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RESUMO
Oleos essenciais no controle de Corynespora cassiicola da soja

AUTOR: Axel Bruno Mariotto
ORIENTADORA: Denise Schmidt

O aumento da producdo agricola nos ultimos anos evidencia alguns problemas que
anteriormente ndo passava de pequenos obstaculos, mas com a expansao dos cultivos em muitas
regides do Brasil, houve concomitantemente aumento de problemas fitossanitarios, sendo um
dos maiores desafios para os sojicultores. A soja possui 6timos programas de aplicacfes
quimicas para as principais doencas, mas doencas secundarias atualmente se destacam, como
Mancha-alvo, causada por Corynespora cassiicola que é patogénica a diversos hospedeiros e
com potencial de resisténcia a varios fungicidas. A utilizacdo de Gleos essenciais e seus
constituintes quimicos majoritarios no manejo fitossanitario vem como método alternativo ao
controle quimico, visando menor risco ao ambiente e a selecdo de patogenos resistentes. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a acdo de éleos essenciais de oito espécies de plantas
aromaticas, em oito doses, no controle do crescimento micelial de C. cassicola e verificar a
inibicdo da sintese de ergosterol na membrana plasmatica do fungo. O trabalho foi realizado
em dois experimentos, o primeiro foi a atividade antifingica in vitro dos 6leos essenciais. O
segundo foi o efeito dos 6leos essenciais na inibicdo da sintese do ergosterol. Os dois
experimentos foram realizados no Laboratério de Extrativos Aromaticos da Universidade
Federal de Santa Maria, campus Frederico Westphalen, no ano de 2022. O experimento in vitro
teve o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema bifatorial 8 x 9, sendo
oito 6leos essenciais OE1, OE2, OE3, OE4, OE5, OE6, OE7 e OES8) e nove doses (0,0; 0,3; 0,6;
0,9; 1,2; 1,5 1,8; 2,1 e 24 pL mL™), utilizando fungicida a base de fluxapiroxade +
piraclostrobina (1,5 uL mL™) a fim de comparag@es. AvaliacGes de crescimento flingico foram
realizadas durante um periodo de 10 dias. Apds esse periodo, verificou-se no experimento in
vitro que os 6leos essenciais OE1, OE2, OE3, OE4 e OE8 demonstraram os melhores resultados
promovendo inibicdo total do patdgeno, assim como o fungicida. Para o experimento da
inibicdo do ergosterol, foi avaliado a dose de 1,5 uL. mL™, escolhida com base nos resultados
obtidos do ensaio in vitro, foram incubados os tratamentos em placas de Petri semelhante ao
experimento anterior e apds seis dias observou-se que os 6leos essenciais OE1, OE2, OE3,
OE4, OE5 e OE8 demonstraram os melhores resultados com a inibigdo total da sintese de
ergosterol do isolado. Os Gleos essenciais testados no presente trabalho demonstraram efeitos
satisfatorios no controle de C. cassiicola e podem ser uma alternativa viavel para o seu controle.

Palavras-chaves: Mancha alvo. Glycine max. Ergosterol. Controle alternativo.



ABSTRACT

Essential oils in the control of Corynespora cassiicola in soybean

AUTHOR: Axel Bruno Mariotto
ADVISER: Denise Schmidt

The increase in agricultural production in recent years highlights some problems that
were previously nothing more than minor obstacles, but with the expansion of crops in many
regions of Brazil, there has been a concomitant increase in phytosanitary problems, being one
of the greatest challenges for soybean farmers. Soybean has excellent chemical application
programs for the main diseases, but secondary diseases currently stand out, such as Target Spot,
caused by Corynespora cassiicola, which is pathogenic to several hosts and with potential
resistance to several fungicides. The use of essential oils and their major chemical constituents
in phytosanitary management comes as an alternative method to chemical control, aiming at
lower risk to the environment and the selection of resistant pathogens. The objective of the
present work was to evaluate the action of essential oils from eight species of aromatic plants
in nine doses, in the control of mycelial growth of C. cassicola and to verify the inhibition of
ergosterol synthesis in the plasmatic membrane of the fungus. The work was carried out in two
experiments, the first was the in vitro antifungal activity of essential oils. The second was the
effect of essential oils on inhibiting ergosterol synthesis. The two experiments were carried out
at the Federal University of Santa Maria, Frederico Westphalen campus in the year 2022. The
in vitro experiment had a completely randomized experimental design in a bifactorial 8 x 9
scheme, with eight essential oils OE1, OE2, EO3, EO4, EO5, EO6, EO7 and EO8) and nine
doses (0.0; 0.3; 0.6; 0.9; 1.2; 1.5; 1.8; 2.1 and 2.4 pL mL™), and using fluxapyroxad +
pyraclostrobin-based fungicide (1.5 pL mL™) for comparison purposes. Fungal growth
assessments were performed over a period of 10 days. After this period, it was verified in the
in vitro experiment that the essential oils OE1, OE2, OE3, OE4 and OE8 showed the best results
demonstrating total inhibition of the pathogen, as well as the fungicide. For the ergosterol
inhibition experiment, a dose of 1.5 uL mL™? was evaluated, chosen based on the results
obtained from the in vitro assay, the treatments were incubated in petri dishes similar to the
previous experiment and after six days the It was found that the essential oils OE1, OE2, OE3,
OE4, OE5 and OES8 showed the best results with total inhibition of the isolated ergosterol
synthesis. The essential oils tested in the present work demonstrated satisfactory effects in the
control of C. cassiicola and can be a viable alternative for its control.

Keywords: Target spot. Glycine max. Ergosterol. Alternative control.
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1 INTRODUCAO

A producdo agricola nos dltimos anos tem se expandido cada vez mais em muitas
regibes do Brasil e com esse fato, aumentou também os problemas fitossanitarios, como a
incidéncia de doencas. Estas patologias afetam as plantas em todo o seu ciclo vegetativo e
reprodutivo, sendo o manejo fitossanitario um dos maiores desafios para os sojicultores,
podendo trazer prejuizos de até 75% na produtividade final da cultura, sem o devido controle
(JUHASZ et al., 2013).

A soja ja estd consolidada no Brasil a varias décadas devido a sua importancia
econdmica e aos varios fatores que a colocam nesse patamar, principalmente pelo seu alto teor
de proteina, aproximadamente 40%, e o seu teor de 6leo, aproximadamente de 20% (CARRAO-
PANIZZI et al., 2021).

O cultivo da soja € acometido por varias doencgas causada por fungos, bactérias,
nematoides e virus, no qual reduzem significativamente a producéo final. Dentre o0s patdgenos
gue ocorrem nessa cultura, um de pouca importancia até algum tempo atrds tem ganhado
destaque a nivel nacional e internacional, é o caso do patégeno Corynespora cassiicola
causadora da mancha-alvo na soja (MOLINA et al., 2022)

O patdgeno € problema para varias culturas economicamente importante, além da soja,
0 que o torna ainda mais preocupante a recentes temas de pesquisa, pois 0 patdgeno pode ocupar
uma diversidade de hospedeiros como plantas, nematoides e em humanos, além de ser relatado
em mais de 70 paises e em mais de 400 espécies de plantas (FARR; ROSSMAN, 2022). Além
da sua capacidade de infec¢do, outro fator preocupante que chama a atencdo para o patégeno,
conforme o FRAC (Fungicide Resistence Action Committee), é que o fungo esta presente na
lista de patdégenos com alto risco de desenvolvimento a resisténcia aos atuais fungicidas (FRAC,
2019).

Em estudos mais avangados do patossistema seringueira x C. cassiicola observou-se que
0 desenvolvimento do banco de germoplasma com resisténcia/tolerdncia ao patdgeno
demonstrou ser uma estratégia viavel (FERNANDO et al. 2010), mas para a soja ainda ndo tem
se mostrado uma estratégia eficiente (SOARES; ARIAS, 2020). Dessa forma, o controle
predominante atual do patdégeno é o método quimico, mas o uso fora das recomendacOes
técnicas além de ocasionar poluicdo ambiental, pode aumentar a selecdo de patdgenos

resistentes aos principios ativos dos produtos recomendados (SILVA, 2018).
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Como método alternativo ao controle quimico, visando menor risco ao ambiente e a
selecdo de patdgenos resistentes, surgem estudos que buscam formas menos agressivas ao meio
ambiente e ao produtor. A utilizacdo de dleos essenciais e seus constituintes quimicos
majoritarios, podem apresentar atividade fungitdxica direta que reduz o crescimento micelial
de patdgenos e a producdo de esporos (VILELA et al., 2009). Para compreender melhor a acéo
dos 6leos essenciais sobre 0 alvo e a relagao que ele pode ter com a sintese do ergosterol presente
na membrana plasmatica do patdgeno, em estudos Kedia et al. (2014) mostraram que o 6leo
essencial pode provocar reducao significativa na inibicéo da sintese de ergosterol.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antiflngica in vitro de 6leos
essenciais de diferentes espécies de plantas arométicas no controle de Corynespora cassicolla,
causador da mancha alvo, em plantas de soja e verificar o seu potencial na inibicao da sintese

de ergosterol do patogeno.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O trabalho teve por objetivo avaliar a acdo de Oleos essenciais de espécies de plantas
aromaticas em diferentes doses, no controle do crescimento micelial de Corynespora cassicola
e verificar o potencial das doses Oleos essenciais na inibicdo da sintese de ergosterol na

membrana plasmatica do fungo.

1.1.2 Objetivos especificos

i. Avaliar o potencial antifungico dos éleos essenciais no controle in vitro de Corynespora
cassiicola;

ii. Determinar quais 0leos essenciais e sua respectivas doses que apresentam inibi¢cdo no
crescimento in vitro do patogeno;

iii.  Verificar o potencial dos dleos essenciais na inibi¢do da sintese do ergosterol.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 SOJA

2.1.1 Historia

A soja (Glycine max) é uma das culturas mais antigas utilizadas na agricultura e a mais
importante na agricultura moderna na producdo mundial de alimento. Tem como centro de
origem a Asia, na grande China antiga sendo o0 seu registro mais antigo em 2838 a.C. no
herbario Pen TS’ Ao Kang mu (BONATO; BONATO, 1987). Ao final do século XV a soja
tornou-se conhecida mundialmente, mas a cultura s6 ganhou importancia econémica ap0s sua
introducdo nas Ameéricas, primeiramente nos Estados Unidos e, posteriormente, chegando ao
sul do continente, no Brasil e Argentina.

Segundo Gazzoni (2018), a implementacdo da soja no Brasil ocorreu pelo pesquisador
Gustavo D’Utra em 1882 na Bahia, mas devido as condigdes climaticas do estado baiano e de
o material genético ser indicado para clima temperado, ndo houve a adaptacdo da cultura. O seu
sucesso na producdo agricola so iniciou no periodo de 1920 a 1940 no Estado do Rio Grande
do Sul e, a partir dai, ocorreu sua expansdo para outros estados brasileiros.

Atualmente, é a cultura de maior importancia econdmica para o Brasil e 0 mundo, estando
ligada direta e indiretamente a alimentacdo animal e de toda populacdo mundial. Além dessa
importancia, a soja apresenta elevado valor nutricional com teor de proteina, de
aproximadamente 40%, e teor de 6leo, de aproximadamente 20%. (CARRAO-PANIZZI et al.,
2021)

A espécie é uma planta herbacea, da familia Fabaceae (Leguminosas), uma das familias
mais importantes para a agricultura ficando atras somente da Poaceae (gramineas), trata-se de
uma planta anual e o seu ciclo pode variar de 70 a 200 dias dependendo do material genético
utilizado. Possui habito de crescimento ereto a prostrado do tipo determinado, indeterminado
ou semideterminado (MATSUO et al. 2022).

A produtividade da soja depende de varios fatores para 0 seu sucesso e entre eles estdo a
época de semeadura, espacamento, local de producdo relacionado ao fotoperiodo,
disponibilidade de nutrientes e um bom manejo fitossanitario (SEIXAS et al., 2020). A
incidéncia de doencas pode levar de 15 a 20% de perdas e a mancha-alvo pode causar perdas
de até 42% (MOLINA et al, 2019).
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2.2 CORYNESPORA CASSIICOLA

2.2.1 Historico

A Corynespora cassiicola, conhecida como mancha-alvo ou mancha de corinespora foi
descrita pela primeira vez como Helminthosporium cassiicola por Bearkeley e Curtis (1868) e
foi reclassificada por sua nomenclatura atual por C. T. Wei (1950). Este patdgeno pertence ao
Reino Fungi Filo Ascomycota, classe Dothidiomycetes, onde dentro dessa classe possui muitos
patdgenos de plantas, epifitos, enddfitos ou saprofitos. C. cassiicola pode ser encontrada nos
tropicos, subtropicos e em casa de vegetacdo por todo 0 mundo, pode sobreviver no ambiente
de forma patogénica, saprofitica e endofitico, observado apenas de forma anamorfica
(SCHLUB et al., 2007).

O patdgeno ja foi relatado em diversas culturas de importancia econdémica de forma
infecciosa, como a seringueira, tomate, pepino, algoddo, tabaco e soja (BLAZQUEZ, 1967;
DIXON et al., 2009; CONNER et al., 2013; FAJOLA; ALASOADURA, 1973; FULMER et
al., 2012; TERAMOTO; PARISI; CUNHA, 2013). Os registros mais recentes encontrados
foram na cultura do mirtilo na regido central da Flérida (Onofre et al., 2016), batata-doce na
China (XU et al. 2016), em guduchi na India (MEENA et al., 2022) e em berinjela infectando
folhas e frutos nas Filipinas (AUMENTADO; BALENDRES, 2022). O fungo ¢ relatado de
forma infectiva em mais de 380 géneros de plantas e 530 espécies de plantas (MOOH-KOH et
al. 2022), incluindo Monocotiledoneae, Dicotiledoneae, Pterophytas e uma Cycadaceae.

No Brasil, o patdgeno foi relatado pela primeira vez em plantas de soja no ano de 1976
nos Estados de Sdo Paulo e Parana (ALMEIDA; YAMASHITA, 1976). Atualmente é uma
doenca encontrada em todas as regides produtoras de soja, ocorrendo em maior frequéncia nos
anos de alta intensidade de chuvas e temperaturas elevadas, e devido as caracteristicas que
favorecem o patdgeno (CELOTO et. al., 2016).

Os fungos do género Corynespora possui conidioforos Gnicos com estroma ausente,
conidios porosporosos e suportados apicalmente. Segundo Godoy et al. (2016) os conidiéforos
podem conter de um a 20 septos (4-11 x 44x350 um) podendo ser isolados ou em grupo,
conidios amarronzados (39-520 x 7-22 um) em cadeia ou isolados de trés a cinco septos e de

forma variada (Figura 1).
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Figura 1 — Conididforos e conidios de Corynespora cassiicola

Fonte: Mycobank - Corynespora cassiicola (BERK. & M.A. Curtis) C.T. Wei, Mycological Papers 34: 5 (1950)
[MB#296024]

Autores relatam, que em um mesmo ambiente, isolados de C. cassiicola, podem variar
morfologicamente, cor da colbnia, crescimento, producdo de esporos, patogenicidade e sua
diversidade genética (SOUSA; BENTES, 2014; JAYASINGHE et al. 1997; CELOTO et al.,
2016; BRETON et al, 2000; ATAN; HAMID, 2003 ; ROMRUENSUKHAROM et
al., 2005; DIXON et al., 2009; MELO; REIS, 2010).

O ciclo das relagdes patdgeno-hospedeiro tem suma importancia para a compreensao do
ciclo da doenca no patossistema estudado. Na maioria das doencas o ciclo basicamente esta
separado em cinco processos, o cada qual poderad servir de compreensdo para um manejo
assertivo no controle do patogeno.

Em relagdo a origem do indculo, podem ser denominados de duas formas: ciclo
primério, onde a origem do indculo é externo ao campo de producdo e responsavel pela
introducgdo da doenca, e ciclo secundario, que € originario do proprio campo de producéo e de
modo geral € o principal responsavel pelo desenvolvimento de epidemias policiclicas
(AMORIM; PASCHOLATI, 2019). A importancia se da no manejo que deve ser realizado em


https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-012-0169-6#ref-CR24
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-012-0169-6#ref-CR4
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-012-0169-6#ref-CR1
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-012-0169-6#ref-CR58
https://link.springer.com/article/10.1007/s13225-012-0169-6#ref-CR14
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cada uma das situacbes, onde se visa buscar diminuir a fonte de inoculo, assim afetando a

sobrevivéncia do patogeno.

2.2.2 Sobrevivéncia

A sobrevivéncia de fitopatdgenos é a fase que ird garantir a perpetuacdo da espécie
qguando enfrenta fatores adversos como a auséncia de hospedeiro susceptivel e/ou condictes
climaticas que o desfavorece (AMORIM; PASCHOLATI, 2019). Dessa forma, os autores ainda
concluem que os patdgenos contam com vérias formas de sobrevivéncia e sendo classificadas
em grandes categorias como: estruturas de resisténcia, atividade saprofitica, plantas hospedeiras
e ndo hospedeiras e, para alguns outros patdgenos, vetores.

O agente da mancha-alvo conta com varias dessas estratégias para sobreviver, sua
sobrevivéncia ocorre em diversos substratos, podendo sobreviver de forma saprofitica em restos
culturais, em hospedeiros alternativos, em sementes infectadas, em ambos os casos sendo fonte
de indculo inicial para os campos de producdo (GODQY, et al., 2016), ainda, Onesirosan et al.
(1974) encontraram isolados do patdégeno de C. cassiicola em plantas ndo hospedeiras, sem
sintomas da doenca, demonstrando sua capacidade epifitica de sobrevivéncia do fungo.

Apesar do ataque deste patdgeno ser mais comum na parte aérea, segundo Oliveira et
al. (2012) como a C. cassiicola possui clamiddsporos como estrutura especializada de
resisténcia, esta estratégia pode viabilizar sua sobrevivéncia por um periodo maior se tornando

uma importante fonte de in6culo na auséncia de hospedeiros vivos ou condicGes desfavoraveis.

2.2.3 Disseminacéao

Conforme Amorim e Pascholati (2019) relatam, a disseminagéo é a fase onde ocorrera
a propagacdo da doenga nos campos de cultivo tanto em escala temporal como espacial e esse
processo envolve trés subprocessos importantes para o sucesso do patégeno, iniciando pela
liberacéo, disperséo e deposicao do patdgeno. Estes subprocessos estéo atrelados a liberacédo e
a remocéo dos propagulos do local onde foi produzido, o transporte a partir da liberacdo até a
sua deposicdo em determinada superficie.

No caso da C. cassiicola da soja, a sua dispersdo ocorre de forma passiva sendo
dependentes de outros agentes como a agdo do vento, respingos de agua por gotas de chuva ou

irrigacdo por aspersédo, acao do homem e insetos, assim favorecendo a sua disseminacao.
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2.2.4 Infeccdo

A infeccdo ocorre quando o conidio em superficie do hospedeiro emite o tubo
germinativo e permite a penetracdo na parede celular. Segundo Mesquini (2012) este processo
pode variar, pois condi¢fes climaticas como o molhamento foliar continuo por 48 horas e
temperatura entre 18 e 32 °C podem favorecer a severidade da doenca. O periodo de laténcia
da doenca, tempo entre a infec¢do e a reproducéo, é de cinco a sete dias, sendo favorecido pelas
mesmas condic¢des, além da umidade relativa do ar superior a 80%, conforme descrito por
Amorim e Pascholati (2019).

Segundo Godoy et al. (2016), temperaturas do solo de 15 a 18 °C sao ideais para a
infeccdo radicular, mas o fungo que causa a podriddo radicular, apesar de apresentar
caracteristicas semelhantes a isolados de parte area de C. cassiicola, quando inoculado na parte

aérea pode causar pequenas lesdes necrdticas, mas sem evoluir para mancha-alvo.

2.2.5 Colonizagdo

A colonizacdo é a fase em que o patdgeno ja esta presente no hospedeiro e ira utilizar
todo o seu potencial, principalmente quimico, para expandir e atacar novas células, ocupando
esses espacos a fim de se reproduzir. Dessa forma, os fitopatdgenos irdo produzir uma
infinidade de enzimas, normalmente extracelulares, para a degradacdo da parede celular e assim
estabelecer uma relacdo nutricional com o hospedeiro, nessas circunstancias é possivel
classifica-los em trés grupos: biotroficos, necrotréficos (LUTTRELL, 1974) e hemibiotréficos
(PARBERY, 1996).

O fungo C. cassiicola por ser um parasita necrotrofico, coloniza o seu hospedeiro
mantendo a relacdo nutricional, e consequentemente matando suas células, através da producédo
de uma toxina especifica a cassicolin (BARTHE et al., 2007), dessa forma garantindo a morte

das celulas e tecidos adjacentes ao local da infec¢éo.

2.2.6 Reproducao

A fase de reproducgdo do patdgeno podera acontecer tanto no interior do hospedeiro ou
exterior. A maioria dos fungos e bactérias fitopatogénicas se reproduzem no interior do
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hospedeiro, como é o caso da C. cassiicola, no qual produz conidios na area externa infectada
da folha e com isso, na maioria dos casos, favorecendo sua disseminacdo pela 4gua ou vento.

O patdgeno tem como caracteristica a auséncia de reproducéo sexual e para a formacéo
de estruturas reprodutivas necessita de condi¢cdes de ambiente especificas, como longo periodo
de molhamento foliar, alta umidade relativa do ar, temperaturas em média de 25 °C, e
fotoperiodo longos, assim dessa forma se favorece a formacdo de conidiéforos e conidios
(AMORIM; PASCHOLATI, 2019).

2.3 SINTOMATOLOGIA

A mancha-alvo é uma doenca de final de ciclo da cultura da soja, no entanto pode ocorrer
em todos os estadios fenoldgicos da cultura, sendo encontrada normalmente nas folhas
baixeiras, e outras partes da planta como hipocétilos, raizes, caules, ramos, flores e vagens. Nas
folhas o sintoma caracteristico sdo pequenas pontuacdes amareladas (Figura 2), formando
lesbes maiores de coloracdo amarelada em formato de anéis concéntricos, onde o centro €

necratico, se assemelhando a um alvo, atingindo até 2,0 cm (GODOY et al., 2016).

Figura 2 — Sintoma da mancha-alvo em foliolo de soja

Fonte: R. L. Benchimol (CARDOSO et al. 2019)

As cultivares respondem diretamente ao ataque do patdgeno, sendo que as consideradas

suscetiveis irdo apresentar uma desfolha severa com manchas nas hastes e nas vagens. Nos
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peciolos e hastes as manchas sdo marrom escuras, podendo ser até lesdes alongadas mais
espessas ao centro e atenuadas nas extremidades. A partir do estadio fenolégico R.5 as manchas
podem aparecer nas vagens, geralmente sdo circulares com 1,0 mm de diametro, sutilmente
deprimidas com o centro roxo ou preto e bordas marrons, periodos de chuvas prolongadas ou
alta umidade podem favorecer a juncdo das manchas e cobrir toda a vagem. Em casos mais
especificos, a mancha pode adentrar a vagem e causa pequenas lesdes nas sementes.

A presenca do in6culo em sementes ou restos culturais podem gerar consequéncias ja
na fase de stand de plantulas e nesta fase é possivel observar podridao radicular, sendo mais
comum em sistema de plantio direto. Plantas infectadas irdo apresentar amarelecimento das
folhas e maturacdo prematura, serd possivel também observar lesdes circulares no hipocdétilo,
na raiz principal e laterais, causando anelamento nas raizes laterais. Em uma situacdo em que
ocorre a morte da planta em ambiente favoravel, com alta umidade do solo, observa-se lesdes
ovais de coloracdo marrom-violeta coberta por uma camada negra de conidioforos e conidios
devido a alta esporulacdo do patdgeno, consequentemente, aumento da fonte de indculo, e em

estado mais avancados tera a descoloracéo total da raiz (GODOY et al., 2016).

24  CONTROLE

O controle de doencas € o objetivo pratico mais importante da fitopatologia, onde 30%
da producdo agricola mundial é perdida anualmente devido a problemas fitossanitarios e a
eficiéncia produtiva procurada pelo homem acaba ocasionando, paradoxalmente, os atuais
problemas na agricultura (BERGAMIM FILHO; AMORIM, 2019).

Segundo Godoy et al. (2016) o controle da mancha-alvo baseia-se no uso de cultivares
que demonstram resisténcia ao patdgeno, realizacdo do tratamento de sementes, rotacdo de
culturas com milhos e outras gramineas que nao apresentam ser hospedeiro do patégeno e a
utilizacdo de fungicidas.

O programa de melhoramento da soja sempre buscou aumento da produtividade e
resisténcia as principais doengas que acometem a cultura e dessa forma acabou negligenciando
doencas secundarias contribuindo para a selecéo de isolados resistentes e como consequéncia
cultivares suscetivel a doenca. Segundo Soares e Arias (2020) os programas ndo selecionam
linhagens resistentes & mancha-alvo e assim, cultivares menos suscetiveis possuem essa
caracteristica ao acaso, isso pelo escasso conhecimento de fontes e heranca de resisténcia da
sojaa C. cassiicola.
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Concomitantemente, com o0 aumento das areas de cultivo utilizando materiais que ndo
sdo especificamente resistentes & doenca e de outros hospedeiros suscetiveis, como o algodao
(GOULART; LAMAS, 2016), nas maiores regides de producao de soja, favorece o aumento da
fonte de indculo inicial e agrava o problema. Todos esses fatores contribuem para o aumento
da mancha-alvo nos campos de producao de soja do pais, do Rio Grande do Sul até as chapadas
do Cerrado (EMBRAPA, 2013).

No Brasil, diferentes regides produtoras tém demonstrado bons resultados de controle
com a utilizacdo de fungicidas contendo ingredientes ativos como fluxapiroxade e
protioconazol. Para o controle radicular o ideal é a rotacdo de cultura e a eliminacdo de solos
compactados a fim de evitar condi¢Bes que favoreca o patdgeno. Porém, o uso constante de
uma mesma molécula no controle quimico pode contribuir para o favorecimento do patégeno a
demonstrar resisténcia a determinados fungicidas, como o caso do MBC (Metil Benzimidazol
Carbamatos) e segundo o FRAC (2021) isso se justifica pois dois dos ingredientes ativos desse
modo de acdo (Carbendazim e Tiofanato-metilico) registrados para a cultura apresentam alto
risco de resisténcia.

Atualmente, existem 123 produtos registrados para o controle da doenca na cultura da
soja (Figura 3), destes se concentra 30 ingredientes ativos em diferentes formulagdes e
combinacg6es de fungicidas (BRASIL, 2022). Os ingredientes ativos registrados para cultura
podem apresentar riscos de resisténcia, segundo 0 FRAC (2021) esses riscos sao classificados

em trés niveis, podendo apresentar um risco alto, médio e baixo.



21

Figura 3 — Produtos indicados para o controle da mancha-alvo em Soja
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Fonte: Proprio autor, adaptado Brasil (2022); FRAC (2021)

A utilizacdo de produtos quimicos € a forma mais comum para controle de diversos
patdgenos da cultura e com o surgimento da ferrugem asiatica no ano de 2001, varios ensaios e
pesquisas estabeleceram um programa de controle quimico com a utilizacdo de triazdis,
estrobilurinas e clorotalonitrilas (RUPE; SCONYERS, 2008). Para o controle de C. cassiicola
diversos ingredientes ativos estao disponiveis comercialmente, conforme observa-se na Tabela
1, no entanto, o fato da mancha alvo ser uma doenca secundaria é que muito dos ingredientes
utilizados no programa de controle para a ferrugem podem apresentar alto risco de resisténcia

e dessa forma selecionar isolados com resisténcia.

Tabela 1 — Classificacdo dos fungicidas indicados para a cultura da soja
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Benzovindiflupyr

Bixafem
Carboxina
Impirfluxam
Pidiflumetofeno
Fluxapiroxade

Boscalida

Azoxistrobina

Picoxistrobina
Piraclostrobina
Cresoxima-metilico
Trifloxistrobina
Dimoxistrobina

Metominostrobina

Fluazinam

Ciproconazol

Difenoconazol
Epoxiconazol
Flutriafol
Metconazol
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3 DMI M Mefentrifluconazol
3 DMI M Tebucanazol
3 DMI M Protioconazol
Produtos
qu-ln?lcos com Multisitio M1 Inorganico B Oxicloreto de cobre
atividade em
varios locais
ditiocarbamatos
M3 e familiares B Mancozebe
(eletrdfilos)
ditiocarbamatos
M3 e familiares B Metiram
(eletrdfilos)
ditiocarbamatos
M3 e familiares B Tiram
(eletréfilos)
cloronitrilas
Clorotalonil

(ftalonitrilas)

! Classe quimica MBC: metil benzimidazol carbamatos, SDHI: Inibidores da succinato desidrogenase, Qol:
Inibidores externos quinona, DMI: Inibidores de desmetilag&o.
2Risco de resisténcia A: Alto, M: Médio e B: Baixo.
Fonte: Proprio autor, adaptado Brasil (2022); FRAC (2021)

A ndo rotacdo de moléculas e o uso continuo de uma mesma molécula de fungicida pode
induzir a reducdo de sensibilidade do patégeno, como efeito, ocasionando uma endemia em
uma regido (XAVIER et al., 2013). Assim, estratégias que visam alternativas para o controle

da doenga se mostram importantes para uma melhor compreenséo.

25  OLEOS ESSENCIAIS

Como forma alternativa de controle, os o6leos essenciais tém ganhado destaque,
principalmente, tratando-se de agricultura sustentavel visando menor impacto ambiental e
melhor qualidade de vida dos produtores e consumidores final. Dessa forma, varias pesquisas

com o estudo da utilizacdo de 6leos essenciais na forma de controle de fitopatbgenos mostra a
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sua importancia para maior compreensdo dessa interagdo e uma possivel alternativa para a
agricultura moderna.

Existem inGmeras plantas com a capacidade de se extrair 6leos essenciais onde sua
composicdo quimica pode apresentar propriedades importantes para a agricultura como
atividade antibacterianas, antifungicas, antioxidantes, repelentes, onde sua composi¢do esta
intrinseca com sua espécie botanica e/ou até mesmo ao seu ambiente de produgdo (OOTANI et
al., 2013).

Os 6leos essenciais ndo sdo ferramentas atuais e tampouco moderna, ja esta presente na
histéria da humanidade a milhares de anos, quando diversas culturas do mundo utilizavam
partes de plantas com finalidades religiosas, medicinais e cosméticas (SERAFINI et al., 2002).
A origem exata da sua primeira utilizacdo € desconhecida, mas a teoria mais aceita é que a partir
da queimada de plantas aromaticas, percebeu-se que estas produziam um aroma agradavel e
com isso passou a ser usado com essa finalidade no cozimento com alguns alimentos
(TISSERAND, 1993).

Segundo Santos (2011), cerca de trés mil 6leos essenciais sdo conhecidos, mas desses
somente 300 tipos sdo explorados industrialmente variando em quantidades e precos unitarios
(preco/quilograma). Na Tabela 2 é possivel observar os principais éleos essenciais no mercado

mundial.

Tabela 2 — Principais 6leos essenciais no mercado mundial

Oleo essencial Espécie

Laranja (Brasil) Citrus sinensis
Menta japonesa (india)  Mentha arvensis

Eucalyptus globulus, E.

Eucalipto (cineol) polybractea e Eucalyptus
spp.

Citronela Cymbopogon winterianus

Hortel&-pimenta Mentha x piperita

Liméo Citrus limon

Eucalipto (citronela) Corymbia citriodora

Cravo-da-india Syzygium aromaticum

Cedro (EUA) Juniperus virginiana

Lima destilada (Brasil)  Citrus aurantifolia
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Hortel& Mentha spicata

Cedro (China) Clamaecyparis funebris
Lavanda Lavandula angustifolia
Sassafras (China) Cinnamomum micranthum
Canfora Cinnamomum camphora
Coentro Coriandrum sativum
Grapefruit Citrus paradisi

Patchouoli Pogostemom cablin

Fonte: Adaptado de Bizzo, Hovell e Rezende (2009)

Os oOleos essenciais podem ser obtidos através de diversas partes vegetativas e
reprodutivas das plantas como: folhas, rizomas, raizes, cascas, madeira, flores e frutos e
exemplo desses dleos sdo capim limdo (Cymbopogon citratus Stapf.), circuma (Curcuma longa
L.), ventiver (Vetiveria zizanoides L.), canela (Cinnamomum zeylanicum BIl.), céanfora
(Cinnamomum camphora L.), lavanda (Lavandula angustifolia Mill) e limdo (Citrus limom
Burm.), respectivamente. Seu rendimento pode variar dependendo da espécie e fatores
ambientais na producdo, para algumas espécies pequenas quantidades de éleo como 0,01%
(rosas e jasmim) e até 16% (cravo-da-india) em relacdo a massa das plantas utilizadas (HABER,;
CLEMENTE, 2013).

Como definido pela International Stand Organization (ISO), os 6leos essenciais sdo
produtos do metabolismo secundario das plantas, sdo chamados também de 6leos volateis, 6leos
etéreos e esséncias, onde a sua extracdo das varias partes da planta € pelo processo de destilacdo
por arraste a vapor de agua ou pelo esmagamento dos pericarpos dos frutos citricos (HABER,;
CLEMENTE, 2013).

Os metabolitos secundarios presente nas espécies com a finalidade da extracédo de 6leos
essenciais, sdo produtos naturais ou secundario das plantas, em geral eles ndo apresentam
fungdes reconhecidas diretamente nos principais processos como fotossintese, respiragéo,
transporte de solutos, translocacdo, sintese de proteinas, assimilacdo de nutrientes ou na
producdo de metabolitos primérios, conforme Taiz et al. (2017) nos explicam e ainda
completam que durante muitos anos se desconhecia sua importancia nas plantas, mas

atualmente estudos mostram funcdes ecoldgicas importantes nos vegetais.

[
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS

Os isolados de Corynespora cassiicola foram fornecidos através de acordo pela
Embrapa Soja que disponibilizou o material biolégico. O isolado CMES (Colegdo de
Microrganismos de Interesse para a Agricultura da Embrapa Soja), nominado CMES 1984
coletado sob coordenadas S 21°37°9,6” — W 55°08°13,5”, no dia 30/01/2018, no municipio de
Maracaju/MS.

3.2 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais utilizados nos ensaios foram obtidos a partir da extragdo de material
vegetal, cultivado no horto do Laboratério de Extrativos Aromaticos, alocado ao Departamento
de Ciéncias Agrarias € Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria, campus de
Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul.

Com a finalidade de preservar os nomes das espécies utilizadas, por motivos de
patenteabilidade, foram atribuidos cddigos para cada 6leo essencial (OE) seguindo de um
namero da seguinte forma: OE1, OE2, OE3, OE4, OE5, OE6, OE7 e OES.

A extracdo de cada 6leo essencial foi realizada a partir de folhas frescas das plantas do
horto por meio de destilacdo por arraste a vapor para os 6leos OE2, OE3, OE4, OE5, OE6 e
para os 6leos OE1, OE7 e OE8 foram obtidos por extracdo através de hidrodestilagdo com
aparelho do tipo clevenger, ambos métodos seguindo as recomendacgdes de tempo para cada
espécie conforme indicado na Farmacopédia Brasileira (BRASIL, 2010). Ap6s procedimento
de extracdo os Oleos essenciais foram acondicionados em frascos de vidro &mbar e armazenados

em freezer.

3.3  ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O primeiro experimento foi realizado no Laboratorio de Extrativos Aromaticos da
Universidade Federal de Santa Maria, campus Frederico Westphalen no ano de 2022.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema

bifatorial 8 x 9, sendo oito 6leos essenciais e nove doses (0,0; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5;1,8; 2,1 e
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2,4 uL mLY), e foi utilizado um teste com fungicida a base de fluxapiroxade + piraclostrobina
(1,5 uL mL) para comparacdo do efeito fungicida dos 6leos essenciais. Totalizou-se 66
tratamentos com cinco repeticdes cada, um total de 330 placas Petri de poliestireno natural
estéril por radiagdo ionizante (Olen®), onde cada placa representa uma unidade experimental.
Os isolados fornecidos pela Embrapa, foram multiplicados dias antes da instalacdo do
experimento para renovacgdo do patdgeno. Para a realizagdo do ensaio, preparou-se 0 meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA) em erlenmeyer de 250 ml. Apos, em camara de fluxo
laminar, foram adicionados ao meio de cultura os OES em suas respectivas doses com acréscimo
de uma gota de surfactante TWEEN® 20/0,3 uL.mL de OE, conforme pode-se observar na
Figura 4. O meio contendo os tratamentos foram vertidos nas placas Petri, que apds sua
solidificacdo acrescentou-se um disco de micélio de 8 mm do patdégeno C. cassiicola e, na
sequéncia vedou-se as placas com plastico filme. Os tratamentos foram mantidos em sala de
crescimento a 28 °C, com fotoperiodo 12h/12h. Para a dose 0,0 pL.mL? utilizou-se apenas o
meio de cultura acrescido de surfactante e na utilizacdo do fungicida utilizou-se a dose

recomendada do produto.

Figura 4 — Representagdo esquematica das etapas do ensaio in vitro para avaliar a aplicacdo de dleos essenciais

em C. cassiicola. Frederico Westphalen, 2023.
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Fonte: Proprio autor (2023)

A avaliacdo iniciou em 24 horas ap6s a implantacdo do experimento, realizando
mediacdo diéria do didmetro das coldnias, em posi¢do ortogonal, durante 10 dias. No ultimo
dia a partir das avaliagdes determinou-se o crescimento micelial (CM), e com base nos valores
médios do tratamento controle foi possivel avaliar a varidvel percentual de inibicdo do
crescimento (PIC) para cada 0Oleo e a partir dos resultados foi possivel determinar o valor
aproximado da dose efetiva para 50% de inibigé&o do crescimento (DEso), sendo, a concentracao
necessaria de cada 6leo essencial para inibir 50% o crescimento do patdégeno. A variavel indice
de velocidade de crescimento micelial (IVCM) sera dada por meio da equacdo adaptada por
Oliveira (1991):

IVCM = M
n

Em que: IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial; D = Diametro médio
atual; Da = Diametro medio do dia anterior; e n = Numero de dias apds a montagem do

experimento.

34 EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS NA INIBICAO DA SINTESE DO
ERGOSTEROL

O segundo experimento foi realizado no Laboratério de Efluentes da Universidade
Federal de Santa Maria, campus Frederico Westphalen no ano de 2022.

Para a realizacdo dos testes das interacdes dos 6leos essenciais com o patdgeno de C.
cassiicola se utilizou metodologias adaptadas dos trabalhos de Kedia et al. (2014) e Pinheiro et
al. (2020). No presente experimento foi avaliado a dose de 1,5 pL mL?, escolhida com base
nos resultados obtidos do ensaio in vitro, e testado os oito tratamentos do primeiro ensaio e
afim de comparacao, foi utilizado uma testemunha sem a aplicagdo dos 0leos.

Dessa forma, foram incubados os tratamentos em placas de Petri conforme descrito no
experimento anterior e apos seis dias, os micélios foram coletados e transferidos para tubos de
ensaio, verificando o seu peso imido com trés repeti¢cGes. Depois foi adicionado 5 mL de uma
solucdo de hidrdxido de potassio alcoolico a 25% e na sequéncia foram agitados em vortex (QL
901) por cinco 5 minutos, seguido de 2 minutos em banho de ultrassom (USC — 1600) e
incubadas por 4 horas em banho maria a 85 °C (QUIMIS Q334M-24).
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Os esterois foram extraidos, apos o periodo de incubagéo, com a adi¢do de 2 mL de &gua
destilada esterilizada e 5 mL de n-heptano em cada amostra e seguido de 2 minutos em
ultrassom com agitacfes periddicas. Posteriormente, as amostras contendo os esterois foram
transferidas para ampolas de separacdo e deixadas a temperatura ambiente por 1 hora para a
separacdo das camadas.

Apobs o periodo, a camada de n-heptano foi coletada em novos tubos de ensaio e
analisado em espectrofotémetro UV VIS (Analytik Jena SPECORD 50 plus) por varredura
espectral na faixa de 230 e 300 nm. Para melhor compreensdo da metodologia um esquema foi

elaborado conforme observa-se na Figura 5.

Figura 5 — Representacdo esquematica das etapas do efeito dos 6leos essenciais na inibigdo da sintese do

ergosterol de C. cassiicola. Frederico Westphalen, 2023.
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Fonte: Proprio autor (2023)

A presenca de ergosterol e de seu intermediario 24 (28)-dehidroergosterol foi
caracterizada por uma curva composta por quatro picos. A auséncia de ergosterol nas amostras
sera indicada por uma linha plana. A quantidade de ergosterol foi calculada considerando a

porcentagem de peso umido de cada micélio fungico, a partir das formulas:
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% de ergosterol + % 24(28) dehidroergosterol = (A282/290)/ peso do micélio flngico;
% 24(28) dehidroergosterol = (A230/518)/ peso do micélio fungico;
% de ergosterol = (% de ergosterol + % 24(28) dehidroergosterol) - % de 24(28)

dehidroergosterol.

Onde:

290 é o valor de E (%/cm) determinado para ergosterol cristalino.

518 é o valor de E (%/cm) determinado para 24 (28) dehidroergosterol.

Peso do micélio fungico é considerado seu peso umido (g).

A reducdo percentual na quantidade de ergosterol foi calculada pela formula:
(C-T)/Cx 100

Onde: C é o percentual de ergosterol no controle e T é o percentual de ergosterol no

tratamento avaliado.

3.5  ANALISES ESTATISTICAS

Para o experimento da atividade antifingica in vitro, as variaveis CM, IVCM e PIC
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para determinar os possiveis efeitos de
tratamentos. Quando verificado efeito significativo procedeu-se a analise de regressdo. Todas
as analises dos experimentos foram realizadas com o auxilio do software R (R core Team,

2019), utilizando os pacotes ExpDes (Ferreira et al., 2021).
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4 RESULTADOS

4.1  ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DOS OLEOS ESSENCIAIS

De acordo com a analise de variancia verificou-se que, todas as variaveis analisadas
apresentaram significancia para os fatores 6leos essenciais x dose. Apoés realizou-se analise de
regressao e observou-se que todas as variaveis foram melhor representadas pela equacgéo cubica.

Os 0leos essenciais testados no experimento in vitro, mostraram resposta positiva no
controle de Corynespora cassiicola, todos os 0leos essenciais provocaram reducdo no
crescimento micelial do patdgeno, conforme aumento da dose (Figura 6). Para a variavel
crescimento micelial (CM), o 6leo essencial OE1 na dose de 2,1 uL mL™, inibiu totalmente o
crescimento micelial. A mesma resposta foi observada para os 6leos essenciais OE2, OE3, OE4
e OES8 na dose proximo de 2,2 uL mL™.

Os 6leos essenciais OE5, OE6 e OE7 provocaram decréscimo do crescimento micelial,
conforme aumento da dose, mas em nenhuma houve controle total do crescimento (Figura 6).

Para a variavel indice de Velocidade de Crescimento (IVCM) o desempenho dos 6leos
essenciais foi semelhante ao da varidvel CM. Observa-se na Figura 7 que o 6leo essencial OE1
demonstrou decréscimo acentuado no crescimento micelial, até que na dose 2,1 uL mL™* houve
paralisacdo total do crescimento diario do fungo. Resultado semelhante foi observado nos 6leos
essenciais OE2 e OE3 na dose de 1,8 pL mL™, no 6leo essencial OE4 na dose proxima de 2,2
uL mL"e para o 6leo essencial OES foi proximo a 2,0 uL mL™, ambos n&o demonstrando mais
crescimento diario. J& para os Gleos essenciais OE5, OE6 e OE7 observa-se que, conforme
ocorreu aumento das doses, houve reducdo no crescimento diario do patdégeno, no entanto néo
houve paralisacdo total.

No caso da Porcentagem do Indice de Crescimento (PIC), algumas doses de 6leos
essenciais apresentaram inibi¢do no crescimento do patogeno. Os 6leos OE1, OE2, OE3, OE4
e OES8 alcancaram 100% de controle do crescimento micelial na dose préxima de 2,2 uL mL™.
Os oleos essenciais OE5, OE6 alcangaram controle de 72%, j& o 6leo essencial OE7 atingiu
controle de 80%.
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Figura 6 — Efeito no Crescimento Micelial (CM) de C. cassiicola em diferentes 6leos essenciais, Frederico
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IVCM - Indice de Velocidade de Crescimento Micelial

Figura 7 — indice de Velocidade de Crescimento Micelial de C. cassiicola em diferentes doses de 6leos

essenciais, Frederico Westphalen 2023.
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Figura 8 — Porcentagem de Inibigao de Crescimento de C. cassiicola em diferentes doses de 6leos essenciais,
Frederico Westphalen 2023.
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A partir dos resultados da PIC foi possivel determinar as doses efetivas dos 0leos

essenciais. Na Figura 9 é possivel observar o desempenho de cada 6leo essencial e sua dose
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efetiva, sendo as doses de 0,27; 0,27; 0,54; 0,6; 0,87 uL mL™, para os OE3, OE2, OE8, OE4 e

OEL, respectivamente.

Figura 9 — Dose efetiva para 50% de controle do crescimento micelial (DEsp) de C. cassiicola. Frederico

Westphalen, 2023.
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Na Figura 10, observa-se os resultados brutos obtidos in vitro do controle de C.
cassiicola na utilizacdo dos oito 6leos essenciais. Conforme aumentou-se a dose ocorreu a
inibicdo do crescimento micelial do patégeno. Em OE1, OE2, OE3, OE4, OE5 e OES8 foi
possivel observar o efeito de inibicdo total do crescimento nas doses 1,8; 1,2; 1,2; 1,8 € 1,8 uL
mL?, respectivamente. Ja os OE5, OE6 e OE7 ndo ocorreu a inibigdo total do crescimento em

nenhuma das doses testadas.
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Figura 10 — Efeito dos dleos essenciais no crescimento micelial de C. cassiicola. Frederico Westphalen, 2023.

Fonte: Proprio autor (2023)

42 EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS NA INIBICAO DA SINTESE DO
ERGOSTEROL
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Os oleos essenciais testados na inibicdo da sintese do ergosterol demonstraram efeito
conforme observado na Figura 10, onde comparado a dose com a testemunha, observa-se que
o teor de ergosterol nas médias de absorbancia na faixa de 282 nm, referente aos derivados do
ergosterol, os 6leos essenciais OE1, OE2, OE3, OE4, OE5 e OE8 demonstraram uma reducao
de 100% do contetdo de ergosterol do isolado de C. cassiicola (Tabela 3).

O dleo essencial OE6 observar-se que nas médias na faixa de 282 nm, na dose testada,
resultou em uma reducao de 28,5% no contetdo de ergosterol comparado a testemunha. O 6leo
essencial OE7 ndo apresentou reducéo no teor de ergosterol de C. cassiicola, na dose de 1,5 puL

mL! (Figura 10).

Tabela 3 — Efeito dos 6leos essenciais na inibicdo da sintese de ergosterol de C. cassiicola. Frederico
Westphalen, 2023.

Oleos essenciais Inibicdo do Ergosterol
OE1l 100 %
OE2 100 %
OE3 100 %
OE4 100 %
OE5 100 %
OEb6 71,5%
OE7 0,0%
OE8 100 %

Fonte: Proprio autor (2023)
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Figura 11 — Perfil espectrofotométrico no UV do ergosterol extraido de C. cassiicola sob tratamento de
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5 DISCUSSAO

5.1  ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os resultados obtidos demonstraram que todos os Gleos essenciais utilizados foram
positivos na reducdo do crescimento micelial do isolado de Corynespora casiicola e ainda a
maioria deles demonstrou ser fungicida ao patdégeno, uma vez que em determinadas doses
inibiram totalmente o seu crescimento. Confirmando o que Ootani et.al (2013) afirmam sobre
o potencial fungicida dos éleos essenciais contra microrganismos.

Em relagdo a atividade dos 6leos essenciais testados no presente trabalho, ndo foram
encontrados na literatura relatos da interacdo em relacdo ao patdégeno C. cassiicola. Os 6leos
essenciais OE1, OE2 e OE3 apresentaram os melhores resultados no controle do isolado, com
a mesma dose inibitoria de 2,1 uL mL™. O controle do crescimento micelial pode estar atrelado
a composicao dos 6leos essenciais, tendo em vista que eles apresentam em sua constituicdo
guimica alguns compostos, em comum, sendo que essa condi¢cdo pode promover o controle da
C. cassiicola. Em trabalhos utilizando espécies com a composi¢ao quimica dos 6leos similares
aos aqui estudados, apresentaram da mesma forma a inibicdo do crescimento de outros
fitopatdgenos filamentosos como Fusarium sp, Colletotrichum sp., Botrytis cinerea, Monilinia
fructicola, Alternaria alternata, Bipolaris sp., Scleriotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii
(FREDDO et al., 2016; FONTANA et al., 2021; GUIMARAES et al., 2011; QUEIROZ et al.,
2020).

O oleo essencial OE4 apresentou resultados satisfatérios no controle do isolado, com
uma dose efetiva de controle de 2,2 uL mL™. Na literatura trabalhos corroboram com o
resultado aqui encontrado, pois em estudo de Silva et al. (2021) com a utilizagdo do 6leo com
0S mesmos majoritarios verificaram no controle de Fusarium sp. e Aspergillus sp.,
demonstrando o mesmo potencial fungicida. Ramos et al. (2016) também observaram
resultados satisfatorios no controle de Colletrotrichum gloeosporioides com concentragdes
similares a este trabalho. Esse 6leo essencial apresenta componentes majoritarios que tem
demonstrado acdo fungicida, bactericida e repelente (CASTRO et. al., 2007).

O oleo essencial OE5 demonstrou resultados promissores neste trabalho, da mesma
forma apresentou relacéo direta de dose e inibi¢do do crescimento, onde conforme se aumentou
a dose houve um menor crescimento do isolado. Em trabalho, com a utiliza¢&o de 6leo essencial

com 0S mesmos majoritarios, observou-se atividade antifingica em isolado de Hemileia
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vastatrix, que conforme aumentou-se as doses houve a inibi¢cdo do crescimento do patégeno e
no presente estudo em doses elevados ocorreu a inibigcdo total do fungo (CAETANO et al.,
2022).

No 06leo essencial OE6 conforme aumentou-se a dose observou-se menor crescimento
micelial dos micélios do isolado, demonstrando uma reducdo pouco significativa do seu
crescimento. Este Oleo essencial apresenta componentes que podem demonstrar efeitos
antifngicos isoladamente ou em interagdo com outros componentes. Resultados semelhantes
foram encontrados por Rodrigues et al. (2006), na utilizacdo de 6leo essencial com 0s mesmos
majoritarios, observaram que em doses elevadas proporcionou um discreto crescimento de
Helminthosporium sp., sinonimia utilizada antes de Corynespora. Em estudo Caetano et al.
(2022) testando 6leo essencial com 0s mesmos majoritarios observaram que no controle de H.
vastatrix a utilizacdo de doses baixas nao inibiu o crescimento do isolado e em doses elevadas
ocorreu a total inibi¢do de crescimento.

Para os 0leos essenciais OE7 e OE8 foi possivel observar que os resultados foram
contrastantes apesar de serem plantas do mesmo género, onde que o OES8 foi capaz de reduzir
0 crescimento total do isolado e o OE7 demonstrou diminuir o crescimento conforme
aumentou-se a dose, mas nao impedindo o crescimento total do isolado. Isso se da pela
diferenga dos componentes encontrados em cada espécie..

As plantas aromaticas utilizadas para a extracdo dos 6leos essenciais possuem em sua
composicdo alcoois, aldeidos, cetonas e terpendides que dao o aroma e sabor caracteristico,
além de propriedades antimicrobianas, inseticidas e repelentes (GARCIA, 2009). Diversas sdo
os modos de acdes dos Oleos essenciais, variando em diferentes casos, entre eles esta a sua
citotoxicidade relacionada pela sua caracteristica lipofilica onde permite romper a parede
celular e sua formacdo, desestabilidade citoplasmatica e o impacto nas células com o escape de
macromoléculas (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

As propriedades lipofilicas presente nos 6leos essenciais, permitem que entrem atraves
da parede celular e com isso possa danificar a membrana plasmatica dos fitopatégenos e romper
varias camadas de &cidos graxos, polissacarideos e fosfolipidios, além de aumentar sua
permeabilidade (DWIVEDY et al., 2016), além de formar elementos hidrofébicos que alteram
a permeabilidade das membranas de cadeias como H* e K, alterando sua protruséo,
modificando o pH celular e afetando sua composicdo quimica (CABRAL; PINTO;
PATRIARCA, 2013).
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Os componentes presentes nos 6leos essenciais também tém um papel importante que
pode ter um modo de acdo especifico. Tariq et al. (2019) demonstraram que alguns
componentes tem o potencial para a inibicdo da bomba de efluxo, assim como bloquear a
formacgdo de beta-glucanos alterando a biossintese de esterdis, rompendo a integridade das
paredes e membranas celulares de fungos.

Diversos estudos confirmam diferentes modos de ac¢éo dos dleos essenciais, Han et al.
(2019) em trabalho com 6leo essencial de crisantemo no controle de Phytophthora nicotianae
perceberam que em maiores concentracdes de sesquiterpenos e monoterpenos resultou no
aumento da permeabilidade da membrana do micélio e o seu conteldo de malondialdeido
ocasionando a morte celular. Em estudo, Dwivedy et al. (2017) observaram que a utilizagéo de
Oleo essencial de Mentha cardiaca no controle de Aspergillus flavus LHP-PV-1 em
concentracdes de 1,25 a 2,5 uL mL™ pode aumentar o vazamento de jons Ca?*, K* e Mg?* das
membranas celulares do patégeno. Em trabalho utilizando o citral no controle de Penicilium
italicum, Tao, Ouyang e Jia (2014) observaram a eficAcia do composto na inibicdo do
crescimento micelial em doses de 0,5 e 1,0 pL mL* e afim de verificar o seu mecanismo de
acao, por meio de microscopia eletrénica de varredura, verificaram que as hifas expostas ao
citral foram distorcidas e se colapsaram e com imagens de microscopia eletrbnica de
transmissao observaram a ruptura da membrana plasmaética e a desorganizacdo do citoplasma
atribuindo sua atividade antifungica pela ruptura da integridade da membrana celular e da
permeabilidade da membrana.

Todos o0s Oleos essenciais testados no experimento demonstraram resultados
promissores, entretanto os 6leos essenciais OE1, OE2, OE3, OE4 e OES8 devido a eficiéncia
com baixa dosagem merecem o destaque e principalmente os OE2, OE3 e OE4, pois estes
possuem caracteristicas importantes como a facilidade no manejo do cultivo, capacidade de

aclimatacdo e alto rendimento em producdo de 6leos essenciais.

5.2  EFEITO DOS OLEOS ESSENCIAIS NA INIBICAO DA SINTESE DO
ERGOSTEROL

O resultado obtido das analises da inibicéo da sintese do ergosterol foi satisfatorio e veio
de encontro com os resultados obtidos in vitro, confirmando que alguns dos 6leos essenciais

estudados tém potencial fungicida no isolado de Corynespora casiicola. A importancia da
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andlise desses efeitos em fitopatdgenos é de suma importancia para a compreensdo do seu modo
de acdo e compreender esses mecanismos reflete em sua maneira de utilizagdo na agricultura.

Da mesma forma como os testes in vitro, ndo foi encontrado nenhum relato dos oleos
essenciais desse estudo na interacdo com o isolado de C. cassicola na inibicdo da sintese do
ergosterol. Os dleos essenciais OE1, OE2, OE3, OE4, OE5 e OE8 apresentaram inibi¢do da
sintese de ergosterol do isolado, confirmando a sua fungitoxidade frente ao patégeno.

Os 6leos essenciais OE1, OE2 e OE3 apresentam alguns componentes em comum, e
esse fato pode ser o responsavel pelo desempenho satisfatorio no controle do fitopatdgeno.
Esses componentes demonstraram importantes modos de agdo em fitopatogenos, e em estudo
foi analisado a inibicdo da sintese do ergosterol de Aflatoxina-B1, substancia produzidas por
fungos do género Aspergillus, observando que com o aumento da dose de dleos essenciais
houve a reducdo no percentual de ergosterol em até 100% de inibicdo (PRASAD et al., 2022).
Em outro trabalho Rezende et al. (2021) encontraram resultados semelhantes, onde a dose de
1,0 uL mL%, apresentou inibicdo total do ergosterol da membrana “plasmatica em isolados de
Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus.

Ahmad et al. (2015) explicam que a possivel inibicdo da sintese do ergosterol pelos
constituintes dos 0leos essenciais, pode estar relacionado a presenca de composto do grupo de
hidroxilas, que sdo responsaveis por causarem prejuizos na atividade do lanosterol-14-a-
desmetilase, enzima a qual € responsavel pela transformacdo do lanosterol em ergosterol na
membrana plasmatica.

O efeito do bleo essencial OE5 foi satisfatorio na inibicdo da sintese de ergosterol do
isolado, no presente estudo. O seu mecanismo de acdo é elucidado na atuacdo de seus
componentes que podem causar danos a integridade e a permeabilidade da membrana celular
fangica, além de provocar alteragdes morfologica nas células, desorganizacao do citoplasma e
ruptura da membrana mitocondrial (RGUEZ et al., 2020).

Além dos 6leos essenciais ja citados, 0 OE8 também demonstrou resultados promissores
na inibigcdo da taxa de ergosterol do isolado e com importante papel de seus constituintes, na
atividade antifingica. Em estudo, Ahmad et al. (2011) testaram a atividade fungicida de
compostos isolados em efeito no ergosterol e a integridade da membrana do fungo do género
Candida e confirmaram que o composto lipofilico pode penetrar a célula da membrana e ter
como alvo a via da sintese do ergosterol, prejudicando sua biossintese.

O 6leo essencial OE6 demonstrou reducdo no teor de ergosterol do isolado, isso pode
ser explicado pela concentracdo de seus componentes e o seu modo de a¢do em fungos. Em
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estudos onde avaliaram a integridade da membrana plasmaética de Penicillium digitatum e o seu
efeito no teor de ergosterol, OuYang et al. (2021) comprovaram a inibi¢cdo da sintese de
ergosterol em até 21,7% e complementam que pode ocorrer regulagem negativa aos genes do
ergosterol o qual é responsavel pela conversao de lanosterol em ergosterol

O OET7 foi o0 Unico dos 6leos essenciais avaliados no estudo, que nas doses testadas néo
demonstraram qualquer efeito sob a inibi¢&o da sintese de ergosterol do isolado de C. cassiicola.

A acdo fungicida dos 6leos essenciais na membrana plasmatica dos fungos tem uma
grande importancia. A membrana tem o papel de fornecer uma barreira fisica entre a célula e
seu ambiente, e 0s esterois presentes, como o ergosterol, sdo componentes fundamentais na
membrana flngica com a finalidade de regular a fluidez, a atividade de enzimas e mecanismos
de transporte na membrana plasméatica (MOORE; ROBSON; TRINCI, 2020).

A reducdo do ergosterol ocasionada pelos 6leos essenciais testados no presente estudo
é evidente e corrobora com resultados de trabalhos anteriores que demonstraram a sua eficiéncia
(KELLY etal., 1995; AHMAD etal, 2011; TIAN etal., 2012; OUYANG et al., 2021; PRASAD
etal., 2022).

O mecanismo de agdo dos 0Oleos essenciais na inibicdo da sintese de ergosterol tem
algumas distin¢des, principalmente na acdo de componentes majoritarios, mas se assemelham
de forma geral com atuacdo direta na integridade da membrana plasmatica e nas rotas de
biossintese do ergosterol (RGUEZ et al., 2020; AHMAD et al., 2015)

Dentre os 6leos essenciais testados na inibicdo da sintese do ergosterol os OE1, OE2,
OE3, OE4, OE5 e OE8 demonstraram os melhores resultados comparado aos demais. OS
resultados obtidos no experimento também corroboram para o experimento da avaliacdo
antimicrobiana in vitro, onde os 6leos OE1, OE2, OE3, OE4 e OE8 mantiveram com resultados
promissores e confirmando a sua fungitoxicidade ao isolado.

Encontrar alternativas eficientes para o controle de Corynespora cassiicola esta se
tornando cada dia mais importante devido ao aumento de isolados resistentes ha ingredientes
ativos de moléculas de fungicidas, consequéncia da mutagédo constante do microrganismo e sua
grande quantidade de hospedeiros o que acaba dificultando o seu controle. Além de por muitos
anos ndo ter dado tanta importancia para a doenca e focarem em doencas principais da cultura
da soja, acabou indiretamente selecionando estes isolados com resisténcia a fungicidas. Assim,
0s Oleos essenciais testados neste trabalho poderéo contribuir para uma melhor compreensao

em um manejo sustentavel, pois a crescente utilizagdo desses produtos tem se mostrado
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eficiente na agricultura e novas técnicas para o seu uso evidencia a importancia de seu estudo
(SIL et al., 2020).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os o6leos essenciais testados na avaliagdo antimicrobiana in vitro demonstraram efeitos
satisfatorios no controle de Corynespora cassiicola e podem ser alternativas viaveis para o seu
controle. Os OE2 e OE3 foram 0s que obtiveram a menor dose inibitdria de 1,2 uL mL™?

Os 06leos essenciais avaliados na inibi¢do da sintese do ergosterol, apenas o 6leo OE7
ndo demonstrou efeito no teor de ergosterol, mas todos os outros 6leos essenciais demonstraram
efeito na taxa de ergosterol, corroborando com os resultados obtidos na avaliacao in vitro.

Os dados do presente trabalho podem auxiliar na escolha de 6leos essenciais com
potencial de uso como fungicida e com isso, realizar estudos mais aprofundados sobre o seu
modo de acdo sobre o patdgeno e com a possibilidade da formulacédo de produtos que possam

ser utilizados em uma escala comercial.
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