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RESUMO

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIES
FLORESTAIS

AUTORA: Vanessa Alba da Silva
ORIENTADORA: Marlove Fatima Brido Muniz.

Os cultivos florestais sdo altamente afetados por doencas fungicas, no entanto o mercado carece
de produtos alternativos aos produtos quimicos para o controle destes patdgenos. Nesse sentido,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica de 6leos essenciais e seus efeitos
nas caracteristicas morfofisiologicas dos fungos. Os ensaios foram conduzidos em laboratério
com o0s Oleos essenciais extraidos de folhas de Nectandra grandiflora, Nectandra
megapotamica e Piper gaudichaudianum, e tiveram os constituintes quimicos identificados
através da andlise em cromatografia gasosa. Os fungos do género Fusarium, Cladosporium,
Pestalotiopsis, Colletotrichum e Lasiodiplodia foram repicados para 0 meio Batata-dextrose-
agar (BDA), enriquecido com 1uL mL™ de 6leo previamente diluido em etanol. O controle
negativo foi constituido por meio BDA combinado com etanol e o controle positivo constitui-
se da suplementacdo do meio com fungicida Propiconazole, as placas foram incubadas em
condicdes controladas a 25 °C, com 12h de fotoperiodo. Avaliou-se o crescimento das col6nias
diariamente e apds 10 dias foi caracterizado a esporulagdo, coloracdo da col6nia, tamanho de
esporo e modo de acdo dos 6leos. As varidveis analisadas foram crescimento micelial, taxa de
crescimento micelial e inibicdo de crescimento micelial, em delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeticdes. O oleo essencial (OE) de N. grandiflora foi composto
majoritariamente por (+)-Deidrofuquinona(26%), Ep6xido de deidrofuquinona (12,81%), o OE
de N. megapotamica foi por a-Pineno (23,19%), B-Pineno (17,13%), Espatulenol (11,68) e para
0 OE de P. gaudichaudianum o fenilpropanoide Dilapiol (66,26 %) foi o constituinte
majoritario. Todos os OEs apresentaram atividade antifungica frente aos fungos em estudo, no
entanto cada dleo apresentou comportamento diferente para cada espécie fungica. O OE de P.
gaudichaudianum foi o que apresentou maior atividade antifingica, sendo capaz de
proporcionar os menores valores de crescimento micelial e os maiores valores de inibigdo para
todos os fungos, impedindo completamente o crescimento de Pestalotiopsis spp. € a formagao
de esporos, 0 que sugere uma agdo fungicida promissora, uma vez que possui alta percentagem
de Dilapiol em sua composi¢do. Na sequéncia, o OE de N. grandiflora apresentou um
comportamento parecido com o anterior, no entanto com percentagens de inibicdo menores. A
menor atividade antifungica foi identificada para o OE de N. megapotamica. A esporulacdo foi
altamente afetada pelos OEs, sendo que a reducdo dessa ocorreu de forma proporcional a
inibicdo do crescimento micelial. Com isso, ressalta-se o potencial dos OEs para utilizagdo no
controle de patdgenos, principalmente o OE de P. gaudichaudianum por ter apresentado efeito
fungicida.

Palavras-chave: Extrativos vegetais, efeito fungicida, Fusarium, Pestalotiopsis,
Cladosporium, Colletotrichum, Lasiodiplodia.



ABSTRACT

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF FOREST SPECIES

AUTHOR: Vanessa Alba da Silva
SUPERVISOR: Marlove Fatima Brido Muniz.

Forest crops are highly affected by fungal diseases, however the market lacks alternatives to
chemicals products to control these pathogens. In this sense, the objective of this work was to
evaluate the antifungal activity of different essential oils and their effects on the morphological
characteristics of fungi. The tests were conducted in the laboratory with the essential oils
extracted from leaves of Nectandra grandiflora, Nectandra megapotamica and Piper
gaudichaudianum, and had the chemical constituents identified through gas chromatographic
analysis. The fungi of the genus Fusarium, Cladosporium, Pestalotiopsis, Colletotrichum and
Lasiodiplodia were cultivated in Potato Dextrose Agar(PDA) medium, enriched with 1pL mL"
1 of oil previously diluted in ethanol. The negative control consisted of PDA combined with
ethanol, and the positive control consisted of the supplementation of medium with the fungicide
Propiconazole, the plates were incubated in controlled conditions at 25 ° C, with photoperiod
of 12h. The growth of the colonies was evaluated daily, and after 10 days, was characterized
the sporulation, the colony coloration, the spore size and the mode of action of the oils. The
variables analyzed were mycelial growth, mycelial growth rate and inhibition of mycelial
growth, in a completely randomized design with six replicates. The N. grandiflora essential oil
(EO) was composed mainly by (+) - Dehydrofukinone (26%), Dehydrofukinone epoxide
(12.81%), those of N. megapotamica EO by a-Pinene (23,19%), B-Pinene (17,13%),
Spathulenol (11,68), and for P. gaudichaudianum EO the phenylpropanoid Dilapiol (66,26%)
was the major constituent. All EOs presented antifungal activity against fungi under study,
however each EO acts differently in each fungal species. The P. gaudichaudianum EO showed
the highest antifungal activity, being able to provide the lowest values of mycelial growth and
the highest inhibition values for all fungi. In addition, it completely prevented the growth of
Pestalotiopsis spp. and the formation of spores, which suggests a promising fungicidal action,
since it has a high percentage of Dilapiol in its composition. Subsequently, the EO of N.
grandiflora showed a behavior similar to the previous one, however with smaller percentages
of inhibition. The lowest antifungal activity was identified for the N. megapotamica EO. The
sporulation variable was highly affected by EOs, and the reduction of sporulation occurred
proportionally to inhibition of mycelial growth. Based on the above, the potential of EOs to be
used in disease control is emphasized, especially EO of P. gaudichaudianum because it
presented a fungicidal effect.

Key-words: Vegetable extracts, fungicidal effect, Fusarium, Pestalotiopsis, Cladosporium,
Colletotrichum, Lasiodiplodia.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de espécies florestais ¢ afetado pela alta incidéncia de doencas que interferem
na germinacdo das sementes, no desenvolvimento das mudas em viveiro e no estabelecimento
a campo, sendo um fator limitante para a producéo. Dentre 0s principais agentes responsaveis
pelas doencas em espécies florestais, estdo os fungos, capazes de ocasionar o0 tombamento de
mudas, manchas foliares, podrid&o radicular e do caule, cancro no tronco e murchas vasculares.
Com o ataque dos patdgenos, o potencial de crescimento das plantas diminui, podendo ocorrer
a perda de grande nimero de individuos, além da reducdo no valor da madeira, produto final
(GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2006; LAZAROTTO et al., 2018).

No ano de 2017, a agricultura Brasileira utilizou 540 mil toneladas de ingredientes
ativos de agrotdxicos, gerando um aumento de cerca de 50% em relacdo ao ano de 2010,
conforme os dados do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA). Diante deste uso excessivo e inaquedado de produtos quimicos para o
controle de doencas em plantas, a sociedade tem prezado pela conscientizagdo dos problemas
ocasionados e dos riscos que estes representam. Com isso, 0s estimulos para o uso de produtos
ndo sintetizados e bioldgicos tem sido crescente.

No Brasil, atualmente sdo escassos 0s produtos quimicos que possuem registro no
Ministério da Agricultura para utilizacdo no controle de doencas em espécies florestais, estando
disponiveis apenas para um numero reduzido de doencas em espécies cultivadas em grande
escala, como eucalipto e Hevea brasiliensis. Fato esse que ressalta a importancia da utilizagédo
de métodos de manejo integrado, aliando-se as préaticas culturais, o uso de produtos biol6gicos
e de extrativos vegetais, visto que podem ser medidas eficientes e de menor toxicidade aos seres
humanos e meio ambiente. Além de impulsionar a realizacdo de pesquisas que busgquem
identificar novos produtos de origem natural.

Nesse sentido, extratos e Oleos essenciais (OEs) extraidos de plantas surgem como
fontes de substancias naturais a serem exploradas, uma vez que possuem em sua composi¢ao
principios ativos derivados do metabolismo secundario, com capacidade de desencadear a acéo
fungistatica, fungitoxica ou fungicida frente a inmeros géneros fungicos. Portanto, os 6leos
essenciais representam uma potencial forma de manejo de doencas, sendo capazes de impedir
a sobrevivéncia e a reproducdo desses patdgenos nas plantas hospedeiras.

Os Oleos essenciais podem ser produzidos por diversas plantas, entre elas destaca-se a
espeécie Piper gaudichaudianum, que teve o efeito fungicida descrito frente aos fungos Candida
neoformans e Candida krusei (PUHL et al., 2011). Recentemente, o 6leo essencial extraido de
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folhas de Nectandra megapotamica e Nectandra grandiflora tiveram o seu efeito bioldgico
descrito, sendo que o OE de N. megapotamica apresentou atividade antimicrobiana, reduzindo
o desenvolvimento da bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus, ja o OE de N. grandiflora
demostrou efeito antifungico satisfatorio ao impedir completamente o crescimento micelial do
fungo Trametes versicolor, responsavel por ocasionar a podriddo-branca na madeira (BRITTO,
2009; BIANCHINI, 2017; SILVA et al., 2016). No entanto, ainda sdo pouco conhecidas as
propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais presentes em espécies dos géneros Nectandra e
Piper frente a fungos fitopatogénicos.

No entanto, ao investigar a atividade bioldgica expressa pelos OEs é imprecindivel que
se realize a identificacdo da composi¢cdo quimica, antes mesmo de utiliza-lo, uma vez que os
constituintes quimicos estdo diretamente relacionados com as atividades. Além disso, na
composicao quimica dos OEs podem ocorrer diversas varia¢cdes, uma vez que a composicdo é
definida pela genética da planta, que pode sofrer influéncia da fenologia e de fatores ambientais
externos, como o clima, época de coleta e método de extracdo (BELTRAME et al., 2010;
SHARIFI-RAD et al., 2017).

Os mecanismos de inibicdo dos 6leos essenciais sobre o patdgeno podem ser de forma
indireta, através de mudancas enzimaticas desencadeadas pelos extrativos, ou de forma direta,
impedindo o desenvolvimento do patdgeno, por meio da acdo sobre a germinacao de esporos,
crescimento micelial e pela alteragdo do metabolismo celular dos microrganismos. Para que
seja possivel desenvolver produtos naturais com a¢do fungicida, € necessario conhecer a forma
como o0s Oleos essenciais atuam sobre as estruturas flngicas e demais caracteristicas
morfofisioldgicas. Com base no exposto, € de suma importancia a realizacdo de pesquisas que
busquem caracterizar a atividade antifingica dos 6leos essenciais, possibilitando assim, o
desenvolvimento de produtos naturais, eficazes e ambientalmente seguros para o controle de
fitopatdgenos.

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a atividade antifungica de 6leos
essenciais extraidos de espécies florestais, sobre o crescimento in vitro de fungos
fitopatogénicos.

Para isso, 0s seguintes objetivos especificos foram tracados:

- Investigar a acdo antifungica de 6Oleos essenciais extraidos de Nectandra megapotamica
(Spreng) Mez, Nectandra grandiflora Nees & Mart. ex Nees e Piper gaudichaudinum Kunth
sobre fungos dos géneros Fusarium, Colletotrichum, Cladosporium, Pestalotiopsis e

Lasiodiplodia;
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- Caracterizar a atuacdo destes 6leos na formacéo e na dimensdo de esporo, bem como na
viabilidade;

- Verificar a ocorréncia de alteragdes na coloracdo das coldnias fungicas e no crescimento
micelial final;

- Identificar e quantificar os componentes quimicos dos dleos essenciais em estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FUNGOS CAUSADORES DE DOENCAS EM ESPECIES FLORESTAIS

2.1.1 Género Cladosporium spp.

O género Cladosporium spp. € um dos maiores e mais heterogéneos géneros de
Hyphomycetes, foi estabelecido por Link, em 1816 (DUGAN et al., 2004), possui 735 espécies
registradas validas na literatura, as quais apresentam 73 variedades (INDEX FUNGORUM,
2017), no Brasil se tem a ocorréncia de 26 espécies de Cladosporium (EMBRAPA, 2010). Os
fungos do género Cladosporium sdo capazes de sobreviver de forma biotréfica ou necrotrofica,
ou até mesmo passar por periodos de senescéncia, alem disso apresentam larga distribuicao
ecoldgica mundial, podendo se desenvolver em qualquer tipo de substrato e em uma ampla
diversidade de hospedeiros (BENSCH et al., 2012). Desta forma, o género Cladosporium
apresenta um alto impacto econémico e social, sendo que algumas espécies produzem
micotoxinas que causam doencas em seres humanos e animais (BENSCH et al., 2012;
FUENTES, BOSCH, 1960).

As espécies de Cladosporium conhecidas por serem patdgenos de plantas, geralmente
atacam a parte aérea, com maior incidéncia nas folhas e caules, causando manchas foliares entre
outras lesdes (BARBOSA et al., 2009). Além disso, o género Cladosporium, é comumente
relatado associado as sementes durante 0 armazenamento, podendo causar sérios danos na
germinacao e no vigor, além de servir como fonte de introdugdo do patdgeno em areas isentas,
resultando em grandes prejuizos (ZUCCHI, MELO, 2009).

No Brasil, o patéogeno C. perangustum foi identificado como responsavel pela
ocorréncia de manchas foliares em Syagrus oleracea (Mart.) Becc., palmeira nativa
(OLIVEIRA et al., 2014). Para a espécie Carya illinoinensis, conhecida popularmente como
nogueira-pecd, diversas doencas ja foram diagnosticadas, como é o caso da mancha foliar de
cladosporium, causada por fungos do complexo Cladosporium cladosporioides (Fresen.) de
Vries. Os sintomas iniciam com pequenas lesdes em folhas, ramos e frutos, se expandem e
coalescem, podendo ocasionar a desfolha, abortamento e diminuigdo da qualidade dos frutos e,
consequentemente, da produtividade (WALKER et al., 2016). Nos Estados Unidos, esta doenca
também é conhecida como sarna da nogueira-pecé causada por Fusicladium effusum G. Winter
(syn. Cladosporium carygenum), sendo considerada a doenca mais devastadora da cultura
(BOCK et al., 2017).
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A cladosporiose ocasionada por Cladosporium cladosporioides se destaca dentre as
doengas de maior importancia para a cultura do maracujazeiro (Passiflora edulis Sims),
podendo atacar toda a parte area da planta, incluindo folhas, flores e frutos. Além de ser
caracterizada como uma importante doenca de pds- colheita em frutos de maracuja e péssego
(FISCHER et al., 2009; MARTINS et al., 2006).

Dentre as doencas ja relatas em seres humanos provocadas por Cladosporium spp., se
encontram uma variedade de infecdes clinicas, como as infeccdes de pele e das unhas, sinusite
e infeccBes pulmonares. Quando néo tratadas adequadamente, podem gerar graves problemas
respiratérios (RIVAS; THOMAS, 2005).

2.1.2 Género Colletotrichum spp.

O género Colletotrichum spp. Corda (Teleomorfo: Glomerella spp. Stonem.) foi
identificado em 1831, sendo caracterizado por frutificacdes setosas, denominadas acérvulos,
nas quais conidios hialinos sdo produzidos em massa alaranjada ou creme. As espécies de
Colletotrichum sdo encontradas nas formas saprofiticas e patogénicas, sendo as espécies
patogénicas responsaveis por doengas economicamente importantes em ambito mundial, com
ocorréncia em uma grande gama de hospedeiros (MENESES, 2006). Dentre as diversas doencas
ocasionadas por fungos do género Colletotrichum, pode-se citar a antracnose como uma das
principais, seguida da podriddo de pedinculo e da varicela em maméo (BAILEY; JEGER,
1992).

Na cultura do milho, a antracnose do colmo é considerada uma das principais doencas
com potencial de reduzir a produtividade, sendo causada pelo fungo Colletotrichum
graminicola (Ces.) Wils. Este fungo apresenta ampla distribui¢do nos cultivos, acarretando a
morte prematura das plantas, além de reduzir a qualidade e o peso dos grdos (COTA et al.,
2012). Nos cultivos de feijao, o fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc e Magnus) é
responsavel por causar a antracnose do feijdo, uma das principais doencas da cultura. Quando
a ocorréncia do patdgeno se da precocemente, as perdas atingem toda a area cultivada, em fases
mais avancadas, as manchas nos graos acabam depreciando o produto final e acarretando perdas
na producdo (COSTA et al., 2016).

Os fungos do género Colletotrichum sdo responsaveis por ocasionar a antracnose em
frutos, esta doenca é considerada uma das mais importantes na fase de pds-colheita, devido as
perdas acarretadas na producéo e a depreciacao dos frutos, em uma grande gama de hospedeiros
(PLOETZ, 2003). Entre as principais culturas afetadas por Colletotrichum spp. na fase de p0ds-
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colheita estdo a mangueira (Mangifera indica L), o abacateiro (Persea americana
Mill.), o mamoeiro (Carica papaya L), o maracujazeiro (Passiflora edulis) e a soja(Glycine
max L.) (PEGG et al., 2002; LIBERATO, TATAGIBA, 2001; FISCHER et al., 2005; FISCHER
etal., 2011). A antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) € considerada a
principal doenca para a cultura da mangueira, essa doenca ocorre em todos as areas de producéo
de manga do mundo (FISCHER et al., 2005).

A antracnose, causada por Colletotrichum spp. € uma doenca importante, podendo afetar
folhas e ramos em todas as fases de desenvolvimento da planta. No Brasil, houve grande
incidéncia de C. gloeosporioides agente causal da antracnose em eucalipto, principalmente em
clones hibridos suscetiveis, como de Eucalyptus grandis W. Hill Ex Maiden, E. pellita Mell.,
E. urophylla S. T. Blake, E. viminalis e E. deglupta Blum (ALFENAS et al., 2009). Também
héa relatos da associacao de C. gloeosporioides, causando antracnose, em outras mirtaceas, como
araca (Psidium cattleianum) (RASEIRA; RASEIRA, 1996), goiaba-serrana (Acca sellowiana
(Berg) Burret) (DUCROQUAOQT et al., 2000) e goiaba (Psidium guajava L.) (KIMATI et al.,
2005). Recentemente, Rabuske et al. (2018) relataram o patdégeno C. gloesporioides como
agente causal da antracnose em Cassia fistula, sendo que os sintomas iniciavam com pequenas

manchas, que progrediam e acabavam coalescendo, acarretando a queda prematura das folhas.

2.1.3 Género Pestalotiopsis spp.

Os fungos do género Pestalotiopsis (sinonimia: Pestalotia) pertencem a subdivisao
Deuteromycotina, Classe Coelomycetes e ordem Melanconiales, s&o considerados
cosmopolitas e sdo encontrados na forma saprofitica, fitopatogénica e endofitica. Os conidios
ou esporos de reproducao sdo formados por picnidios ou acérvulos, apresentam quatro septos
transversais com trés seccBes intermediarias pigmentadas e as duas células das extremidades
sdo hialinas, estando presente na extremidade apical do conidio dois ou trés apéndices
filiformes. Ja os conidioforos sdo curtos e simples, em acérvulos circulares supepidermais e
escuros. Esse fungo costuma causar manchas em folhas e graos de grande variedade de plantas
(CARDOSO, 1978; KARAKAYA, 2001).

No Hawaii, Keith et al. (2006) encontraram varias espécies de Pestalotiopsis, tais como
P. clavispora, P. microspora e P. disseminata, associadas a manchas foliares e verrugoses em
frutos de goiabeira (Psidium guajava). Na Europa, recentemente o fungo P. clavispora foi

relatado ocasionando cancro do tronco e dieback em arbustos de Vaccinium spp. (BORRERO


https://pt.wikipedia.org/wiki/Philip_Miller

19

et al., 2018). O mesmo patdgeno foi relatado como causador de podriddo de raiz em Vaccinium
corymbosum L (XUE et al., 2018).

No Brasil, as espécies de Pestalotiopsis possuem ocorréncia em quase todos os estados,
sendo relatado ocasionando manchas foliares, em varias especies florestais e frutiferas, como
Morus nigra, Hevea brasiliensis, Eucalyptus urophylla entre outras (FARR et al., 2012;
MENDES et al., 1998; UENO, 2008). No Estado do Rio Grande do Sul, pomares de nogueira-
peca tiveram uma alta taxa de incidéncia de Pestalotiopsis clavispora atingindo cerca de 80%
das plantas, sendo este fungo o agente causal da mancha de pestalotiopsis. Esta doenca pode
provocar a desfolha intensa e a reducdo da &rea fotossintética ativa, consequentemente
reduzindo a producéo dos frutos, de forma indireta (LAZAROTTO et al., 2012; LAZAROTTO
etal., 2014a).

2.1.4 Género Fusarium spp.

O género Fusarium, conforme INDEX FUGORUM (2017) pertence a familia
Nectriaceae, ordem Hypocreales, classe Sordariomycetes e pode ser encontrado no solo,
principalmente em locais de climas tropicais e subtropicais. Os fungos deste género conseguem
sobreviver por longos periodos no solo, possibilitando que uma diversidade de espécies habite
0 complexo sistema solo. Nesse ambiente o surgimento de variabilidade genética dentro do
género Fusarium é bastante amplo (MILANESI, 2009).

O género Fusarium apresenta uma grande diversidade de espécies, sendo considerado
um dos grupos de patdégenos de maior importancia, com capacidade de ocasionar grandes danos
a agricultura e horticultura mundial. Dentro deste género fungico é possivel encontrar fungos
saprofitas, produtores de micotoxinas, e patdégenos de inumeras culturas, inclusive ja relatado
ocasionando doencas em seres humanos (BURGESS et al., 1997; SUMMERELL et al., 2010;
KARLSSON et al., 2016).

Os fungos Fusarium graminearum Schwein e F. oxysporum foram relatados por Dean
et al., (2012), entre os cinco patdgenos mais importantes cientifica e economicamente. F.
graminearum possui um papel econdmico importante na agricultura e na inddstria de alimentos,
devido as perdas em decorréncia das seguintes doencas causadas: podridao parda de Fusarium
na cevada e no trigo, podriddo de colmo e podriddo da espiga de milho (DWEBA et al., 2017).

A fusariose causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. phaseoli e Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli, destaca-se como causadora da podriddao radicular e murcha vascular,

ocasionando grandes perdas nos campos de produgdo mundiais, sendo considerada uma das
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principais doengas do feijoeiro (BURUCHARA; CAMACHO, 2000). Na cultura da soja,
Fusarium oxysporum f.sp. glycines € conhecido como o causador da murcha do fusarium e
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici é responsavel pela murcha do fusarium na cultura do
tomateiro (MICHEREFF et al., 2005). Ja o fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F.
Smith), é o grande responsavel pelo mal-do-Panama ou murcha de Fusarium da bananeira,
sendo esta uma das principais doencas da bananicultura no mundo (CORDEIRO et al., 2005).
As principais doengas causadas por Fusarium solani sdo: a podridao-radicular-vermelha em
soja, a podriddo do caule em café e a podridao de fusario em Citrus sp. (MICHEREFF et al.,
2005).

Na érea florestal, os fungos do género Fusarium spp. sdo amplamente conhecidos pelas
perdas ocasionadas em viveiros e a campo, dentre as principais doencas relatadas destacam-se
as podriddes radiculares ¢ o “damping-off”. Doengas essas, que acometem as espécies de Pinus
spp. e Eucalyptus spp. cultivadas no Brasil, além de outras espécies importantes para o setor
florestal (KRUGNER et al., 2005). Fusarium spp. é considerado patdgeno de sementes, e sua
transmissdo via semente para a plantula ja foi verificada em sementes de ipé-amarelo (Tabebuia
serratifolia) e ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa) (BOTELHO et al., 2008). Segundo Maciel et
al. (2017) em plantulas de Pinus elliottii os principais sintomas observados foram murcha,
tombamento, apodrecimento dos cotilédones e lesdo seguida de ruptura do hipocétilo, em
decorréncia da contaminagéo das sementes com F. verticillioides e F. oxysporum.k.

Fusarium equiseti e F. oxysporum foram relatadas como sendo patogénicas a Carya
illinoinensis, os sintomas foram observados principalmente em plantulas nos viveiros, as quais
apresentavam murcha e necrose foliar, devido a podriddo das raizes. Esses patdgenos podem
ocasionar grandes perdas de mudas em viveiros comerciais, € apresentam um risco para as
plantas estabelecidas caso as mudas contaminadas sejam levadas a campo (LAZAROTTO et
al., 2014b). Em plantas de Tectona grandis foi relatada uma grande incidéncia de Fusarium
oxysporum, acarretando podridao nas raizes e consequentemente a morte das plantas a campo
(ARGUEDAS et al., 2004).

2.1.5 Género Lasiodiplodia spp.

O género Lasiodiplodia estd incluso na familia Botryosphaeriaceae, os fungos que
compdem esta familia podem ser encontrados na forma saprofitica, patogénica ou ainda como
endofiticos. As espécies de Lasiodiplodia sdo altamente agressivas e pouco especificas,

podendo atacar diversos géneros de plantas, sendo conhecidas por ocasionarem a morte
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descendente em plantas cultivadas no Brasil e no mundo (SLIPPERS; WINGFIELD, 2007,
PHILLIPS et al., 2013).

O patogeno Lasiodiplodia theobromae é o responsavel por ocasionar die-back, ou a
“morte regressiva’’ do abacateiro (Persea americana), inicialmente os tecidos afetados secam
e avancam para os galhos e fuste, com isso ocorre a desfolha, e posteriormente morte da planta
(RONDON; GUEVARA, 1984). Nos plantios de cajueiro (Anacardium occidentale L.), o
fungo L. theobromae é o causador da podridao-preta das-hastes e resinose, sendo estas as duas
principais doencas da cultura (CARDOSO et al., 2007). Lasiodiplodia spp. é capaz de
ocasionar diversas doencas como: a podriddo do caule e a gomose em Mangifera indica
(SHAHBAZ et al. 2009); a morte do pedinculo em Carica papaya (LIMA et al., 2013); cancros
e die-back em povoamentos de eucalipto do mundo todo (SANKARAN et al., 1995; ROUX et
al., 2001), além de ser encontrado associado a diversas sementes.

Em sementes e plantulas de Pinus spp., 0 patégeno Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon e Maubl. (syn. Botryodiplodia theobromae Pat.) foi identificado causando podridéo de
sementes e reducdo significativa no potencial germinativo, além de interferir no
desenvolvimento das plantulas (MACIEL et al., 2015). No Rio Grande do Sul, o fungo L.
subglobosa acarretou a morte de plantas de C. illinoinensis, sendo registrada a morte de 100%
das plantas sintomaticas. Inicialmente as plantas apresentaram pequenas lesdes que progrediam
para cancro e, ao realizar cortes longitudinais no tronco, préximo aos tecidos foi caracterizada

a presenca de estrias escuras e necrose (POLETTO et al., 2016).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais (OEs) sdo produzidos pelas plantas como mecanismo de
sobrevivéncia e podem ser definidos como substancias volateis com baixo peso molecular. Em
temperatura ambiente apresentam aspecto oleoso, tendo como principal caracteristica a
volatilidade e baixa solubilidade em agua (SAITO; SCRAMIN, 2000). Os OEs na maioria das
vezes sdo produzidos por estruturas secretoras especializadas, como glandulas, células
parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas especificas (SIMOES; PITZER,
2004), que podem estar presentes nas flores, folhas, frutos, madeira, casca, raizes, rizomas e
sementes (VITTI; BRITO, 2003). Esses metabdlitos secundarios possuem uma importante
funcéo ecolodgica, atuando como inibidores da germinacdo, na protecdo contra predadores, na
atracdo de polinizadores, na protecdo contra perda de 4gua e aumento da temperatura (SIMOES;
SPITZER, 2000).
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Tendo em vista a defini¢do quimica, os OEs sdo definidos como misturas heterogéneas
e complexas, que podem ser constituidos por mais de 120 componentes de classes quimicas
diferentes, geralmente provenientes das vias isoprenoide e fenilpropanoide, sendo constituidos
principalmente de monoterpenoides e sesquiterpenoides, podendo ocorrer também derivados
fenilpropanoides. Estes componentes estdo disponiveis em diferentes concentragdes, mas se
restringe a apenas dois ou trés componentes a composicdo majoritaria, 0s quais conseguem
desenvolver importante papel na protecdo das plantas contra o ataque de patdgenos e insetos.
Grande parte destes mecanismos de acdo apresentados pelos Oleos essenciais deve-se a sua
caracteristica lipofilica, que permite a passagem do OE na parede celular e na membrana
citoplasmatica, rompendo a estrutura de diferentes camadas e modificando assim a
permeabilidade dessas organelas (BAKKALI et al., 2008; BRUM, 2012; MAIA et al., 1998;
SHARIFI-RAD et al., 2017).

No entanto, a composi¢do quimica dos 6leos essenciais é definida pela genética da
planta produtora e suas possiveis variac@es fenoldgicas, além de estar propensa a modificacdes
ocasionadas por fatores intrinsecos dos locais onde as plantas sdo produzidas, como
temperatura, luminosidade, umidade, tipo de solo e condigdes nutricionais.
Concomitantemente, as caracteristicas quali-quantitativas dos 6leos essenciais podem sofrer
alterac6es conforme o érgdo vegetal coletado, 0 método de extragdo a ser utilizado e a aplicacdo
do método de secagem prévia (BELTRAME et al., 2010; GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
SARTOR, 2009; SHARIFI-RAD et al., 2017).

Durante muito tempo, os 6leos essenciais eram vistos como um residuo do metabolismo
das plantas ou ainda um “desperdicio fisiologico” (GANG, 2005; SIMOES; SPITZER, 2004).
Porém atualmente, o OE é considerado um dos produtos do metabolismo vegetal com maior
potencial a ser pesquisado e explorado pela industria. Adicionalmente, acredita-se que a
formulacdo de produtos comerciais a partir de extratos vegetais e 6leos essenciais € uma
excelente forma de se aplicar os compostos bioativos, impedindo assim que sejam inutilizados,
além de permitir a elaboracdo de produtos naturais para o controle de doengas em plantas
(BORGES et al., 2018). Dentre as atividades bioldgicas ja descritas para OEs encontram-se as
acles inseticidas, fumigantes e fungicidas (ISMAN, 2000), aléem da atividade inseticida
(FAZOLIN et al., 2007), evidenciando assim o papel promissor que esses cOmMpostos
apresentam no que tange ao controle e prevencédo de pragas e doengas.
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2.2.1 Oleos essenciais produzidos por espécies florestais

Na literatura, sdo encontrados relatos de diversas espécies vegetais que sdo capazes de
produzir 6leo essencial, mistura de compostos esta que pode apresentar inUmeras atividades
biologicas e ser utilizada no controle de doengas em plantas. Diante da riquissima
biodiversidade de espécies vegetais encontradas no Brasil, este se torna um campo a ser melhor
explorado, uma vez que muitos componentes quimicos e Oleos esséncias, com potencial
atividade antifungica ainda ndo foram estudados.

Os 6leos essenciais podem ser encontrados em cerca de 50 familias, com rara ocorréncia
em Gimnospermas (excecdo para a familia Pinaceae), e baixa em Angiospermas
Monocotileddneas (excecdo para as familias Cyperaceae e Poaceae). Dentre as Angiospermas
Eudicotileddneas, estdo incluidas as familias Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae,
Myrtaceae, Oleaceae, Rosaceae e Rutaceae. Entre as Angiospermas Magnoliideas, citam-se as
familias Lauraceae e Piperaceae, ambas conhecidas por possuirem propriedades bioldgicas
relacionadas a presenca de OE. Porém, devido a grande diversidade de espécies, na maioria das
vezes ndo se tem uma caracterizacdo especifica da acdo do 6leo essencial frente a fungos
fitopatogénicos (BRUNETON, 2001; FIGUEIREDO et al., 2008; SIMOES; SPITZER, 2004).

2.2.1.1 Nectandra megapotamica

A familia Laureceae destaca-se por possuir uma vasta quantidade de espécies nativas
do Brasil, entre elas estd a Nectandra megapotamica (Spreng) Mez e Nectandra grandiflora
Nees & Mart. ex Nees (LORENZI; SOUZA, 2008). No Brasil, podem ser encontrados 22
géneros desta familia, ocorrendo em grande parte nas Florestas Pluviais, assim como nas
Restingas e nos Cerrados (BARROSO et al., 2002), com cerca de 400 espécies (LORENZI,
SOUZA, 2008).

A espécie Nectandra megapotamica (Figura 1), conhecida popularmente por “canela-
preta”, pode estar presente desde o sul de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul e também no
Mato Grosso do Sul (LORENZI, 2002; REITZ et al., 1988). Apresenta ampla faixa de
distribuicdo nas florestas nativas do Rio Grande do Sul (BRENA; LONGHI, 2002; TONINI et
al., 2003), fazendo parte da composicdo da Floresta Ombrdfila Mista, Floresta Ombrofila
Densa, Floresta Estacional Semidecidual e Decidual (MARCHIORI, 1997). As arvores de N.
megapotamica podem atingir entre 15-25 metros de altura, com circunferéncia do tronco de 40-

60 cm de didmetro, a madeira possui alta resisténcia e um aroma forte. Entre os meses de junho
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e setembro ocorre a floracdo, os frutos amadurecem de novembro a janeiro e servem como fonte
de alimento aos passaros (LORENZI, 2002).

Figura 1- Exemplar de Nectandra megapotamica fora da floresta.

Fonte: Adaptado de LORENZI, 2002.

Na literatura sdo encontrados relatos de que o OE de Nectandra megapotamica possuli
potencial antibacteriano frente a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus, Candida
albicans, Bacillus subtilis, Escherichia coli e atividade antifngica frente a Aspergillus niger
(BRITTO, 2009; BARNECHE et al., 2010), além de apresentar propriedades anti-inflamatérias
(APEL et al., 2006). A atividade alelopatica deste OE, foi observada em alface e aveia-preta,
que sdo espécies biondicadoras de alelopatia, por meio da redugéo do percentual de germinacao
de sementes e do crescimento de plantulas (AMARAL, 2014). Em trabalho realizado por
Tondolo et al. (2013), 0 OE de N. megapotamica apresentou uma acdo anestésica em robalo-

peva (Centropomus parallelus), sendo observado o efeito de sedacéo leve e anestesia profunda.
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2.2.1.2 Nectandra grandiflora

A espécie Nectandra grandiflora é predominantemente encontrada nos biomas Mata
Atlantica e Cerrado, entre os estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul (QUINET et al.,
2010). A espécie é popularmente conhecida como canela-amarela, canela-fedida ou canela-
cheirosa, € uma planta heliofila e secundaria, sendo considerada uma espécie com boa
regeneracdo dentro da floresta (LORENZI, 2002; PIZZATO, 1999).

As arvores de Nectandra grandiflora séo consideradas de porte pequeno, atingindo entre
10 e 15 metros de altura. A madeira possui um cheiro adocicado e desagradavel, no entanto,
ndo chega a ser um odor de excrementes, como ocorre em outras espécies de Lauraceaes
(LORENZI, 2002; ZANON; GOLDENBERG; MORAES, 2009). Esse cheiro caracteristico
também se manifesta nas folhas, flores e na casca. A frutificacdo da espécie (Figura 2) ocorre
de janeiro a marco, e a floragéo entre os meses de agosto a outubro, contendo flores abundantes
de coloragéo branca e perfumadas (MARCHIORI, 1997; LORENZI, 2002).

Figura 2— Detalhes das folhas e frutos de Nectandra grandiflora.

Fonte: BIANCHINI, 2017.
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Em estudo realizado por Cunico et al. (2010), a anélise da composi¢do quimica do 6leo
essencial extraido de folhas de Nectandra grandiflora permitiu a identificacdo de um total de
33 componentes. No entanto, a composi¢do quimica e a quantidade de 6leo produzido pela
planta podem sofrer alteracdes devido a sazonalidade. Ao estudar a influéncia da sazonalidade
no teor de OE de N. grandiflora, Silva et al. (2015), indicaram que a coleta das folhas seja
realizada durante a primavera para assim obter um maior rendimento.

O efeito antimicrobiano do OE de N. grandiflora foi verificado frente as bactérias S.
aureus, Plesiomonas shigelloides, Acinetobacter calcoaceticus e Aeromonas hydrophila. A
atividade antifingica do OE dessa espécie, foi verificada frente a fungos apodrecedores da
madeira (BIANCHINI, 2017; CUNICO etal., 2010; GARLET etal., 2015; SILVA etal., 2016).
O OE de N. grandiflora é composto mojoritariamente por Deidrofuquinona, que ao ser avaliado
por Garlet et al. (2016) demonstrou possuir acao sedativa ou anestésica sobre jundia (Rhamdia
quelen). Contudo, ainda sdo pouco estudadas as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais
presentes em espécies de Nectandra, principalmente quando se refere a atividade antifingica.

2.2.1.3 Piper gaudichaudianum

A espécie Piper gaudichaudianum Kunth, conhecida vulgarmente por pariparoba ou
jaborandi, é um arbusto de pequeno porte atingindo de 1 a 3 metros de altura, sendo encontrado
em todas as regides do Brasil, bem como no Paraguai e Argentina. A ocorréncia da espécie se
da principalmente nas bordas das florestas, e em clareiras que se dao, devido a queda das arvores
(GUIMARAES; VALENTE, 2001). As folhas s&o curto-pecioladas, membranéceas e possuem
a superficia adaxial aspéra. A inflorescéncia é do tipo espiga, que chega a ter 8 centimetros de
comprimento, e florece durante o ano todo (Figura 3). Ja a frutificacdo, ocorre nos meses de
janeiro, marco, agosto e de outubro a dezembro (DI STIASI; HIRUMA-LIMA, 2002,
BARDELLLI et al., 2008). Os frutos servem como fonte de alimentagdo para morcegos, que
acabam dispersando as sementes, as quais possuem facilidade em germinar e se desenvolver,
devido a rusticidade da espécie. Caracteristica essa, que possibilita a utilizagdo da espécie em
projetos de restauragdo, sendo amplamente encontrada na Mata Atlantica (TEIXEIRA, 2003).

A espécie apresenta metabdlitos secundarios bioativos, descritos na literatura como
derivados de nucleo cromona e isdmeros prenilados derivados do acido benzoico obtidos do
extrato etandlico de folhas, para o qual foi detectada atividade antimicrobiana frente as cepas

de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Candida tropicalis (PUHL et al., 2011). Algumas
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atividades bioldgicas como o efeito inseticida, anti-inflamatdrio e analgésico j& foram descritas
para a espécie (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; LAGO et al., 2004; PARMAR et al., 1997).

Figura 3— Caracteristicas botanicas de Piper gaudichaudianum. A: exemplares da espécie no
sub-bosque da floresta; B: espigas; C: folhas; D: entrenos do caule/ramos.

Fonte: SCHINDLER, 2015.

O dleo essencial das folhas Piper gaudichaudianum apresentou atividade larvicida
frente a0 mosquito da dengue (Aedes aegypti) (DE MORAIS et al., 2007). Entre os efeitos
bioldgicos, o OE desta espécie apresenta uma alta atividade antifingica contra Cryptococcus
neoformans e Candida krusei (MORANDIM-GIANNETT et al., 2010). O efeito antifingico
também foi observado para o OE da espécie P. aduncum, que foi capaz de inibir 100% o
crescimento e a germinacdo do fungo Clinipellis perniciosa, conhecido por ocasionar a
destrutiva doenca "vassoura-de-bruxa”, em plantacGes de cacau e cupuacu (BASTOS, 1997).
Além disso, o OE de P. aduncum possui acao inseticida e larvicida contra insetos fitéfagos e
mosquitos transmissores de dengue e malaria, sendo capaz de promover 100% de controle ao
ser utilizado em baixas concentracfes (BERNARD et al., 1995; SOUTO, 2006).
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2.2.2 Atividade antifangica de 6leos essenciais

As atividades bioldgicas dos componentes dos Oleos essenciais ainda ndo sdao bem
definidas, em um estudo realizado por Sharifi-Rad et al. (2017), a maioria dos OE foram
caracterizados por apresentar capacidade citotoxica satisfatoria, como um mecanismo de ag&o.
Ainda, dentre os principais mecanismos que os efeitos citotoxicos dos 6leos essenciais causam,
pode-se incluir a indugcdo da morte celular pela ativacdo de processos de apoptose e/ou hecrose,
blogueio do ciclo celular, e perda da fungédo das organelas essenciais, além de poderem atuar
como antioxidantes.

Alguns autores relatam que as atividades antifungicas dos Oleos essenciais
provavelmente sdo desencadeadas como resultado da penetracdo do OE na parede das hifas,
prejudicando a lipoproteina da membrana citoplasmatica, ocasionando o extravasamento do
citoplasma, assim como o esvaziamento e desintegracdo das hifas, e presenca de filamentos
(CACCIONI; GUIZZARDI, 1994; DOS SANTOS et al., 2013; ZAMBONELLI et al., 1996).

Avaliando a acdo do 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) sobre as
hifas de Rhizoctonia solani, Costa et al. (2011) verificaram algumas alteracbes morfoldgicas,
tais como a presenca de vacuolos, desorganizacdo dos contetdos celulares, diminui¢do na
nitidez da parede celular, intensa fragmentacdo e menor turgéncia das hifas. Contudo, a
atividade antioxidante de componentes de estrutura fendlica também pode contribuir para um
efeito fungitoxico de extrativos vegetais, como observado em um estudo realizado por Bento et
al. (2014), onde relataram a ocorréncia de estresse oxidativo nos fungos Trametes villosa e
Pycnoporus sanguineus quando expostos aos extratos de folhas de duas espécies de Casearia.

Diante dos diversos mecanismos de acdo que os OEs podem apresentar, acredita-se que
uma das principais formas de desencadear a interrup¢do do desenvolvimento fungico, seja
através da capacidade desses componentes de interferir ou romper a integridade das paredes
celulares e membranas celulares fungicas (ISMAN; MACHIAL, 2006). Por ser considerado um
dos principais componentes da membrana celular fungica, o ergosterol € responsavel por
garantir o funcionamento e a integridade das células, sendo o ponto alvo de atuacdo dos
produtos quimicos que visam obstruir a membrana e pode ser considerado um dos alvos de acéo
dos dleos essenciais. Fato este comprovado, pela inibicdo da biossintese do ergosterol que
ocorreu ao utilizar-se o OE de Syzygium aromaticum, impedindo o desenvolvimento de fungos
como Aspergilus spp. e Candida spp. (AHMAD et al., 2011; KATHIRAVAN et al., 2012;
PINTO et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ESTRUTURA LABORATORIAL E ISOLADOS FUNGICOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia Elocy Minussi, do
Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria (CCR/UFSM)
e no Laboratdrio de Extrativos Vegetais (LABEVE/UFSM). Os isolados utilizados encontram-
se depositados na colecdo de culturas da Micoteca do Laboratério de Fitopatologia Elocy
Minussi e todos possuem o numero de acesso no GenBank (Tabela 1).

Tabela 1- Numero de acesso ao GenBank, género, érgdo afetado, hospedeiro e fonte dos
isolados fungicos utilizados na realizacdo deste trabalho.

GenBank Género/Espécie Orgéo afetado Hospedeiro Fonte
KC837104 Pestalotiopsis clavispora Folhas Carya illinoinensis ~ LAZAROTTO, 2013
KC837105 Pestalotiopsis cocculli Folhas Carya illinoinensis LAZAROTTO, 2013
KC810062 Fusarium oxysporum Raizes Carya illinoinensis LAZAROTTO, 2013
KC810063 Fusarium equiseti Raizes Carya illinoinensis LAZAROTTO, 2013
KT991563 Cladosporium Folhas Carya illinoinensis WALKER, 2016
pseudocladosporioides

KT995114 Cladosporium subuliforme Folhas Carya illinoinensis WALKER, 2016
KT895370 Lasiodiplodia subglobosa Tronco Carya illinoinensis POLETTO,2016
MG065859 Colletotrichum gloeosporioides Folhas Cassia fistula RABUSKE, 2018

As avaliacdes para determinar a atividade antiflngica in vitro e a acdo de diferentes
concentracdes dos Oleos essenciais foram realizadas a partir do pool dos OEs obtidos em
diferentes épocas de extragdo. Os Oleos essenciais utilizados foram extraidos de folhas de
Nectandra grandiflora (OE1), Nectandra megapotamica (OE2) e Piper gaudichaudianum
(OE3), os mesmos foram cedidos pelo LABEVE/UFSM, onde foi realizada a andlise para a

identificacdo e quantificacdo dos componentes quimicos presentes no pool de cada OE.
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3.2 OBTENCAO DOS OLEOS

3.2.1 Extracéo do 6leo essencial de Nectandra megapotamica e Nectandra grandiflora

Os oOleos essenciais de Nectandra megapotamica e N.grandiflora, foram obtidos em
trabalhos realizados por Amaral, (2014) e Silva, (2016), respectivamente. A extracdo dos OEs
se deu por meio da hidrodestilacio em triplicata, durante trés horas (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), sendo utilizado aparelho
tipo Clevenger e uma amostra de 5009 de folhas frescas picadas e 3000 mL de &gua destilada,
distribuida em um baldo de 5000 mL. Ao final da extracdo, os OEs foram acondicionados em
frascos de vidros &mbar, lacrados e armazenados a -4 °C e auséncia de luz, permanecendo nestas

condigdes até 0 momento da utilizacéo.

3.2.2 Extracdo OE de Piper gaudichaudianum

O 6leo essencial de Piper gaudichaudianum foi obtido em estudo realizado por Schindler,
(2015). Para a extragcdo do OE, folhas frescas e secas foram fracionadas e submetidas a
hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger modificado, por trés horas, sendo realizada em
triplicata (SARTOR, 2009). A extracdo liquido-liquido com hexano, foi utilizada para separar
0 OE do hidrolato (SILVA et al., 2009). Na sequéncia, o OE passou pelo processo de secagem
sob sulfato de sodio anidro (Na2S04). Ao final, o OE obtido foi acondicionado em vidro &mbar

e armazenado nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

3.3 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os constituintes quimicos dos OEs foram identificados por meio da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Inicialmente, uma amostra de 2 pL de
0leo essencial foi diluida em 1 mL de hexano, e analisada no sistema hifenado AGILENT
7890A, equipado com um detector seletivo de massas série 5975C (CG-EM), utilizando uma
coluna capilar de silica fundida HP5-MS (30 m x 0,25 mm, espessura de filme: 0,25 mm) e
energia de ionizacdo de 70 Ev. As condigOes consideradas foram as seguintes: taxa de fluxo de
1 mL min? e divisdo de fluxo de 1:100; o gas carreador foi o hélio; temperatura do injetor e
detector de 250 °C; programa de temperatura de 40 °C durante 4 min; 40-320 °C a 4 °C min™.
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A identificacdo dos componentes quimicos dos 6leos essenciais foi realizada através da
comparacao dos indices de retencdo, dados por uma curva de calibracdo de n-alcanos, e 0s
padrdes de fragmentacdo de massas, com os dados encontrados na literatura existente (NIST,
2010; ADAMS, 2009). A quantificacdo dos componentes quimicos dos OEs foi realizada por
cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacdo em chama (CG-DIC) através do equipamento
Agilent 7890A. Os parametros utilizados equivalem aos citados anteriormente, exceto a divisdo
de fluxo que foi de 1:50, e a temperatura do injetor e detector que foi de 300 °C. A percentagem

final dos componentes quimicos foi determinada através da normalizacdo de area dos picos.

3.4 OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIES FLORESTAIS NO CONTROLE DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

3.4.1 Atividade antifungica

Os propagulos fangicos encontravam-se armazenados em tubo eppendorf a base de
solucdo salina (0,9 g NaCl/ 1 litro de agua destilada esterilizada) e para a obtencdo do in6culo
inicial, os mesmos foram transferidos para o meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) e cultivados
por sete dias em camara tipo Biochemical Oxygen Demand (BOD), a 25+2°C e fotoperiodo de
12 horas de luz branca. Apos este periodo, os fungos foram repicados e mantidos nas condi¢des
descritas anteriormente, para serem utilizados nos experimentos

A concentragdo de todos os OEs utilizados foi de 1uL mL™, os quais foram previamente
diluidos em etanol na proporcdol:1, para assim facilitar a homogeneiza¢do no meio de cultura.
Aliguotas de OE + Etanol foram adicionadas no meio BDA em estado fundente, e
posteriormente 0 meio de cultura contendo o OE foi vertido para placas de Petri estéril de 90
mm de didmetro.

O tratamento testemunha foi constituido por placas de petri vertidas somente com meio
de cultura BDA, ja o controle negativo foi composto pela adicdo de etanol na mesma
concentragdo utilizada para diluir o OE. Para o controle positivo, o fungicida comercial
Propiconazole® foi acrescentado no meio de cultura na concentragdo de 1,0 uL mL™. Apds a
solidificagcdo do meio, um disco de 8 mm de didmetro, contendo os propagulos fungicos com
sete dias de crescimento foi transferido para o centro das placas, que na sequéncia, foram
incubadas durante sete dias em camaras tipo BOD (25 + 2 °C, 12 h de fotoperiodo). Para
Cladosporium spp. as placas utilizadas foram de 7 cm e o disco de micélio foi de 6 mm de

didametro, sendo que todos 0s experimentos foram realizados em triplicata.
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O efeito dos diferentes 6leos essenciais no crescimento micelial dos fungos, foi avaliado
por meio de medicOes diarias do didmetro das coldnias em dois sentidos perpendiculares, com
auxilio de um paquimetro digital, obtendo-se uma média para cada repeticdo. As medicdes
foram realizadas em media até o sétimo dia, quando o crescimento da testemunha preenchia a
placa, exceto para Cladosporium spp que possuem um crescimento mais lento e foi avaliado
aos 15 dias. Com a média dos resultados obtidos determinou-se o crescimento final, a taxa de
crescimento micelial diaria (TCM) e a percentagem de inibicdo do crescimento micelial (ICM).

A TCM foi obtida por meio da equacéo 1,

(1) TCM = ==

(2) ICM (%) = [(CT—E‘;)*lOO]

Onde: Dn = diametro da coldnia ao final da avaliacdo e n = dia da ultima avaliacdo. Ja
a percentagem de inibicdo do crescimento micelial foi obtida por meio da equacéo 2, onde CT
refere-se ao crescimento da testemunha e Ct ao crescimento do tratamento (BADAWY;
ABDELGALEIL, 2014).

3.4.2 Contagem de esporos/ esporulacéo

A atuacdo dos Gleos nas estruturas reprodutivas dos fungos foi avaliada por meio da
caracterizacdo dos esporos. Para isso, utilizou-se quatro placas de petri contendo o fungo
crescido em meio BDA com OE, aos dez dias de incubacdo, nas quais foram adicionados 20
mL de agua destilada estéril e realizada a raspagem das coldnias com o auxilio de uma alca de
Drigalski, seguido de filtragem em camada dupla de gaze. Posteriormente, foi acrescentada uma
gota de Tween 80 na solucdo aquosa e colocada para agitar em aparelho vortex. As
concentragdes estimadas de esporos (esporos.mL™) de cada placa, foram determinadas a partir

da adi¢do de 1 mL da suspensdo na camara de Neubauer.
3.4.3 Morfologia de esporos

A suspensdo de esporos obtida conforme descrito no item 3.3.2 foi utilizada para

caracterizacdo das dimensdes do esporo. Para cada tratamento foram analisados 40 esporos,
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para a determinacdo da largura e do comprimento os esporos foram medidos em microscopio

Optico, com micrémetro acoplado, na magnitude de 40 x.

3.4.4 Viabilidade de esporos

O efeito fungistatico ou fungicida do 6leo essencial sobre o desenvolvimento dos
fungos, foi avaliado a partir da transferéncia de discos de micélio tratados com 6leo essencial,
na concentracdo de 1uL mL™ para placas de Petri contendo meio BDA nas condicdes ideais de
crescimento (25 + 2 °C, 12 h de fotoperiodo). As placas foram novamente incubadas, a fim de se
observar o crescimento radial das coldnias dos fungos fitopatogénicos. Para fins de avaliagéo,
o efeito fungistatico foi considerado quando, em contato ao ser transferido para o meio de
cultura com o 6leo essencial, o fungo parou de crescer, ou teve o crescimento retardado, mas
BDA e armazenado nas condi¢des ideais, retomou o crescimento. Ja o efeito fungicida, foi
considerado quando o fungo ndo apresentou crescimento em contanto com o 6leo e nem ao ser
transferido para o meio BDA (COSTA et al., 2011).

A coloracdo das col6nias e do micélio aéreo foram definidas através de analise visual

e com o auxilio da Carta de Cores de Munsell (Munsell Soil Color Chart, 2009).

3.4.5 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
bifatorial (6 Tratamentos x 2 espécies de cada género), com seis repeticGes para cada
tratamento, cada repeticdo foi composta por uma placa. Para os géneros Lasiodiplodia e
Colletotrichum, foram avaliados apenas uma espécie fangica. Os dados foram submetidos ao
teste de Shapiro-Wilk utilizando o procedimento PROC UNIVARIATE no SAS® 9.1 (SAS
Institute, 2002) para confirmar a condicdo de normalidade. No entanto, 0s mesmos n&o
assumiram distribuicdo normal e as médias foram transformadas pela fung¢io Vx + 0,5, sendo x
o valor observado. Apds, os resultados foram submetidos ao teste ANOVA utilizando o PROC
GLM e, as médias foram comparadas utilizando o0 LSMEANS SCOTTKNOTT ajustado ao
nivel de significancia (P> 0,05) no SAS® 9.1 (SAS Institute, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A andlise da composicdo quimica do 6leo essencial de Nectandra grandiflora, realizada
através da CG-EM e da CG-/DIC, permitiu identificar 22 constituintes que representam 91,23%
da composicao total (Tabela 2). Os componentes detectados em maiores proporc¢des foram:
(+)-Deidrofuquinona (26%), Epodxido de deidrofuquinona (12,81%), Kaureno (7,18%),
Espatulenol (7,05%) e Valenceno ( 6,43%). Os resultados do presente trabalho corroboram
com Bianchini, (2017), onde os principais componentes identificados foram (+)-
Deidrofuquinona (20,52%), Biciclogermacreno (11,80%), Epodxido de deidrofuquinona
(8,06%), Valenceno (6,44%), Kaureno (4,93%) e 4,5-di-epi-Aristoloqueno (4,32%).

Algumas diferengas na quantidade e nos constituintes quimicos identificados no 6leo
essencial de N. grandiflora, podem existir devido a variabilidade genética da planta e a resposta
que esta apresenta as condi¢cdes ambientais externas que estdo expostas, como observado, para
os OEs de N. megapotamica que apresentaram diferentes componentes quimicos quando
coletados em individuos de uma mesma populagdo (AMARAL et al., 2014).

Tabela 2— Composi¢do quimica do 6leo essencial (Pool) extraido de folhas de Nectandra

grandiflora.

Pico TR Componente IKc IKref %
1 10,84 a-Pineno 931 9324 1,15
2 12,66 B-Pineno 975 974N 0,91
3 17,66 B-Linalol 1099 1098N 0,68
4 20,92 Z-3-Hexenil butirato 1185 1184N 0,72
5 27,97 B-Elemeno 1388 1390% 2,32
6 28,93 E-Cariofileno 1418 1417N 0,93
7 29,72 a-Guaieno 1443 1440N 0,85
8 30,07 a-Cariofileno 1454 1454N 1,13
9 30,53 Aromadendreno 1469 1469N 5,35
10 30,75 Allo-aromadendreno 1476 14774 2,96
11 31,22 Valenceno 1491 1490N 6,43
12 31,31 a-Selineno 1494 1493N 5,39
13 31,67 Germacreno A 1505 1506N 0,27
14 33,73 Espatulenol 1575 1574N 7,09
15 33,92 Oxido de cariofileno 1581 1581N 0,84
16 35,28 Eremoligenol 1629 1625N 0,74

Continuagao...
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17 35,97 Epoxido de 1653 i 12,81
deidrofuquinona
18 36,25 Selin-11-en-4-a-ol 1663 16594 0,90
19 40,01 Deidrofuquinona 1801 1807" 26,00
20 40,25 Eremofilan-11-en-10-ol 1811 ) 4,94
21 43,26 Rimueno 1930 19344 1,64
22 45,97 Caureno 2043 2041N 7,18
Total identificado 91,23

TR: Tempo de Retencdo; IKc: indice de retencdo de Kovats calculado; IKref: indice de retengio de Kovats
referenciado na bibliografia; A: Adams, 2009; N: Nist, 2010. “Comparado com uma amostra auténtica de DHF do
Laboratdrio de Extrativos Florestais, que foi identificada por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
1H e 13C (SILVA, 2016).

Com a andlise da composicdo quimica do 6leo essencial de Nectandra megapotamica
foi possivel identificar 25 constituintes (Tabela 3), sendo os principais a-Pinene (23,19%), B-
Pinene (17,13%), Espatulenol (11,68), Limonene (9,5%) e a- Cariofileno (5,21). Resultados
semelhantes foram encontrados por Amaral, (2014), que obteve 0s seguintes constituintes
majoritarios: a-Pinene (21,09%), B-Pinene (18,47%), Limonene (8,64%), Espatulenol (5,42) e
Cariofileno (5,25). Resultados estes, que se diferenciam dos encontrados por Brito (2009),
evidenciando assim, a grande quantidade de substancias quimicas que podem ser produzidas
pela espécie.

Ainda, Brito (2009) demonstrou que o OE de Nectandra megapotamica néo foi afetado
pela sazonalidade, sua composi¢do quimica e a quantidade de OE produzidos, ndo sofrem
interferéncias significativas. Porém, o autor evidencia a grande diversidade de constituintes
quimicos dos OEs coletados em diferentes individuos de N. megapotamica, o que justifica as

diferencas de resultados, quando comparados com o presente estudo.

Tabela 3— Composicdo quimica do 6leo essencial (Pool) extraido de folhas de Nectandra
megapotamica.

Pico TR Componente IKc IKref %
1 10,86 a-Pineno 931 937N 23,19
2 11,50 Canfeno 946 947N 1,32
3 12,66 B-Pineno 974 974N 17,13
4 13,23 B-Mirceno 988 988N 1,57
5 14,62 p-Cimeno 1022 1022N 0,38
6 14,85 Limoneno 1027 1027N 9,50
7 14,90 Eucaliptol 1029 1029N 0,23

Continuacéo..
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8 17,55 B-Linalol 1096 1096% 0,42
9 19,15 Pinocarveol 1138 1137N 1,07
10 20,68 4-Terpineol 1178 1176N 0,21
11 21,23 Mirtenol 1193 1191N 1,47
12 27,52 Copaeno 1374 1374N 2,98
13 27,91 B-Cubebeno 1386 1386N 3,09
14 28,94 Cariofileno 1418 1420N 1,84
15 29,54 arom:{;gﬂareno 1437 1438V 1,36
16 30,07 a-Cariofileno 1454 1454N 521
17 30,2 Aromadendreno 1458 1455N 2,34
18 31,31 a-Selineno 1493 1488N 3,01
19 3327 RILINMEN o gsse 1send 323
20 33,74 Espatulenol 1574 1575N 11,68
21 34,01 Globulol 1584 1585N 1,02
22 34,26 Viridiflorol 1592 1595N 1,58
23 35,33 Ereoligenol 1630 16314 0,37
24 35,69 n-Cadinol 1642 1642N 1,87
25 35,99 d-Cadinol 1653 1654N 0,36

Total identificado 96,43

TR: Tempo de retengéo; IKc: indice de retencio de Kovats calculado; IKref: indice de retencio de Kovats
referenciado na bibliografia; A: Adams, 2009; N: Nist, 2010.

Na andlise da composi¢do quimica do dleo essencial de Piper gaudichaudianum foram
identificados 14 componentes (Tabela 4), sendo que o fenilpropanoide Dilapiol (66,26 %) foi o
constituinte  majoritdrio, seguido pelos sesquiterpenoides a-Cariofileno (8,13%),
Biciclogermacreno (4,53%) e Isocariofileno (3,38%). Resultados que corroboram, com o
trabalho realizado por Schindler e Heinzmann (2017), que relataram o Dilapiol (69,2%) como
constituinte majoritario do OE de P. gaudichaudianum. Essa composi¢ao quimica do OE de P
gaudichaudianum se aproxima da composi¢ao descrita para a espécie Piper permucronatum
Yunck. em Rondoénia e Piper aduncum L. no Para e Distrito Federal, em ambas o Dilapiol é o
constituinte majoritario, chegando a compor 54,7% do OE (ALMEIDA et al., 2009; MORAIS
etal., 2007, POTZERNHEIM et al., 2012).

No entanto, o componente majoritario encontrado em outros trabalhos realizados
com o OE de folhas de Piper gaudichaudianum, foi o (E)-nerolidol (SPEROTTO, 2012; PERES

et al. 2009). Apesar de ndo ter sido encontradas informacdes, a respeito da existéncia de
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quimiotipos para a espécie P. gaudichaudianum, essas divergéncias encontradas na composigdo
quimica do OE de plantas da mesma espécie, sugerem a existéncia de quimiotipos. O que ¢
corroborado por Almeida et al. (2009), que descreveu dois quimiotipos diferentes para a espécie
P. aduncum, sendo que um é encontrado na Amazo6nia e possui alto percentual de dilapiol,
enquanto o outro é encontrado na Mata atlantica brasileira e € composto majoritariamente por
(E)-nerolidol e linalol (ALMEIDA et al, 2009).

Tabela 4- Composi¢do quimica do 6leo essencial (Pool) extraido de folhas e Orgaos
reprodutivos de Piper gaudichaudianum Kunth.

Pico TR Componente IKc IKref %
1 28,94 Isocariofileno 1418 1418N 3,38
2 29,53 Aromadendreno 1437 1439N 2,11
3 30,06 a-Cariofileno 1454 1454N 8,13
4 30,49 Iswarano 1467 14664 3,17
5 30,85 Germacreno D 1479 14814 1,91
6 31,12 a-Bulneseno 1487 1489N 1,28
7 31,32 Biciclogermacreno 1493 1494N 4,53
8 31,55 a-Cupreneno 1501 15054 1,83
9 32,02 Miristicina 1517 1523N 1,26
10 33,28 E- Nerolidol 1559 1560N 1,92
11 33,72 Espatulenol 1574 1576N 1,75
12 3470 EPOXido d‘fIH“m“'e”O 1607  1608° 0,33
13 34,96 Dilapiol 1616 1620 66,26
14 35,99 t- Cadinol 1653 1648N 0,71

Total identificado 98,56

TR: Tempo de retencdo; IKc: indice de retencio de Kovats calculado; IKref: indice de
retencdo de Kovats referenciado na bibliografia; A: Adams, 2009; N: Nist, 2010

Essa grande variacdo na composicao quimica do OE de Piper gaudichaudianum, se deve
ao fato dessa espécie estar amplamente distribuida na natureza, tendo assim contato com
condi¢des ambientais distintas que podem acarretar na formacgéo de constituintes diferentes.
Dentre os fatores ambientais que interferem na formacao dos OEs, pode-se citar: o clima do
local, a época de coleta, a temperatura, a incidéncia solar, o tipo do solo, a disponibilidade de
agua e ainda a forma de extragdo (ALMEIDA et al, 2009; POTZERNHEIM et al, 2012).

Contudo, quando se refere a atividade biologica dos OEs, os quimiotipos distintos
possuem atividades diferentes, podendo ou ndo, desencadear a inibi¢do do crescimento fungico
e bacteriano (MARINO et al., 2001). Atividades bioldgicas do OE de P. gaudichaudianum, e
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do Dilapiol seu componente majoritario, ja foram descritas, evidenciando assim possiveis

atividades antifangicas.

4.2 OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIES FLORESTAIS NO CONTROLE DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

4.2.1 Atividade antifngica

Os resultados obtidos evidenciam a atividade antifingica dos Oleos essenciais em
estudo, visto que todos os fungos tiveram o crescimento micelial (Tabela 5) reduzido. Para o
crescimento micelial de Fusarium spp., foram observadas diferengas significativas entre as
espécies F. equiseti e F. oxysporum, as quais apresentaram diferenca no crescimento do
tratamento controle negativo (CN), devido as caracteristicas intrinsecas de cada espécie. No
entanto, ao utilizar o 6leo de Piper gaudichaudianum (OE3) ocorre uma diferenca no
crescimento quando comparado ao CN, pois F. equiseti se mostrou mais sensivel a atividade
antifungica. Apesar de naturalmente possuir um crescimento maior, na presenca do OE
apresentou um crescimento menor (11,36 mm), quando comparado ao F. oxysporum (20,47
mm). Resultados semelhantes, foram encontrados para F. oxysporum (22,5 mm) quando em
contato com o OE de P. marginatum (SANTOS et al., 2011).

Para ambas as espécies de Fusarium os 6leos essenciais reduziram significativamente o
crescimento micelial, quando comparado com o controle negativo, sendo o 6leo de P.
gaudichaudianum capaz de promover os menores valores de crescimento micelial final, seguido
pelo 6leo de Nectandra grandiflora (OEL) e por Gltimo o 6leo de Nectandra megapotamica
(OE2) que propiciou um crescimento maior. A eficiéncia da utilizacdo de 6leos essenciais no
controle de Fusarium spp, também foi avaliada por Hashem et al. (2010), que ao analisarem o
uso dos OEs de Cuminum cyminum L., Ocimum basilicum var. basilicum L. e Pelargonium
graveolens L. Her na concentracdo de 40.000 ppm no controle de F. oxysporum e F. equiseti,

comprovaram a eficécia destes, em teste in vitro, casa de vegetacdo e a campo.
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Tabela 5— Crescimento micelial (mm) de cinco géneros fungicos em meio batata-dextrose-agar
(BDA\) acrescido de 1puL mL* de dleo essencial de Nectandra grandiflora (OE1),
N. megapotamica (OE2), Piper gaudichaudianum (OE3), etanol (CN) e fungicida
comercial Propiconazole (CP).

Espécie fungica Tratamentos
CN OE 1 OE 2 OE 3 CP

Fusarium equiseti 87,67 +1,97aA 41,05+3,85aC 61,14+4,11aB 11,36+0,54bD 0+0aE
Fusarim oxysporum 72,23+3,49bA  30,74+0,90bC 49,50+1,82bB 20,47+0,86aD 0+0aE
Cladosporium subuliforme 48,22+0,20aA 28,01+0,85aB 30,19+0,29aB 8,26+0,82aC 0+0aD
Cladosporium pseudocladosporioides  45,11+1,62aA 21,98+0,73bB 28,12+1,61aB 6,92+0,12aC 0+0aD
Pestalotiopsis cocculi 84,00£51,11aA 14,92+0,74aC 52,06+3,95aB 0+0aD 0+0aD
Pestalotiopsis clavispora 71,18+3,66bA 13,96+0,84aC 29,29+3,29hB 0+0aD 0+0aD
Lasiodiplodia subglobosa 90+ 0 A 22,49+ 2,30C 37,86+1,89B 11,73+0,82D 0+0E
Colletotrichum gloeosporioides 89,34+1,06A 41,04+ 236C 63,38+3,63B 24,07+ 1,22D 0+0E

*Linhas: letras mailsculas, comparacdo do efeito de diferentes 6leos essenciais sobre a mesma espécie fungica.
Colunas: letras minusculas, comparagdo entre diferentes espécies do mesmo género. ** Os dados sdo expressos
como média + DP (Desvio Padrdo). Letras iguais ndo se diferenciam significativamente pelo teste de Scott-knott
(P <0,05).

O crescimento micelial de Cladosporium spp. € mais lento, ndo havendo diferenca entre
as espécies, como pode ser observado no controle negativo. Os Oleos essenciais se
diferenciaram estatisticamente do controle negativo, reduzindo assim o crescimento micelial de
C. pseudocladosporioides e C. subuliforme, no entanto, o dleo essencial de Nectandra
grandiflora (OE1) e N. megapotamica (OE2) ndo apresentaram diferenca, permitindo um
crescimento micelial intermediario. Ja o 6leo essencial de Piper gaudichaudianum (OE3)
reduziu drasticamente o crescimento micelial de ambas as espécies de Cladosporium.
Resultados semelhantes, foram encontrados com outras espécies do género Piper por
Navickiene et al. (2006), com o 6leo essencial de plantas de P. aduncum e P. tuberculatum
sobre os fungos Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum, respectivamente, na
concentracio de 10 ug.mL?, que foi capaz de impedir completamente o crescimento dos
patdgenos. Dados estes que evidenciam o potencial do 6leo essencial de P. gaudichaudianum
que ao ser avaliado em uma concentracdo 10 vezes menor, conseguiu reduzir cerca de 80% do
crescimento micelial dos fungos do género Cladosporium.

Houve diferenca significativa para o crescimento micelial entre as espécies de
Pestalotiopsis no controle negativo, das quais P. cocculi apresentou um crescimento final
maior, 0 que é observado também para o tratamento com OE2, nos demais tratamentos néo
houve diferengas entre as espécies. Os 0leos essenciais de N. grandiflora e N. megapotamica
diferiram do controle negativo e positivo, reduzindo o crescimento micelial dos patégenos. O

tratamento com o6leo essencial de P. gaudichaudianum n&o se diferenciou do controle positivo
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(CP), impedindo completamente o crescimento micelial dos fungos do género Pestalotiopsis (O
mm).

A atividade antifingica dos o6leos essenciais foi semelhante para Colletotrichum
gloeosporioides e Lasiodiplodia subglobosa, visto que houve diferenca estatistica no
crescimento dos patdgenos em todos os tratamentos (Tabela 5). Assim como para as demais
espécies fangicas, o tratamento com o OE3 resultou nos menores valores de crescimento
micelial, seguido do OE1 e do OE2 que apresentou o crescimento mais proximo do controle
negativo. PINEDA et al. (2012) ao avaliarem os OEs de Piper auritum e P. holtonii no controle
in vitro de C. gloeosporioides e Lasiodiplodia theobromae, observaram que ambas as espécies
do género Piper reduziram significativamente o crescimento micelial dos patdégenos. No
entanto, o OE de P. holtonii apresentou uma maior atividade antifingica, sendo capaz de inibir
100% do crescimento fungico de B. theobromae, o qual se mostrou mais propenso a agéo de
ambos os OEs, quando comparado com C. gloesporioides. Essa maior sensibilidade a atividade
dos OEs também foi observada para o fungo L. subglobosa no presente estudo.

Desse modo, quando os fungos sdo submetidos ao contato com os diferentes 6leos, tanto
0 crescimento micelial (Tabela 5) como a taxa de crescimento micelial (Tabela 6) que sdo
variaveis relacionadas, apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Os maiores
valores de taxa de crescimento micelial diaria foram obtidos no controle negativo, reduzindo
de forma gradual quando o crescimento flngico se deu em presenca do Oleo de N.
megapotamica, N. grandiflora e P. gaudichaudianum que apresentou as menores taxas de
crescimento, inclusive a taxa zero para os fungos do género Pestalotiopsis, que ndo diferiu do

controle positivo.
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Tabela 6— Taxa de crescimento micelial diaria (mm.diat) de cinco géneros fungicos em meio
batata-dextrose-agar (BDA) acrescido de 1uL mL? 6leo essencial de Nectandra
grandiflora (OE1), N. megapotamica (OE2), Piper gaudichaudianum (OE3), etanol
(CN) e fungicida comercial Propiconazole (CP).

Espécie flngica Tratamentos
CN OE 1 OE?2 OE 3 CP

Fusarium equiseti 14,61+0,85aA 6,89+0,91aC 10,79+0,85aB 1,90+1,42bD 0+ OaE
Fusarim oxysporum 10,32+0,53bA 4,58+1,68bC  7,18+0,86bB 2,81+0,44aD 0+0aE
Cladosporium subuliforme 4,17+0,02aA 2,24+0,49aB 2,35+0,13aB  0,58+0,51aC 0+0aD
Cladosporium pseudocladosporioides  3,01+0,12bA  1,46+0,56bC 2,03+0,06bB  0,50+0aD  0+0aD
Pestalotiopsis cocculi 12,01+0,54aA 2,13+3,00aC  7,44+1,53aB 0+ 0aD 0+0aD
Pestalotiopsis clavispora 10,31+0,31bA 1,99+2,10aC 4,87+0,31bB 0+ 0aD 0 +0aD
Lasiodiplodia subglobosa 22,50+0 A 3,46%584B 571+0,62B 1,47+192C 0+x0D
Colletotrichum gloeosporioides 12,77+ 0,26 A 6,06 +0,20C 8,68+£0,64B 3,46+0,75D 0+0E

*Linhas: letras mailsculas, comparacdo do efeito de diferentes 6leos essenciais sobre a mesma especie fungica.
Colunas: letras mindsculas, comparacdo entre diferentes espécies do mesmo género. ** Os dados sdo expressos
como média + DP (Desvio Padrdo). Letras iguais ndo se diferenciam significativamente pelo teste de Scott-knott
(P <0,05).

Quando se trata do controle de patdgenos, o micélio possui um papel importante na
reducdo da infeccdo, pois é responsavel pela assimilacdo de nutrientes, fixacdo e crescimento
da espécie, além de desempenhar a fungéo de conservar, reproduzir e disseminar o fungo (YAN
etal., 2014). Em relacdo a inibicdo do crescimento micelial, os 6leos essenciais foram capazes
de inibir de 30 a 100% o crescimento micelial dos fungos. Os tratamentos com 6leo essencial
se diferenciaram estatisticamente do controle negativo e do controle positivo (CP), exceto o OE
de Piper gaudichaudianum frente aos fungos do género Pestalotiopsis e Lasiodiplodia, que ndo
diferiram estatisticamente do CP.

P. gaudichaudianum apresentou uma inibicdo satisfatoria frente as diferentes espécies
fangicas, uma vez que as percentagens de inibicdo foram de 70% para Fusarium oxysporum e
Colletotrichum gloeosporioides, 80% para Cladosporium spp. e F.equiseti. Além disso, 0
crescimento micelial das espécies de Pestalotiopsis foi completamente inibido e, para o género
Lasiodiplodia, a percentagem de inibigdo foi de 90%. Com isso, pode-se inferir que o 6leo
essencial de P. gaudichaudianum, possui uma maior atividade antifungica frente aos fungos
avaliados, propiciando as maiores taxas de inibi¢do do crescimento micelial.

Esse maior espectro de acdo antifingica, pode ser explicado pela presenca do dilapiol
como componente majoritario do OE de Piper gaudichaudianum, o dilapiol pertence a classe
dos fenilpropanoides e sua formula quimica é C12H1404 (BELZILE et al., 2000). Essa molecula
quimica também é encontrada como componente principal do OE de P. aduncum L (35-90%),
espécie endémica no norte do Brasil (SILVA; BASTOS, 2007). O dilapiol extraido de Piper
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holtonii, foi avaliado quanto a sua capacidade de controlar o fungo C. acutatum, e os resultados
o evidenciaram como um potencial agente de controle fungico (VIZCAINO-PAEZ et al., 2016).

O OE de P. aduncum com alto teor de dilapiol (86,9%) demonstrou possuir atividade
fungicida sobre o patégeno Crinipellis perniciosa, além de ser capaz de causar 100% de
mortalidade em Anopheles marajoara e Aedes aegypti, tanto na fase de larva como de mosquito,
comprovando assim, sua agdo larvicida e inseticida (ALMEIDA et al., 2009). Dados
encontrados na literatura com OEs de outras espécies do género Piper corroboram para 0s
resultados de atividade antifungica descritos no presente trabalho (PINEDA et al., 2012;
SOIDROU et al., 2013). Além disso, a eficacia dos OEs no controle de fungos filamentosos,
se deve a origem lipofilica e aer6bia da membrana, o que permite que o OE seja facilmente
absorvido e distribuido (INOUYE, 2003).

Para o 6leo essencial de Nectandra grandiflora (OE1) o comportamento dos géneros
fangicos foi semelhante ao apresentado com o OE3, porém as percentagens de inibigcdo
alcancadas foram menores, variando de 44,2% em Cladosporium pseudocladosporioides a
82,9% em Pestalotiopsis cocculi, seguido por Lasiodiplodia subglobosa (74,5%), Fusarium
equiseti (56,7%) e Colletotrichum gloeosporioides (49,3%). Na literatura ndo foram
encontrados relatos sobre a capacidade inibitéria do OE de N. grandiflora sobre os fungos
fitopatogénicos em estudo. No entanto, recentemente Silva et al. (2018) relataram o potencial
inibitorio de extratos oriundos de folhas de N. grandiflora sobre o crescimento de Aspergillus
niger, atingindo 98% de inibicdo ao utilizar a concentracdo final de 100 mg/mL.

Entretanto, no presente estudo a concentracdo do 6leo de Nectandra grandiflora
avaliada ndo foi suficiente para inibir completamente o crescimento micelial, apesar de ter
demonstrado uma atividade promissora no controle dos patégenos. Desta forma, se torna
necessario que concentracBes maiores sejam estudadas, uma vez que, Bianchini, (2017) ao
avaliar o efeito do OE de N. grandiflora no crescimento micelial de Trametes versicolor (L.:
Fr) Pilat obteve 100% de inibicdo com a concentragdo de 2,0 uL mL™ de OE. Utilizando o OE
da mesma espécie, Silva et al. (2016) avaliaram diferentes concentracdes contra fungos de
podriddo marrom e alcangaram uma inibicdo de 95% do crescimento micelial com a
concentragéo de 5,0 uL mL* de OE.

As percentagens de inibicdo apresentadas pelo Oleo essencial de Nectandra
megapotamica foram as menores dentre os trés OEs avaliados, para todos os géneros fungicos.
No entanto, a maior inibicéo foi sobre o fungo Lasiodiplodia subglobosa (55,9%), que mostrou
maior sensibilidade a acdo dos 6leos essenciais, resultando em valores de inibigdo satisfatorios

com todos os OEs. Estes dados corroboram com os valores de inibigdo (58%) obtidos com a
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aplicacdo de OE de N. megapotamica no controle do crescimento micelial de P. sanguineous a
1,0 uL mLt (BIANCHINI, 2015). Na sequéncia, as inibicdes em ordem decrescente foram para
os fungos dos géneros Cladosporium, Pestalotiopsis, Fusarium e por tltimo os menores valores
de inibicdo para o género Colletotrichum.

A menor atividade antifingica expressa pelo OE de N. megapotamica, deve-se ao fato
deste 6leo ser composto majoritariamente por hidrocarbonetos, sendo relatado que a atividade
antimicrobiana dos oOleos essenciais € desencadeada por compostos fendlicos, sendo
desenvolvida em maiores proporc¢des por aldeidos, seguido das cetonas, alcoois, éteres e em
menores proporcdes por hidrocarbonetos (KALEMBA; KUNICKA, 2003).

O fungo Fusarium equiseti apresentou menores valores de esporulagdo (Tabela 8),
diferindo estatisticamente da esporulacdo de F. oxysporum em todos os tratamentos. Para
F.oxysporum o OE3 apresentou uma reducdo de 70% na esporulacdo quando comparado com
0 CN (10,7 x10° esporos/ml). Ja para F. equiseti a reducdo da esporulagio foi de 90%. O OE1
reduziu cerca de 60% a esporulagédo, seguido do OE2 (50%), o qual apresentou 0s menores
valores de inibicao, contudo foi capaz de reduzir a esporulacdo de F. oxysporum e F. equiseti.
Em trabalho realizado por Pereira et al. (2010), a producéo de conidios de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum foi reduzida a medida que a concentracdo do 6leo de nim (Azadirachta indica) foi
aumentada, sendo os menores valores de esporulacdo atingidos nas maiores concentracdes de
OE. Assim, maiores concentracdes dos 6leos em estudo devem ser avaliadas, afim de inibir
completamente a formacdo de conidios.

No controle negativo, as espécies do género Cladosporium se diferenciaram
estatisticamente quanto a esporulacdo. Para tanto, C. subuliforme apresentou uma esporulagéo
de 2,54x108 esporos/mL, enquanto a esporulacio de C. pseudocladosporioides foi de 28,39x10°
esporos/mL. Essa diferenca na esporulacdo dos isolados utilizados nesse estudo é explicada
pelo fato de que, apesar de ambos pertencerem ao complexo Cladosporium cladosporioides,
que engloba diversas espécies semelhantes, existem caracteristicas morfoldgicas especificas de
cada espécie, como é o caso da esporulacdo (BENSCH et al., 2010). Contudo, ao aplicar os
6leos essenciais essa diferenca de esporulacdo entre as espécies ndo é verificada, ou seja, 0s

OEs reduzem a esporulacdo, independentemente da espécie.
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Tabela 7— Esporulagdo (x 10° esporos/ml) de quatro géneros fingicos em meio batata-dextrose-
agar (BDA) acrescido de 1puL mL? de dleo essencial de Nectandra grandiflora
(OE1), N. megapotamica (OE2), Piper gaudichaudianum (OE3), etanol (CN) e
fungicida comercial Propiconazole (CP).

Espécie fungica Tratamentos
CN OE 1 OE?2 OE 3 CP

Fusarium equiseti 6,59+0,52bA*  0,98+0,10bC 2,73+0,20bB 0,08+0,04bD 0+0aD
Fusarium oxysporum 10,7+£0,54aA 4,15+ 0,28aB 5,59+0,40aB 3,20+0,09aC 0x0aD
Cladosporium subuliforme 2,54+0,06bA  0,8740,10aC 1,47+0,23aB 0+0aD 0+0aD
Cladosporium pseudocladosporioides 28,39+8,65aA 3,73+ 0,15aB 5,76+0,07aB 1,58+0,44aC 0+0aD
Pestalotiopsis cocculi 3,88+0,36aA  0,38%£0,01aC 1,56+0,09aB 0+0 aD 0+0aD
Pestalotiopsis clavispora 2,91+0,24bA  0,14+0,06bC 0,70+0,43bB 0+0 aD 0+0aD
Colletotrichum gloeosporioides 9,38+0,27 A 0,59+ 0,14C 4,93+0,15B  0,22+0,09D 00D

*Linhas: letras mailsculas, comparagdo do efeito de diferentes dleos essenciais sobre a mesma espécie flngica.
Colunas: letras minusculas, comparagdo entre diferentes espécies do mesmo género. ** Os dados sdo expressos
como média + DP (Desvio Padrdo). Letras iguais ndo se diferenciam significativamente pelo teste de Scott-knott
(P <0,05).

Todos os tratamentos foram capazes de reduzir a esporulacio de C.
pseudocladosporioides, porém ndo houve diferenca estatistica entre 0 OE1 e OE2. O OE3
proporcionou a inibigdo de cerca de 90% da esporulacéo de C. pseudocladosporioides, ja para
a espécie C. subuliforme o OE3 inibiu completamente a esporulacdo, impossibilitando a
producdo de esporos e ndo diferindo do controle positivo (CP). Porém, foi observada a formacao
de clamidésporos (Figura 4), que sdo estruturas de resisténcia desenvolvidas frente a condicao
adversa que o patégeno encontrou na presenca do OE3. Essas estruturas sdo formadas por uma
célula tnica com citoplasma condensado, o qual resulta do acimulo de reservas nutritivas, sua
origem se d& nas hifas, e casualmente pode se formar através dos conidios (MICHEREFF et al.,
2005). A formacdo de clamiddsporos permite que o patdgeno permaneca viavel por longos
periodos, sendo que as germinagdes dessas estruturas ocorrem ao encontrar hospedeiro e
condicdes que propiciam o seu desenvolvimento (AGRIQOS, 2005). Os demais OESs reduziram
a esporulacédo diferindo do CN e do CP, sendo a menor esporulacdo observada ao utilizar o
OEL.
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Figura 4— Clamiddsporos desenvolvidos pelo patégeno Cladosporium subuliforme na presenca
do 6leo essencial de Piper gaudichaudianum.

Fonte: a autora.

Pestalotiopsis cocculi e P. clavispora apresentaram diferenga significativa, tanto no CN
como para 0s tratamentos com Oleo essencial das espécies de Nectandra, sendo que a
esporulacdo de P. clavispora foi mais sensivel, apresentando 0s menores valores de esporulagédo
em todos os tratamentos. O OE3 inibiu completamente o crescimento micelial de ambas as
espécies, ndo se diferenciando do CP e impedindo a formacdo de esporos, ja 0 OE2 ndo se
diferenciou do CN para a espécie P. cocculi e 0 OE1 apresentou os menores valores de
esporulacdo para ambas as espécies.

A esporulacdo de Colletotrichum gloeosporioides apresentou um comportamento
parecido com o de F. equiseti, pois no tratamento com apenas Etanol (CN) teve uma
esporulacdo de 9,38x10° esporos/ml, diferindo dos demais tratamentos, sendo que o OE3
apresentou o menor valor de esporulacdo e nao diferiu do tratamento com fungicida quimico
(CP), sequido pelo 6leo de N. grandiflora (OE1) que reduziu significativamente a esporulacao
e 0 OE2 que apresentou a menor reducdo no valor da esporulagdo. O género Lasiodiplodia ndo

esporulou nas condi¢fes em que o experimento foi realizado.



46

A interferéncia dos OEs na producéo de esporos pode ser considerada um mecanismo
de agéo para impedir o desenvolvimento do fungo, uma vez que a reducgéo da esporulagéo foi
proporcional a inibicdo do crescimento micelial. Além disso, o0 OE de P. gaudichaudianum
impediu o crescimento fangico e a formacdo de esporos nos géneros Pestalotiopsis spp e
Cladosporium spp.

O modo de acao dos 6leos essenciais refere-se a capacidade que apresentam de inibir ou
interferir no desenvolvimento dos patdgenos. Piper gaudichaudianum apresentou modo de acédo
fungicida (Tabela 8) sobre Pestalotiopsis spp., ou seja, o fungo foi impedido de crescer quando
em contato com o 6leo, sendo incapaz de retomar o crescimento. No entanto, a agdo do Piper
gaudichaudianum ocorre de forma especifica em cada espécie flngica, sendo que para 0s
demais fungos o0 modo de ac¢éo foi fungistatico. O dleo inibiu o crescimento, chegando a valores
de crescimento final baixissimos, entretanto, em condicdes ideais 0s patdgenos conseguem
retomar o crescimento. Em trabalho realizado por Kedia et al. (2014) ao avaliarem a
concentracgdo de 1 uL mL™* de 6leo essencial de Menta sphata sobre Fusarium oxysporum e
Cladosporium cladosporioides, foram observados modo de acdo fungistatico e fungicida,
respectivamente, corroborando com o resultado que os 6leos atuam de forma distinta para cada

género fungico.

Tabela 8- Modo de acdo dos Oleos essenciais de Nectandra grandiflora (OE1), N.
megapotamica (OE2) e Piper gaudichaudianum (OE3), sobre oito espécies
fangicas.

Espécies fungicas Tratamentos

OE 1

OE2

OE 3

Fusarium oxysporum

Fusarium equiseti

Cladosporium pseudocladosporioides
Cladosporium subuliforme
Pestalotiopsis clavispora
Pestalotiopsis cocculi

Lasiodiplodia subglobosa
Colletotrichum gloeosporioides

Fungistatica
Fungistética
Fungistética
Fungistatica
Fungitoxica
Fungitoxica
Fungistatica
Fungistética

Fungistatica
Fungistética
Fungistética
Fungistatica
Fungistética
Fungistética
Fungistatica
Fungistética

Fungistatica
Fungistética
Fungistética
Fungistatica
Fungicida
Fungicida
Fungistatica
Fungistética

O OE de Nectandra grandiflora ao ser aplicado sobre os fungos do género
Pestalotiopsis ocasionou deformacdo e mudangas na forma de esporo, o que sugere um efeito
fungitoxico, ou seja, o patdgeno teve a forma modificada pela acdo do OE, mas 0 mesmo nédo
foi capaz de provocar a morte das estruturas reprodutivas. Os esporos apresentaram superficies

enrrugadas, rompidas e com aspecto de ressecamento do contetdo celular (Figura 2-B). O
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mesmo foi observado para Fusarium graminearum, quando exposto a acdo do OE de Curcuma
longa L. (KUMAR et al., 2016). Para os demais géneros fangicos o OE1 apresentou a¢do
fungistatica, o que evidencia que Pestalotiopsis spp apresenta maior sensibilidade a acdo dos
oleos de N. grandiflora e P. gaudichaudianum. A acéo fungistatica também foi observada ao

utilizar o OE de Nectandra megapotamica em todas as espécies fungicas.

Figura 5— Acao do 6leo essencial de Nectandra grandiflora (OE1) e Nectandra megapotamica
(OEZ2) sobre os conidios de Pestalotiopsis spp.

F‘VQG -

Fonte: a autora.

Os resultados de comprimento de esporos sdo apresentados na Tabela 9, onde pode-se
observar que ndo houve diferenca significativa entre as espécies de Fusarium no controle
negativo, porém, nos demais tratamentos, as espécies se diferenciaram, sendo que 0s menores
valores de comprimento sdo encontrados para F. oxysporum. N&o houve diferenca entre os
6leos essenciais no comprimento e largura (Tabelas 9 e 10) de esporos de F. oxysporum,
entretanto, os trés oleos foram capazes de impedir a formacdo de macroconidios e
consequentemente apresentar menores valores de comprimento e largura, quando comparados
com o CN. A espécie F. equiseti apresentou um comportamento semelhante, sendo que os
menores valores de largura e comprimento de esporos foram encontrados no OE3, que ndo

diferiu do OE1. J&4 0 OE2 apresentou um valor intermediario, 0 que comprova que todos os OEs



48

foram capazes de reduzir o comprimento de esporo. O mesmo é observado para a largura, porém

ndo hé diferenca entre a reducdo da dimensao de esporo ocasionada pelos OEs.

Tabela 9— Comprimento (um) de esporos de quatro géneros fngicos sobre agdo de 1pL mL*
de dleo essencial de Nectandra grandiflora (OE1), N. megapotamica (OE2), Piper
gaudichaudianum (OE3), etanol (CN) e fungicida comercial Propiconazole (CP).

Espécies fungicas Tratamentos
CN OE 1 OE 2 OE 3 CP

Fusarium equiseti 27,82+2,84aA 10,96+0,67aC 14,67+0,84aB 11,03+0,77aC 0+0aD
Fusarium oxysporum 26,11+1,42aA 5,01+ 0,11bB 5,18+ 0,74bB 4,40+ 0,25bB 0+0aC
Cladosporium subuliforme 15,35+1,16aA 11,45+0,36aC 15,10+0,30aB 0+0bD 0+0aD
Cladosporium pseudocladosporioides 17,13+0,53aA 7,59+ 0,08bB 7,79+ 0,14bB  4,94+1,1aC 0+0aD
Pestalotiopsis clavispora 33,91+0,81aA 20,16+0,63aC 31,95+1,04aB 0+0aD 0+0aD
Pestalotiopsis cocculi 26,71+0,72bA 16,12+0,29bC 23,26+0,04bB 0+0aD 0+0aD
Colletotrichum gloeosporioides 24,30+ 0,85A 19,51+0,91B 20,73+0,98B 17,46+0,77C 0+0D

*Linhas: letras mailsculas, comparagdo do efeito de diferentes 6leos essenciais sobre a mesma espécie fungica.
Colunas: letras mindsculas, comparacao entre diferentes espécies do mesmo género. ** Os dados sdo expressos
como média + DP (Desvio Padrdo). Letras iguais ndo se diferenciam significativamente pelo teste de Scott-knott
(P <0,05).

O género Cladosporium ndo apresentou diferenca entre as espécies no CN, porém nos
demais tratamentos houve diferenca significativa, sendo o comprimento e a largura dos esporos
de C. subuliforme menor do que os de C. pseudocladosporioides, mostrando assim maior
sensibilidade a acdo dos OEs. A reducdo no tamanho de esporos proporcionada pelo uso do
OE1 e OE2 ndo apresentou diferenca, diferindo apenas do OE3 que teve um comprimento
médio de 4,94 um. Para a largura, 0 OE2 ndo diferiu do CN, ou seja, o 6leo de N. megapotamica
ndo interfere na largura de esporo de C. pseudocladosporioides. A espécie C. subuliforme teve
0 comprimento e a largura reduzida ao utilizar o OE1 (11,45/ 3,46 um) e OE2 (15,10/4,66 pum),
guando comparado com o CN (15,35/5,27 pum) e como ja mencionado anteriormente, o OE3
impediu a formacéo de esporos.

As espécies do género Pestalotiopsis se diferenciaram estatisticamente no CN, sendo
que P. cocculi apresentou os menores valores de comprimento e largura de esporo, essa
diferenga também ocorreu nos demais tratamentos. Os Oleos essenciais apresentaram um
comportamento semelhante ao observado na esporulacdo, uma vez que o OE3 impediu o
desenvolvimento de esporos de ambas as espécies de Pestalotiopsis, seguido do OE1 que
reduziu o comprimento e largura de esporo. Além disso, o OE1 foi capaz de ocasionar
deformacdes na parede do esporo, ruptura e ressecamento da estrutura reprodutiva (Figura 2),

0 que sugere que este Oleo apresenta uma agdo fungitoxica sobre os patdégenos do género
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Pestalotiopsis. Um dos fatores que pode explicar o efeito observado é a hidrofobicidade dos
6leos essenciais, caracteristica que o possibilita interagir com os lipidios da parede, membrana
celular e da mitocondria, acarretando modificacfes na permeabilidade e extravasamento do
conteddo celular (COSTA et al., 2011).

No entanto, apesar de ambos os OEs apresentarem caracteristicas hidrofdbicas, cada OE
atua de forma distinta sobre a parede celular fingica. Uma das hipoteses para a agao fungitdxica
do OEL1 ¢ a sua capacidade de interagir com os esterois da membrana fungica, impedindo a
biossintese do ergosterol e provocando consequentemente, a desintegracdo da membrana
celular. O que ndo acontece ao utilizar o OE2, o qual apresentou uma pequena reducdo nos
valores de comprimento, ja para a variavel largura ndo se diferenciou do CN.

Os 0leos essenciais agiram de forma significativa no comprimento (Tabela 9) e na
largura (Tabela 10) de esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides, para tanto todos os
tratamentos se diferenciaram do CN, no entanto, ndo ocorreu diferenga de acgéo entre OE1 e
OEZ2, ja 0 OES3 foi capaz de acarretar a maior reducdo tanto na largura como no comprimento.
De forma geral, o 6leo essencial de Piper gaudichaudianum foi o que teve maior influéncia no
comprimento e largura de esporos dos fungos estudados, assim como no crescimento final, taxa

de inibicdo e esporulagéo.

Tabela 10— Largura (um) de esporos de quatro géneros fungicos sobre agdo de 1uL mL? de
oleo essencial de Nectandra grandiflora (OE1), N. megapotamica (OE2), Piper
gaudichaudianum (OE3), etanol (CN) e fungicida comercial Propiconazole (CP).

Espécies flngicas Tratamentos
CN OE1 OE?2 OE 3 CP

Fusarium equiseti 5,76+0,38aA 3,85+0,11aB 4,10+0,09aB 3,52+0,18aB 0+0aC
Fusarium oxysporum 3,02+0,08bA 1,92+0,12bB 1,99+0,06bB 1,84+0,06bB 0+0aC
Cladosporium subuliforme 5,27+1,26aA 3,46+0,15aC 4,66+0,28aB 0+0bD 0+0aD
Cladosporium pseudocladosporioides 2,26+0,09bA 1,47+0,09bB 2,03+0,02bA  0,98+0aC  0%0aD
Pestalotiopsis cocculi 6,31+0,17aA 2,35+0,12bB 3,25+0,03bB 0+0aC 0+0aC
Pestalotiopsis clavispora 6,81+0,52aA 3,76+0,11aB 4,87+0,27aA 0+0aC 0+0aC
Colletotrichum gloeosporioides 6,14+0,13A  3,8840,20B  4,11+0,02B  3,46+0,18C 0+0D

*Linhas: letras mailsculas, comparacdo do efeito de diferentes 6leos essenciais sobre a mesma espécie fungica.
Colunas: letras mindsculas, comparacao entre diferentes espécies do mesmo género. ** Os dados sdo expressos
como média + DP (Desvio Padrao). Letras iguais ndo se diferenciam significativamente pelo teste de Scott-knott
(P <0,05).

A coloracdo do micélio aéreo dos isolados fungicos de acordo com a carta de cores de
Munsell, pode ser observada na Figura 6. Em relagdo ao género Fusarium, ambas as espécies
apresentaram coloracdo Rosa claro em todos os tratamentos, exceto quando utilizou-se o 6leo

essencial de P. gaudichaudianum. A presenca do OE3 alterou a coloragdo do micélio aéreo
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produzido, que passou a ser Branco. Ja para as espécies de Cladosporium, a presenca do OE3
impediu o crescimento micelial sobre 0 meio de cultura contido na placa, porém o patégeno foi
capaz de explorar o disco de BDA utilizado para repicar os propagulos fungicos. A coloragédo
variou de Cinza escuro a Preto na presenca dos OEs, ja no controle negativo a coloracéo foi
Cinza-esverdeado.

O género Pestalotiopsis possui micélio aéreo Branco com pontuagdes negras no centro,
devido a intensa esporulacdo como pode ser observado no controle negativo, porém ao utilizar
0 OE1 e OE2 a coloracdo do micélio foi Branco rosado e sem a presenca das pontuacdes
escuras. Para os géneros Colletotrichum e Lasiodiplodia todos os OEs ocasionaram a produgéo
de micélio com coloracdo mais clara que o produzido pelo controle negativo, variando de Cinza

esverdeado escuro a Cinza claro, e de Cinza escuro a Branco, respectivamente.

Figura 6— Coloracao do micélio aéreo de 5 géneros flngicos obre acdo de 1uL mL-1 de 6leo
essencial de Nectandra grandiflora (OE1), N. megapotamica (OE2), Piper
gaudichaudianum (OE3), etanol (CN).

E oxysporum F equiseti C. subuliforme  C. pseudocladosporioides L. subglobosd

. gloeosporioides P cocculi P, clavispora

OE3

Fonte: A autora.

A inibicdo do crescimento micelial, mudanca na coloragéo e as alteragdes provocadas
nos esporos, podem ocorrer dada a capacidade que os OEs possuem de penetrar e romper a
parede celular fangica, assim como as membranas citoplasmaticas, além de aumentar a

permeabilidade e provocar a desintegracdo das membranas mitocondriais. 1sso ocorre, devido
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a despolarizagdo das membranas mitocondriais ocasionada pelos Oleos essenciais, que
interferem nos canais de fons, especialmente ions de Ca?*, pools de ATP e bombas de protons,
além de alterarem o fluxo de elétrons dentro da via do sistema de transporte de elétrons (ETS).
Esse aumento na permeabilidade das membranas pode resultar na apoptose celular ou necrose,
acarretando a morte da célula fangica (ARNAL-SCHNEBELEN et al., 2004; SWAMY et al.,
2016). Outra forma de acao dos OEs para inibir o crescimento fangico é através da inibicdo da
biossintese do ergosterol, que provoca modificacbes ha membrana citoplasmatica (CHAVAN;
TUPE, 2014). Recomenda-se que estudos posteriores sejam realizados para avaliar a
interferéncia do 6leo essencial de P. gaudichaudinaum e de N. grandiflora na producéo do
ergosterol de Pestalotiopsis spp.

Porém, se tratando dos mecanismos de acdo dos OEs sobre fungos fitopatogénicos,
inimeros sdo os fatores que podem influenciar, sendo que os diferentes indices quantitativos e
qualitativos de seus componentes possuem influéncia direta (GULLO et al., 2016). Resultados
semelhantes foram observados por Silva (2001), o qual explica que os diversos componentes
presentes nos OEs podem atuar em harmonia sinergética e assim apresentar inimeras formas
de acdo fungicida ou fungistatica. Neste trabalho, a acdo fungicida foi observada apenas com o
uso do OE de P. gaudichaudianum na concentragdo de 1 uL mL?, para ambas as espécies de
Pestalotiopsis. Para as demais espécies flngicas, sugere-se que concentra¢cdes maiores sejam
avaliadas afim de elucidar as informac6es a respeito do modo de acdo e controle dos OEs, uma
vez que a concentracdo utilizada é extremamente pequena quando comparada aos demais
trabalhos encontrados na literatura.

Segundo Schindler (2015), P. gaudichaudianum é uma espécie que possui grande
potencial para producdo de OE, devido ao bom rendimento apresentando durante as coletas e a
composicdo quimica promissora, que conta com grande quantidade de dilapiol. J& a obtencédo
do material vegetal a ser utilizado para a extracdo do OE, podera ser adquirido de fontes
extrativistas ou cultivada, pois se trata de uma espécie rastica indicada para projetos de
restauracdo ambiental, que propicia cobertura arbustiva em solos pobres (GUIMARAES:;
VALENTE, 2001). Além do mais, foi observado que P. gaudichaudianum possui boa
capacidade de refolhacéo, levando cerca de dois ou trés meses para formagdo de novas folhas,
0 que favorece a producdo do 6leo (SCHINDLER, 2015).

No entanto, dentre os problemas encontrados para a viabilizacdo do uso dos 6leos
essenciais no controle de patégenos, destaca-se a sua volatilidade e a insolubilidade em agua
(BATISH et al., 2008). Entretanto, uma das formas utilizadas para amenizar estes problemas é

0 uso da nanotecnologia, que permite que o produto seja liberado lentamente, além de proteger
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0s componentes quimicos dos OEs das condices adversas (SOUZA, 1999; BIANCHINI,
2017). Em estudo recente realizado por BENJEMAA et al. (2018), o 6leo essencial de Thymus
capitatus quando encapsulado em sistemas de liberacdo baseados em nanoemuls@es, resultou
no aumento das propriedades antibacterianas, evidenciando a eficiéncia do uso das
nanotecnologias.

Com isso, sugere-se que futuramente seja avaliado o nanoencapsulamento e o preparo
de nanoemulses com o0s 6leos essenciais em estudo, visando diminuir os impasses de
aplicabilidade e aumentar o efeito inibidor. Além disso, € necessario que sejam realizados testes
com as plantas in vivo, afim de controlar os fungos Pestalotiopsis spp. e Lasiodiplodia spp., ja
que estes apresentaram a maior susceptibilidade frente aos extrativos avaliados.
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5 CONCLUSOES

- Os Oleos essenciais de Nectandra grandiflora, Nectandra megapotamica e Piper
gaudichaudianum possuem atividade antifungica frente aos fungos Fusarium oxysporum,
Fusarium equiseti, Cladosporium subuliforme, Cladosporium pseudocladosporioides,
Pestalotiopsis clavispora, Pestalotiopsis cocculi, Colletotrichum gloeosporioides e

Lasiodiplodia subglobosa.

- Os 0leos essenciais possuem potencial de inibi¢ao do crescimento micelial diferentes, e atuam

de forma especifica para cada espécie fungica.

- O 6leo essencial de Nectandra grandiflora na concentragdo de 1,0 pL mL™ causa deformacdes

nos conidios de Pestalotiopsis spp.

- O 6Gleo essencial de folhas de Piper gaudichaudianum na concentracéo de 1,0 puL mL™ inibe

completamente o crescimento micelial dos fungos do género Pestalotiopsis spp.

- O componente majoritario do 6leo essencial de Piper gaudichaudianum foi o Dilapiol
(66,9%).
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