possivel visualizar na figura, os conidios em cadeia
(A) e também o ramoconidio (B). Em “C” observa-se a “cicatriz” em um ramoconidio,
caracteristica comumente associada ao género, e que € a area de contato entre o conidio e o
ramoconidio e visivel apos a liberacdo do primeiro.

Para os tratamentos com OE de O. gratissimum, na maior concentracdo utilizada (1,25
puL. mL?) foi possivel observar deformacdes severas nas estruturas flingicas de C.
cladosporioides presentes nos discos depositados sobre o meio de cultura, com agregados de
hifas enrugadas e vazias. Cabe relembrar que para esta concentracdo de OE ndo houve o
desenvolvimento do micélio, sobre o meio de cultura e nem sobre o disco de meio de cultura.
Em “D”, “E” e “F”, correspondentes a0 tratamento na concentracio de 0,50 puL mL*
apresentam pouca variacao estrutural das coldnias quando comparadas ao tratamento controle.

As deformaces apresentadas pelas coldnias submetidas as concentracGes mais elevadas
do OE de O. gratissimum podem estar associadas a presenga do componente majoritario do OE
O. gratissimum, o Eugenol, um fenil propanoide. Os fenil-propanoides sdo conhecidos por

serem extremamente toxicos devido a presenca de anéis aromaticos e servem como precursores
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de uma série de polimeros naturais, 0s quais fornecem protecdo contra a luz ultravioleta, defesa
contra herbivoros e patdgenos (TAIZ; ZIEGLER; MASSIMO, 2017).

Adams, Kunz e Weidenbdrner (1996), estudando isoladamente o composto Eugenol,
sobre colénias de C. herbarum, também constataram deformacgdes no micélio de colbnias
submetida a diferentes concentragdes do componente.

Segundo Inouye, (2003), a origem lipofilica e anaerdbica da membrana fungica é o
principal fator que permite a eficacia de OEs como forma de controle de patogenos. E ela que
permite que 0s compostos toxicos penetrem pela membrana flngica e alteram os fluxos de
cétions e protons, essenciais para o funcionamento celular. (CASTRO; OLIVEIRA, 2016).

Por isso, € comum que estruturas fangicas submetidas a concentracfes de dleos
essenciais apresentem deformacdes estruturais, tanto em seu micelio, como em estruturas
reprodutivas. Phongpaichit et al. (2004), demonstraram que culturas fangicas expostas a
extratos de Cassia spp. apresentaram colapso e desnaturacao celular apds exposicao. Estudando
a ferrugem da soja, Medice et al. (2007), observaram em MEV que uredosporos submetidos a
diferentes OEs de aspecto desidratados quando comparados com aqueles submetidos a apenas
borrifagem com &gua destilada.

Estudando os efeitos de diferentes concentracbes do OE de funcho (Anethum
graveolens, Apiaceae), sobre A. niger, Tian et al. (2011), também constataram deformacdes
severas em hifas fangicas na maior concentracdo do OE. Os autores identificaram hifas
rompidas, de aspecto nrugado e vazias (o que também foi visualizado na figura 9), com visivel
perda da integridade dos conidios.

Para Pestalotiopsis clavispora (Figura 10), também foi possivel a visualizacdo de
estruturas vegetativas e reprodutivas do fungo. No tratamento controle, em “a”, € possivel a
visualiza¢do de acérvulos em meio ao micélio, enquanto que em “b” é observa-se em detalhes
hifas. Na maior concentracdo utilizada, ndo foi observado conidios do isolado, ja que essa
concentragcdo inibiu totalmente a esporulacdo do patégeno. Em ‘“c”, apesar de ndo estar
submetido ao OE, observa-se a desnaturacdo celular dos conidios, o que pode estar associado
ao processo de secagem do material. Entretanto, no tratamento com 0,5 pL. de OE é possivel
observar uma porcentagem bem maior de conidios com aspecto desnaturado. Este processo
também pode ser visualizado em “g” e “h”, onde hifas também apresentaram aspecto rugoso e
deformado.

Chen et al. (2020), avaliaram a atividade inibitéria de Mentha haplocalyx conhecida
popularmente como horteld e Schizonepeta tenuifolia, planta amplamente utilizada pela

medicina chinesa e conhecida por jing jie, contra sete patdgenos fungicos de ginseng (Panax
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notoginseng). Durante os estudos, os autores além de identificar uma inibigdo de 100% no
desenvolvimento dos micélios, constataram alteracfes estruturais severas em colnias de
Fusarium oxysporum.

Han et al. (2019), estudaram a atividade antifingica de diferentes concentragdes do 6leo
essencial de crisantemo (Chrysanthemum indicum) como potencial agente de biocontrole contra
0 patdgeno Phytophthora nicotianae. Os autores encontraram além de elevados valores de
inibicdo do crescimento micelial, alteracfes morfol6gicas nas hifas do patégeno quando em
contato com o OE.

Figura 16 - Microscopia de varredura de colonias de Cladosporium cladosporioides cultivadas
em meio de cultura Batata-Dextrose-Agar, acrescido de diferentes concentragdes
de 6leo essencial de Ocimum gratissimum.

Onde: A, B, C: tratamento controle; D, E, F: concentracio de 0,50 uL. mL?; G, H, I: concentragio de 1,25 pL.
mL™. Setas indicam: C e F: ramoconidio com detalhe de cicatriz; E: detalhe da area de contato entre a hifa
modificada e o ramoconidio; G e I: hifa fingica com deformacéo severa e desnaturacdo; H: estrutura tubular de
hifa. A, D,Gem5kV; B, E,H, 10Kv; C, F, 1 15K.
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Chen et al., (2018) observando caracteristicas morfologicas por MEV constataram
alteracbes dos micélios de coldnias de Pestalotiopsis microspora tratadas com oleoresina de
gengibre (Zingiber officinale). Segundo os autores, durante a analise, a amostra controle de P.
microspora apresentava micélios lisos, uniformes. No entanto, ainda segundo o0s autores 0s
micelios pareciam, distorcidos, entrelagados e amassados ap6s exposi¢cdo ao OE e nenhum
conidio foi observado na estrutura. Além disso, 0s autores constataram um aumento na
condutividade da membrana, que, segundo 0s mesmos € um indicio do extravasamento dos

eletrdlitos da membrana fungica, pela presenga do OE.

Figura 17 - Microscopia de varredura de coldnias de Pestalotiopsis clavispora cultivadas em
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar, acrescido de diferentes concentracfes de
6leo essencial de Ocimum gratissimum.

Onde: A, B, C tratamento controle; D, E, F: concentragdo de 0,50 uL. mL%; G, H: hifa fingica com deformagdo
severa e desnaturacdo; setas indicam: A: acérvulos entre o micélio fingico. B: estrutura ramificada de hifa.
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5 CONCLUSOES

Eugenol e Pulegona sdo compostos majoritarios de Ocimum gratissimum e
Hesperozygis ringens respectivamente

Os 0leos essenciais de Ocimum gratissimum e Hesperozygis ringens possuem atividade
antifungica frente aos fungos Cladosporium cladosporioides, C. pseudocladosporioides
C. subuliforme, Pestalotiopsis Clavispora e P. cocculi, sendo a concentracéo utilizada
um fator influente no didmetro final da colénia, esporulacdo e morfologia dos conidios.
Na concentragio de 1,00 uL. mL™ o didmetro final da colonia de Cladosporium spp. e
Pestalotiopsis spp. foi significativamente reduzido pelo 6leo essencial de Ocimum
gratissimum sendo este, de forma geral, mais eficiente na reducdo quando comparado
com o Oleo essencial de Hesperozygis ringens, enquanto que na esporulagdo, tamanho
de conidios e tamanho de ramoconidio em geral, ndo houve diferenca entre as médias
obtidas pelas varidveis analisadas nos diferentes 6leos essenciais.

A concentracdo de 1,25 pL. mL™? do dleo essencial de Ocimum gratissimum é capaz
de causar severas deformacdes nas caracteristicas morfologicas de Cladosporium spp.

e Pestalotiopsis spp.
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