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RESUMO

Fungos fitopatogénicos sdao, em geral, responsaveis por causar doencas em
cultivos economicamente importantes, isso pode ocasionar perdas irreparaveis para as
culturas contaminadas. Comumente ¢ feito o uso indiscriminado de agrotdxicos, diante
disso surge a necessidade de controlar as infec¢des fungicas de uma forma menos
impactante a0 meio ambiente e que nao prejudique a qualidade do alimento. Dado o
exposto, o presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito antifungico e antibiofilme
do dleo essencial de Lippia gracillis, e seus constituintes majoritarios, sobre fungos
fitopatogénicos. A atividade antifungica do dleo essencial foi avaliada sobre as espécies
fungicas Colletotrichum gloesporioides, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium
oxysporum ¢ Fusarium solani, através da inibi¢ao do crescimento micelial e germinagao
de esporos. Além disso, foi avaliada a capacidade de inibir a formagdo dos biofilmes
fungicos através da quantificacdo da biomassa total do biofilme pela coloracdo com
cristal de violeta, analise da atividade metabolica e microscopia eletronica de varredura.
Além do o6leo essencial, as atividades antifingicas e antibiofilme dos monoterpenos
timol e carvacrol foram avaliadas sobre F. oxysporum. O 6leo apresentou atividade
antifingica significante quanto a inibicdo do crescimento fungico e inibicdo da
formacdo de biofilmes na maioria das concentragdes testadas. No que diz respeito a
atividade antifngica dos seus constituintes majoritarios (carvacrol e timol), ambos
inibiram de maneira significativa o crescimento fingico e a formagao de biofilmes nas
maiores concentracdes. Em conclusdo, os resultados apresentados neste trabalho
mostram o potencial do 6leo essencial extraido de folhas de L. gracilis e de seus
componentes majoritarios como compostos antifungicos e capazes de inibir a formagao

de biofilme dos fungos do género Fusarium e Colletotrichum.

Palavras-chave: Fungos fitopatogénicos; Lippia gracillis; 6leos essenciais; Agrotoxico;

Biofilmes.



ABSTRACT

Plant pathogenic fungi are generally responsible for causing disease in
economically important crops, which can cause irreparable losses to contaminated
crops. The indiscriminate use of pesticides is commonly made, so there is a need to
control fungal infections in a way that is less environmentally friendly and does not
harm the quality of the food. Given the above, this study aims to evaluate the antifungal
and antibiofilm effect of Lippia gracillis essential oil and its major constituents on
phytopathogenic fungi. The antifungal activity of the essential oil was evaluated on the
fungal species Colletotrichum gloesporioides, Colletotrichum lindemuthianum,
Fusarium oxysporum and Fusarium solani by inhibiting mycelial growth and spore
germination. In addition, the ability to inhibit the formation of fungal biofilms by
quantifying the total biofilm biomass by violet crystal staining and metabolic analysis
was evaluated. In addition to the essential oil, the antifungal and antibiofilm activities of
monoterpenes timol and carvacrol were evaluated on F. oxysporum. The oil was able to
obtain positive results regarding antifungal and antibiofilm inhibition, where only at the
lowest concentrations the inhibition was not significant. As for monoterpenes activities,
they were able to inhibit fungal growth and biofilm biomass formation in the highest
concentrations. In conclusion, this work showed the potential of the essential oil
extracted from L. gracilis leaves and its major components as antifungal compound and

capable of inhibiting the biofilm formation of Fusarium and Colletotrichum fungi.

Keywords: Phytopathogenic fungi; Lippia gracillis; essencial oils; Pesticide; Biofilms.



1. INTRODUCAO

Muitas doencas assolam os cultivos de plantas de alto valor agregado, isso pode
influenciar diretamente na qualidade do produto. Dentre os principais problemas que
podem influenciar na qualidade dos graos e frutos estdo as fitopatologias, que podem
surgir desde o plantio da semente até o transporte ¢ armazenamento (SENHOR et al.,
2009). Muitos microrganismos sdo capazes de sobreviver mesmo em ambientes mais
hostis, formando comunidades conhecidas como biofilmes. Em qualquer lugar que
existam microrganismos, d4gua e uma superficie, pode ocorrer a formagao de biofilmes.

Biofilmes sdo comunidades microbianas altamente estruturadas e hidratadas,
constituidas por células sésseis incorporadas a uma matriz polimérica extracelular
(COSTERTON et al., 1999). Quando comparados as células planctonicas (forma livre
de desenvolvimento do microrganismo no hospedeiro ou material inerte), os biofilmes
geralmente apresentam-se mais resistentes aos agentes antimicrobianos e este aumento
da resisténcia tem um impacto consideravel no tratamento de infecgdes relacionadas a
biofilme (DONLAN et al., 2002).

Os fungos filamentosos tém adaptacdes que permitem que eles crescam em
superficies, o que ¢ demonstrado pelo seu modo de nutri¢do por absorcdo, sua secrecao
de enzimas extracelulares para digerir moléculas complexas e seu modo de crescimento
apical, por hifas. Desse modo, esses fungos sdo excelentes candidatos a formacao de
biofilmes. Uma vez formado no biofilme, os microrganismos apresentam caracteristicas
distintas, como maior tolerancia a estresses quimicos e fisicos, melhoria na utilizagao de
nutrientes € na comunicacao celular. (MAHMOUD; O'TOOLE, 2001).

Em virtude dos grandes problemas que os microrganismos tém causado, de
ordem econdmica e a nivel de saide animal e vegetal, o estudo de diferentes Oleos
essenciais e suas atividades antimicrobianas vem se intensificando ao longo do tempo.
A preocupacgdo dos consumidores em relacdo ao ambiente, a qualidade do alimento e
aos efeitos colaterais dos sintéticos t€ém incentivado os pesquisadores quanto a busca de
alternativas para o controle de pragas, como os 6leos essenciais obtidos de plantas e
seus compostos constituintes (MOREIRA et al., 2007; RAJENDRAN; SRIRANJINI,
2008).

As plantas apresentam inumeras substancias ativas, que as tornam uma fonte
particularmente promissora de novas moléculas potencialmente uteis a0 homem. Dentre
as substancias que as plantas produzem por meio do metabolismo secundério destacam-
se os oleos essenciais (OLIVEIRA, 2012). Oleos essenciais sdo substincias

concentradas,



que podem ser extraidas a partir de flores, frutos, sementes, folhas, raizes e outras partes
das plantas por diferentes métodos de extragdo. O Oleo essencial ¢ uma mistura
complexa de substancias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas e de baixo
peso molecular (LUBBE; VERPOORTE, 2011). Podem ser chamados de 6leos volateis,
Oleos estéreos ou essenciais devido a algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas
como volatilidade, solubilidade em solventes organicos (como o éter) e aroma intenso,
muitas vezes agradavel (MATTOS et al., 2007). Esses 6leos podem ser classificados em
terpenos, compostos terpendides oxigenados, compostos benzendides e compostos
contendo nitrogénio e/ou enxofre (CASTRO et. al., 2004; DONELIAN, 2004; SONWA,
2000).

Dentre as plantas produtoras de oleos essenciais, destaca-se o género Lippia,
pertencente a familia Verbenaceae. Alguns estudos de cardter farmacoldgico tém
demonstrado que o extrato metanolico das folhas da L. gracilis apresenta propriedades
anti-inflamatorias e antinociceptivas (GUIMARAES, et al., 2012), e que o oleo
essencial das folhas possui agdo antimicrobiana, larvicida e moluscicida (apud.
FERRAZ, et al., 2013), além de apresentar efeito citotoxico em células tumorais
(RIBEIRO, et al., 2012). O o6leo essencial de L. gracilis apresenta como componentes
que aparecem com maior frequéncia o limoneno, B-cariofileno, p-cimeno, canfora,
linalool, a-pineno, 1-8 cineol, humuleno, y-terpineno, timol e carvacrol (PASCUAL et
al., 2001; CAVALCANTI et al., 2010).

O crescente interesse dos consumidores em produtos elaborados a partir de
ingredientes funcionais e, sobretudo proveniente de fontes naturais, permite cada vez
mais a insercdo dos Oleos essenciais na indudstria, visto que 0s mesmos possuem
atividades nas defesas contra microrganismos e também sdo importantes em outros
setores, como na industria alimenticia e farmacéutica. Atualmente, a crescente exigéncia
por produtos vegetais de qualidade, livres de residuos quimicos acima do exigido nas
leis de diversos paises, incentiva a busca por substancias alternativas (CARVALHO et
al., 2008). Os oleos essenciais estdo relacionados com diversas fungdes necessarias a
sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos
(SIQUI et al., 2000). Nesse sentido, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a
atividade antifingica e antibiofilme do o6leo essencial da Lippia gracillis sobre a
inibicdo de fungos fitopatogénicos, além disso avaliar a atividade de compostos

majotirarios (timol e carvacrol).



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. FUNGOS FITOPATOGENICOS

Os organismos fitopatogénicos sao responsaveis por causar doengas nas plantas,
ocasionando disturbios em seu metabolismo celular, agindo como predadores
propriamente ditos, pois utilizam os nutrientes do hospedeiro para o seu proprio
crescimento. De fato, organismos fitopatogénicos, tais como fungos, nematoides,
bactérias e virus causam uma quantidade significativa de doengas em plantas que levam
a perdas inestimaveis para as culturas (MONTESINOS, 2003; HORST, 2008).

Segundo Pozza et al. (1999), os fungos sdo responsaveis por 70 % das doengas
que causam danos em varias culturas, reduzindo a sua produtividade. Além disso, sdo
responsaveis por perdas consideraveis em culturas economicamente importantes
(FLETCHER et al., 2006), e estdo associados a inducdo do apodrecimento de frutas e
verduras pos-colheita, diminuindo o conteudo nutricional e aproveitamento destes
alimentos (RAY; RAVI, 2005).

Estudos tém demonstrando que fungos fitopatogénicos, como fungos do género
Fusarium e Colletotrichum, podem ser controlados com eficiéncia, por meio da
utilizagdo de produtos naturais extraidos de vegetais (SOUZA et al., 2007; CELOTO et
al., 2008). Nesse sentido, a busca por novos agentes antifingicos naturais capazes de
prevenir ou controlar a disseminacdo dos fungos fitopatogénicos tem se tornado uma

necessidade crescente.

2.1.1. Género Colletotrichum

O género Colletotrichum sp. ¢ um dos mais importantes entre os fungos
fitopatogénicos do mundo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Este
género envolve espécies que causam doencas de expressao econdomica em leguminosas,

cereais, hortalicas e culturas perenes, incluindo diversas frutiferas (SERRA et al.,

2008).

Entre os fungos existentes no mundo foram encontradas 8.508 espécies

de Colletotrichum sp., sendo no Brasil registrados 59 espécies (SBML, 2010;
EMBRAPA, 2010). O género Colletotrichum sp. J& foi encontrado em 154 hospedeiras,
dentre eles, no pimentdo, cravo da India, mamio, café, pepino, eucalipto, algodao
jabuticaba, jilo, batata, na maioria destas o fungo ocorreu em sementes, causando
doencas como antracnose, mancha foliar, sarna, podridao dos frutos (EMBRAPA,

2010).



A antracnose causada por espécies de Colletotrichum ¢ a principal doenca de
frutos em pods-colheita. O sintoma tipico da doenca ¢ caracterizado por lesdes
arredondadas, grandes, necrdticas e bordos ligeiramente elevados com o centro dos
tecidos deprimidos, onde sdo produzidas massas de conidios de coloracdo alaranjada
(BAILEY et al., 1992), podendo ocorrer uma podridao mole nos frutos, prejudicando a
sua comercializagdo (LIMA FILHO et al., 2003). A doenga pode ocasionar prejuizos
que variam em fungdo do grau de suscetibilidade da planta hospedeira e das condi¢des
ambientais (SERRA et al. 2008). A antracnose pode ser altamente devastadora,
proporcionando perdas de at¢ 100% na produgdo quando os fatores de cultivo estdo
suscetiveis, o ambiente estiver favoravel ao patdogeno e as sementes infectadas estiverem
simultaneamente presentes durante o periodo de cultivo (SILVA, 2004).

Entre as medidas de controle desse patdogeno, destacam-se: o uso de sementes
certificadas, rotagdo de cultura, controle quimico e a resisténcia genética, sendo esta a
mais eficaz, por minimizar os custos de producdao e reduzir os danos causados ao
ambiente (SILVA, 2004). O género foi recentemente eleito o oitavo grupo mais
importante de fungos patogénicos vegetais do mundo, com base na percepcao de
importancia cientifica e economica (DEAN et al. 2012). Dentre os fungos do género,
destacam-se o C. gloesporioides ¢ o C. lindemuthianum.

O fungo C. lindemuthianum ¢ capaz de infectar folhas, caule, ramos, vagens e
sementes de plantas de feijoeiro em todos os estagios de desenvolvimento (Hall, 1991).
Plantas jovens geralmente sdo mais suscetiveis a infeccdo pelo patogeno do que as
plantas adultas por possuirem tecidos menos lignificados (Hall, 1991). Nas plantulas, os
sintomas da antracnose sdo lesdes escuras nos cotilédones e no hipocotilo (Hall, 1991).
Em plantas adultas, as lesdes ocorrem com maior frequéncia nos peciolos e nas nervuras
(Hall, 1991). Tais regides apresentam manchas de coloracdo marrom-escuro ou pardas
que atingem inicialmente as nervuras principais, chegando as secundarias a medida que
a doenga progride (Hall, 1991).

A espécie C. gloeosporioides ataca plantas em mais de 50 familias, durante todas
as fases do cultivo (GAVA; TAVARES, 2007). Estes fungos t€ém a capacidade de
persistir no solo durante longos periodos, até encontrar as condi¢des favoraveis para
desenvolver- se (OLIVEIRA, 2010). A partir da fonte de indculo, representadas por
restos de cultura e matéria organica, pode ocorrer a disseminagdo das estruturas
fingicas, realizada pela agua, do movimento do solo e do transporte de material
infectado como mudas e sementes (OLIVEIRA, 2010). A disseminagdo dos esporos

de C. gloeosporioides ocorre



principalmente pelo vento e periodos chuvosos com elevada umidade relativa (90%)
(TAVARES, 1995).

C. gloeosporioides f. sp. cepae ¢ um fungo mitospdrico que produz conidios
hialinos e unicelulares (ZAMBOLIM; JACCOUD FILHO, 2000). Os conidios sao
unicelulares e cilindricos, com as listras obtusas e assseptados (KIMATI et al., 1997). O
fungo sobrevive no solo em restos de cultura deixados no campo e também nas
sementes. Os conidios sdo disseminados dentro do campo pelo vento, respingos da dgua
da chuva ou da irrigacao por aspersdo, e pelos implementos agricolas. A longa distancia,
sua disseminacdo ocorre através de bulbos e sementes infectadas ou contaminadas.
Temperaturas entre 23°C e 30°C e umidade relativa alta por um periodo prolongado sao
condi¢des que favorecem o desenvolvimento da doenga (GAVA; TAVARES, 2007). Os
conidios germinam e afetam a cultura, geralmente a uma temperatura de 23°C a 30°C,
penetrando nos estdmatos da planta, e durante a infeccdo sdo produzidas fitotoxinas
como metabolitos secundarios e enzimas que degradam a parede celular.

A principal estratégia de controle deste fungo ¢ por meio de fungicida, sendo
esta técnica utilizada na maior parte dos cultivos (HADDAD, 2003). Esse controle ¢
realizado mediante a aplicagdo de fungicidas sistematicos onde os mais usados sdo e
tiofanato  metilico  (benzimidazol), folpete (dicarboximida) e quintozeno
(cloroaromético) (GAVA; TAVARES, 2007). A utilizagdo dos fungicidas tende a
aumentar os custos de producdo e, em algumas ocasides, pode afetar a saide humana
especialmente do agricultor, além de contribuir com a contaminacdo ambiental

(CARVALHO; PIVOTO, 2011).

2.1.2. Género Fusarium

A forma anamorfica de Fusarium sp. pertence ao Reino Fungi, Divisao
Deuteromycotina, classe dos Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia
Tuberculariaceae. O género ¢ representado por 1414 espécies, 348 variedades e 140
formae speciales descritas em literatura (INDEX FUNGORUM, 2010). Diversos
sistemas de classificagdo para o género ja foram propostos. Os mais usados sdo o de
Booth, que reconhece 51 espécies distribuidas em 12 se¢des, bem como o proposto por
Snyder e Hansen, com 9 amplas espécies. Formae speciales constituem grupos dentro
das espécies distinguiveis apenas pela especificidade de hospedeiros (PORTAL
PATOLOGIA DE SEMENTES, 2010).



A 1identificac¢do de espécies de Fusarium sp. € baseada na morfologia dos macro
e microconidios, conidioforos, clamidosporos e na disposicdo dos conidios no
conidiéforo. Marcante ¢ o fato de as caracteristicas morfoldgicas sofrerem influéncia do
ambiente e das condi¢des nutricionais do substrato. Especialistas no género utilizam
meios de cultura e condigdes padronizadas para identificacio (PORTAL PATOLOGIA
DE SEMENTES, 2010).

Foi relatada a presenga das varias espécies de Fusarium sp. associadas a varias
espécies de plantas, no Brasil, como: abacate (Persea sp. mill), abacaxi (Ananas
comosus), alface (Lactuga sativa), algodao (Gossypium herbaceum L.), alho (Allium
sativum), bananeira (Musa paradisiaca L.), angico (Anadenathera peregrina speg),
arroz (Oryza sativa L.), dendé (Elaeis guineensis), manga (Mangifera indica), milho
(Zea mays), quibo (Hibiscus esculentus), uva (Vitis vinifera L.), trigo (Triticum
aestivum), soja (Glycine max), ervilha (Pisum sativum L.) (MENDES; URBEN, 2010).

Espécies de Fusarium sp. incluem importantes fitopatdgenos, causadores de
murchas, podriddes, morte de plantulas, aborto de flores, podriddes de armazenamento e
outras doengas. De ocorréncia cosmopolita, frequentemente estdo associados com
sementes. Algumas espécies sdo produtoras de importantes micotoxinas (PORTAL
PATOLOGIA DE SEMENTES, 2010). Os fungos deste género sao responsaveis pela
fusariose, que se trata de uma das principais doengas que ocorre nos cultivos de todo o
Brasil (VERZIGNASSI et al., 2009). As fusarioses causam danos externos como
curvatura ou morte do 4apice do caule, amarelamento generalizado a lesdes em
pedanculos dos frutos, mudas, folhas, entre outros (GOES, 2005).

As espécies F. oxysporum e F. solani ganham destaque entre as principais
espécies do género, como fitopatdgenos causadores de murchas e apodrecimento das
raizes, respectivamente, gerando bastante preocupacdo justamente devido aos danos
econOmicos causados no setor agricola e por sua distribuicdo (GHINI; NAKAMURA,
2001). Dentre os fitopatogenos fingicos mais preocupantes estdo aqueles causadores de
murchas vasculares, fungos habitantes do solo e que atacam o sistema radicular de
plantas, sendo um dos principais agentes etiologicos o fungo Fusarium oxysporum.
(REIS; BOITEUX, 2007; SOUZA et al., 2010; BARBOZA et al., 2013).

F. solani ¢ fungo fitopatogénico que causa varias doencas em determinadas
culturas como apodrecimento do caule de ervilha, sindrome da morte subita da soja,
podriddo do pé de feyjado e podridio seca de batata (LUGINBUHL, 2010).
A morfologia da espécie F. solani (Mart.) Sacc. foi no principio descrita pelo

pesquisador



Von Martius em 1842 com o nome de Fusisporium solani de tubérculos de
batata, solanum turbesum. Com o passar do tempo a espécie de fungo foi mudada para o
género Fusarium pelo micologista A. Saccardo em 1881, e F. solani foi descrito por
Snyder e Hansen em 1941, que completa um amplo campo de espécies distribuidas por
todo o mundo que apodrece raizes e caules em varias espécie de plantas (LUGINBUHL,
2010).

F. oxysporum f. apresenta micélio septado, aéreo, difuso e produz trés tipos de
esporos assexuais: microconidios, macroconidios e clamidésporos (AGRIOS, 2005). Os
microconidios sdao formados em monofidlides curtas, de formato oval a elipsoide,
unicelulares, uninucleados e frequentemente produzidos pelo fungo principalmente
dentro dos vasos das plantas infectadas; os macroconidios sdo formados em
conidiéforos ou na superficie de esporoddquio, gradualmente pontiagudo nas
extremidades, fusoide, com trés a cinco septos € comumente encontrado na superficie
das plantas mortas pelo patdogeno, atestando sua eficiéncia como microrganismo
saprofitico (AGRIOS, 2005; LESLIE; SUMMERELL, 2006).

Os clamidosporos sdo resultantes da transformacao de hifas podendo ter uma a

duas células, de paredes espessas, duplas e rugosas, formados terminal ou
intercaladamente no micélio e produzidos pelo patdgeno como estruturas especializadas
que resistem as condi¢des ambientais adversas e permanecem viaveis no solo na
auséncia do hospedeiro por muitos anos (ALEXOPOULOS et al., 1996; LESLIE;
SUMMERELL, 2006). Neste aspecto, durante a infeccdo, principalmente através de
feridas ou por aberturas naturais na parede celular das raizes, o sucesso do
desenvolvimento no hospedeiro ¢ resultado de 11 um processo de colonizagdo
empregadas pelo fungo, que inclui producao de enzimas, toxinas e fatores de viruléncia
(THATCHER et al., 2012; GAWEHNS et al., 2014). Por isso ¢ importante ressaltar
a adocdo de medidas que impecam a entrada do fungo, em areas onde ainda nao foi
constatada a murcha de fusério.

Os sintomas mais evidentes da doenga sdo o amarelecimento das folhas basais
com perda da turgidez e que podem levar ao crestamento no limbo. Estes sintomas
podem progredir para as demais folhas da planta e, dependendo da agressividade de
alguns isolados, podem tronar-se necroticas rapidamente (WHEELER; RUSH, 2001;
MA et al., 2013). O escurecimento dos vasos vasculares ¢ resultado da oxidagdo e
polimerizacdo de hidroxifendis e ag¢do da oxidase, além do envolvimento da
participacdo indireta das toxinas produzidas pelo fungo, o que causa aumento da

permeabilidade das membranas



do hospedeiro e alteracdes no equilibrio i16nico e perda de eletrolitos pelas células

(TAMARI; KAIJI, 1954), ocasionando estresse oxidativo.

2.1.3. Impactos econémicos causados pelos fungos fitopatogénicos

Os fungos fitopatogénicos causam danos em culturas economicamente viaveis,
trazendo prejuizo as mesmas, pois ocasionam perdas na produgdo e consequentemente
reduzem a sua rentabilidade. A perda pds-colheita de frutos tropicais no Brasil situa-se
na ordem de 30% dos produtos comercializados (TAVARES, 2004). Com alta umidade,
frutas e vegetais frescos sdo suscetiveis ao ataque de fungos e bactérias fitopatogénicos,
bem como a deterioracdo fisiologica durante o periodo entre a colheita ¢ o consumo
(ZAMBOLIM, 2002). Em geral, os agentes causadores de podriddo em pos-colheita
apresentam caracteristicas comuns, que sao a capacidade de se estabelecerem no fruto
imaturo e permanecerem em estado latente, sem o aparecimento de sintomas, até que
haja condigdes para que a infec¢do se manifeste (NERY-SILVA et al., 2001).

O Brasil destaca-se como o segundo maior produtor mundial de frutas, onde
frutos de mamoeiro (Carica papaya L.) contribuem com uma producao de 1.450.000
toneladas métricas/ano e frutos citricos (Citrus spp.) com 16.923.732 toneladas
métricas/ano (FAO, 2002). Apesar dessa elevada producao de frutas tropicais, ocorre
um grande volume de perdas, que corresponde em média a 30% do total produzido
(BENATO, 1999).

As perdas pos-colheita podem ter causas diversas, dentre as quais se destacam as
doengas (CHITARRA; CHITARRA, 1990), onde as ocasionadas por fungos ocorrem
com maior frequéncia e atividade (BOOTH; BURDEN, 1986), sendo responsaveis por
80 a 90% do total de perdas causadas por fitopatdgenos (GULLINO, 1994). Em frutos
de mamdo e laranja, esses fitopatdgenos causam consideraveis perdas pos-colheita,
podendo atingir 75% na fase de comercializagdo do mamao (PAULL et al., 1997) e 50%
na de laranja (ECKERT, 1993).

As doengas poés-colheita podem iniciar no campo e ficarem latentes,
manifestando-se somente ap6s a colheita em condi¢des ambientais favoraveis (GOMES,
1996). A penetragdo do hospedeiro pelo patéogeno pode ocorrer diretamente via
epiderme, pela cuticula intacta, bem como por ferimentos ou aberturas naturais na

superficie dos frutos, como as lenticelas (ECKERT, 1980; ZAMBOLIM et al., 2002).



2.1.4. Métodos de controle dos fungos fitopatogénicos

Atualmente, o controle da maioria das doengas de plantas ¢ realizado com o
tratamento convencional com agrotoxicos. O uso destes produtos, a fim de combater
pragas, doencas e plantas daninhas, traz efeitos imediatos, tais como a reducdo das
perdas na produtividade e o aumento da oferta de alimentos (HUSSAR et al., 2004;
COOPER; DOBSON, 2007). Apesar da significativa contribuicdo desses produtos para
a producdo agricola, o uso continuo e indiscriminado de agrotéxicos causa problemas
ambientais como o surgimento de patogenos resistentes € a interrup¢ao do controle
biologico natural, ocasionando surtos de doengas e favorecendo o aparecimento de
pragas secundarias (DINIZ et al., 2008; LEE et al., 2008; SOYLU et al., 2010).
Problema que tende a se agravar, isso porque o ministério da agricultura liberou 239
agrotoxicos para utilizacdo comercial, desde o inicio de janeiro de 2019, alguns deles
inclusive, foram proibidos em outros paises. Esse fato s6 tende a agravar a situacao do
cultivo, bem como do meio ambiente de forma geral.

De acordo com Fernandes Neto e Sarcinelli (2009) a maioria dos contaminantes
quimicos presentes em aguas subterraneas e superficiais esta relacionada as fontes
agricolas, e os agrotoxicos assumem um lugar de destaque, devido a intensidade de seu
consumo no Brasil. Diante do efeito negativo causado pelo uso constante de
agrotoxicos, surge a necessidade da busca por novas estratégias e formas de controle
para tentar minimizar a proliferacdo dos fungos fitopatogénicos nas culturas
economicamente vidveis. A ideia € encontrar formas de controle que além de serem
naturais, possuam pouca fitotoxicidade e tenham baixo custo. O controle alternativo de
fungos fitopatogénicos tem sido discutido amplamente no contexto atual. Muitos
produtos naturais, dentre os quais extratos e os 0leos essenciais de plantas, apresentam

potencial para a prevengao e tratamento de doengas em plantas.

2.1.5 BIOFILMES FUNGICOS

Biofilmes podem ser conceituados como uma comunidade de microrganismos
unidos em uma matriz de polimérica extracelular organica que estdo aderidos a uma
superficie. Assim, para que os biofilmes se formem ¢ indispensavel a presenca de trés
ingredientes basicos: microrganismos, matriz extracelular ¢ uma superficie biodtica ou

abidtica (DUNNE, 2002).
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Biofilmes podem ser compostos por populacdes de uma unica ou de multiplas

espécies de bactérias, fungos e/ou protozoarios, sendo que os biofilmes mais comuns na

natureza sdo compostos por duas ou mais espécies (JAY, 2005; IST, 2008). Quando
formado por mais de uma espécie, elas podem viver em simbiose, onde uma facilita o
crescimento e adesdo da outra por meio de metabodlitos ou podem competir por
nutrientes e acumular metabolitos toxicos o que limita a diversidade de espécies num
biofilme (IST, 2008).

Os microrganismos formam o biofilme como estratégia para otimizar a
sobrevivéncia, uma vez que sdo consideravelmente mais resistentes a remog¢do por
agentes utilizados para limpeza e sanificagdo das industrias alimenticias. Assim, sdo
alvo de preocupacdo para industria de alimentos por serem constituidos por
microrganismos patogenos ou deteriorantes, podendo ocasionar doengas nos
consumidores e prejuizos econdomicos. (KASNOWSKI et. al., 2010).

Os Dbiofilmes geralmente apresentam-se mais resistentes aos agentes
antimicrobianos e este aumento da resisténcia tem um impacto consideravel no
tratamento de infecgdes relacionadas a biofilme (DONLAN et al., 2002).

Na formacdo desses biofilmes, se torna dificil eliminar microrganismos, pois
ocorre um aumento da resisténcia dos mesmos a antibidticos e outros produtos
sanitizantes, de modo que se faz necessario a busca por agentes que os elimine, sem
torna- los resistentes. Os biofilmes sdo importantes reservatorios ambientais para alguns
agentes patogénicos, o modo de crescimento destes biofilmes pode originar organismos
com vantagens de sobrevivéncia em ambientes naturais € aumentar até a sua viruléncia
(PARSEK; SINGH, 2003).

Os fungos filamentosos tém adaptagdes que permitem que eles cresgam em
superficies, o que ¢ demonstrado pelo seu modo de nutrigdo por absor¢do, sua secre¢ao
de enzimas extracelulares para digerir moléculas complexas e seu modo de crescimento
apical, por hifas. Desse modo, esses fungos sdo excelentes candidatos a formagdo de
biofilmes. Uma vez formado no biofilme, os microrganismos ali presentes apresentam
caracteristicas distintas, como maior tolerincia a estresses quimicos e fisicos, melhoria
na utilizagdo de nutrientes e na comunicacao celular. (MAHMOUD; O'TOOLE, 2001).

Harding et al. (2009) demonstrou a capacidade de fungos filamentosos de formar
biofilmes e a dividiu em 6 etapas, primeiramente a adesdo de esporos, contendo apenas
o contato do organismo com a superficie, em seguida, adesdo ativa a superficie, a
terceira etapa trata-se da formagdo de microcoldnia, a quarta a maturacdo inicial, a

quinta o
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desenvolvimento reprodutivo, ¢ a sexta, a dispersdo. Uma das caracteristicas da
formacao de biofilmes ¢ a sua alta resisténcia a estresses biologicos, quimicos e fisicos,
tornando essa comunidade microbiana mais suscetivel a permanéncia do fungo no
campo

Diversos trabalhos com o6leos essenciais t€ém indicado o seu potencial no
controle de bactérias (SILVA et al., 2010; DEMUNER et al., 2011; NASCIMENTO et
al., 2011) e de fungos fitopatogénicos (VELOSO et al., 2012). A inibicdo do
desenvolvimento de fungos pode ser tanto por sua agdo direta, inibindo o crescimento
micelial e a germinagdo de esporos, quanto pela inducao de resisténcia a diversos
patdégenos (SCHWANESTRADA et al., 2003; DONLAPORN; SUNTORNSUK, 2010;
DEUS et al., 2011; PERINI et al., 2011; SEIXAS et al., 2011; GARCIA et al., 2012;
PASSOS et
al., 2012). Contudo, trabalhos que tratam da atividade de Oleos essenciais sobre a

formacao de biofilmes fungicos ainda sdo escassos.

2.1.6 OLEOS ESSENCIAIS

A utilizagdo de plantas medicinais ¢ um habito antigo da populagdo mundial,
sendo para muitas pessoas, a unica fonte de prevencao, tratamento e cura de muitas
doencas (SILVA, 2011). Atualmente, o uso de produtos naturais vem ganhando
destaque no tratamento da satide humana e animal, pois podem apresentar substancias
bioativas contra parasitos, microrganismos ¢ enfermidades de outra natureza, sem
causar prejuizos ao meio ambiente, além de serem menos agressivos a saude do homem,
no que se refere aos residuos farmacologicos e de agrotdxicos presentes nos alimentos
de origem animal e vegetal, respectivamente (VIEIRA et al., 2015).

As plantas apresentam inimeras substincias ativas, que as tornam uma fonte
particularmente promissora de novas moléculas potencialmente uteis ao homem. Dentre
os diversos produtos biologicamente ativos obtidos de vegetais, encontram-se os 6leos
essenciais, que sao originados do metabolismo secundério das plantas e possuem
composi¢ao quimica complexa (OLIVEIRA et al., 2011).

De acordo com Bakkali et al. (2008), os Oleos essenciais sdao compostos
complexos, naturais, volateis, caracterizados por um forte odor. Podem ser sintetizados
por todos os o6rgdos das plantas: flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes,
madeira e cascas. Na natureza, eles desempenham um papel importante na prote¢ao das

plantas como antibacterianos, antivirais, antifingicos e inseticidas. Esses 6leos podem
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ser formados por cem ou mais compostos organicos, sendo 0s monoterpenos e
sesquiterpenos os compostos encontrados com maior frequéncia (CASTRO et al., 2004;
CASTRO et al., 2010).

Os constituintes dos 6leos essenciais sdo metabolito secundérios principalmente
os derivados terpénicos como mono € sesquiterpenos e os fenilpropanoides que
conferem suas caracteristicas organolépticas (NGOH et al., 1998, JIANG et al., 2012).
A biossintese desses metabolitos ¢ realizada por rotas metabdlicas especificas do
organismo. A relacdo dessas rotas com a sintese dos metabodlitos primarios ¢ estreita,
uma vez que esta sintese fornece moléculas precursoras para as principais rotas de
producao dos compostos secundarios (CASTRO et al., 2004). Algumas espécies do
género Lippia tém sido caracterizadas pela presenca de dleos essenciais, com atividade
antimicrobiana (ALBUQUERQUIE et al., 2006).

A atividade bioldgica dos 6leos essenciais € de seus constituintes pode atuar
como agentes fungistaticos e/ou fungicida, dependendo das concentracdes utilizadas. O
mesmo Oleo pode ser ativo contra um amplo espectro de espécies de microrganismos,
porém as concentragdes inibitdérias minimas inibitérias (CIMs) podem variar
(ANTUNES; CAVACO, 2010). As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais
devem-se a sua caracteristica lipofitica (BAKKALI et al., 2008). A hidrofobicidade do
6leo essencial permite uma interacdo entre o dleo e os lipideos da membrana celular,
interferindo na sua permeabilidade e causando alteragdes em sua estrutura (COSTA et
al., 2011).

Atualmente, métodos de controle de doengas que sejam menos agressivos com o
ambiente vém sendo estudados, mostrando-se como uma boa alternativa, o uso de 6leos
essenciais extraidos de plantas medicinais e aromaticas; estas, por sua vez, apresentam
compostos quimicos que causam algum tipo de toxicidade direta, ou geram um
fortalecimento nas estruturais da planta, incrementado assim sua resisténcia a
penetragdo dos micélios dos fungos (OLIVEIRA;HOLANDA, 2009).

E necessario destacar que mesmo que os Oleos essenciais possuam grande
potencial e utilizagdo na agricultura sustentavel, eles podem prejudicar o
desenvolvimento e a germinagao de plantas. Grosso et al. (2010) destacam que os mono
e sesquiterpenos podem afetar os processos fisiologicos de plantas. Além de serem
caracterizados como metabolitos secundédrios de plantas e de baixa toxicidade a
humanos, os 6leos essenciais sao amplamente testados no controle in vitro e in vivo de
fitopatdgenos e no tratamento de sementes (Médice et al., 2007; PEREIRA et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2006; SILVA & BASTOS, 2007). A exploracdo da atividade

antimicrobiana
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utilizando estes compostos secundarios constitui-se em mais uma forma potencial para o
controle de doengas em plantas cultivadas (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN,
2005).

2.1.7 Lippia gracilis Schauer L.

O género Lippia, o segundo maior da familia Verbenaceae, que compreende 35
géneros e 1.035 espécies, sendo muitas exclusivamente brasileiras. Este género ¢
constituido de plantas de pequeno porte, entre ervas, arbustos e pequenas arvores
(PASCUAL, et al.,, 2001), e caracteriza-se pelo acumulo de Oleos essenciais em
tricomas granulares (MARINHO, et al., 2011). Aproximadamente 200 espécies estao
distribuidas ao redor do mundo, principalmente nas Américas Central ¢ do Sul, e na
Africa (AGUIAR e COSTA, 2005). A quantidade e a qualidade dos 6leos essenciais que
ocorrem nas espécies do género Lippia, das quais 68 espécies sdo endémicas do Brasil,
coloca este género em destaque entre as Verbenaceas (SALIMENA; MULGURA,
2015).

A familia inclui aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e arvores de
pequeno porte, distribuidas principalmente na América Central, regides tropicais da
Africa, América do Norte, América do Sul e Australia (MUNIR, 1993; PASCUAL et
al., 2001; SILVA et al., 2006; GOMES et al., 2011). No Brasil, as plantas do género
Lippia sdo espécies proprias do bioma Caatinga, que ¢ o principal bioma da regido
Nordeste, estendendo-se pelo dominio do clima semiarido, sendo comum sua presenga
nos estados do Piaui, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco (CAVALCANTI, 2006) e
Sergipe (LORENZI; MATOS, 2002).

Lippia gracilis Schauer ¢ uma espécie da familia Verbenaceae, originaria do
Nordeste brasileiro com ampla distribuicao na Floresta Tropical Sazonal Seca (BITU et
al. 2015; CRUZ et al. 2014). L. gracilis, conhecida popularmente como “alecrim-da-
chapada” ou “alecrim-de-tabuleiro”, ¢ um arbusto de folha caduca ramificada que pode
atingir cerca de 2 metros, além de possuir caule quebradico, com folhas pequenas e
aromaticas de pouco mais de um centimetro de comprimento. As flores sdo mitdas e
amarelo-esbranquicadas, reunidas em espigas de eixo curto. Os frutos sdo do tipo
aquénio extremamente pequeno, cujas sementes raramente germinam (LORENZI;
MATOS, 2002). Alguns autores a sinonimizaram com outras quatro espécies: L. grata
Schauer, L. dumetorum Herzog, L. laxibracteata Herzog e L. hickenii, no grupo B da

Lippia Segao
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Goniostachium (O’LEARY et al. 2012). A espécies € principalmente propagada por
estaquia, devido a dificuldade de germinagdao das sementes. A planta possui grande
resisténcia a seca e a altas temperaturas, perdendo suas folhas somente apds um longo
periodo de estiagem (OLIVEIRA et al., 2008).

L. gracilis apresenta-se como uma espécie medicinal aromatica que apresenta
importancia antimicrobiana e farmacologica, devido as propriedades quimicas de seus
6leos essenciais, constituidos principalmente dos derivados fenoélicos, timol e carvacrol,
encontrados nos tricomas presentes nas folhas (SANTOS et al. 2016; BITU et al. 2014).
O O6leo essencial desta espécie possui forte atividade bactericida, fungicida,
leishmanicida, carrapaticida e inseticida devido a presenca majoritaria dos
monoterpenos carvacrol ou timol. A espécie Lippia gracilis, em particular, apresenta
propriedades antifiingica, antibidtica, anti-inflamatoria, anticépticas, antioxidante e
antitumoral (ALBUQUERQUE et al., 2006; SILVA et al., 2008; CRUZ et al., 2013;
MELO et al., 2013; CRUZ et al, 2013, BITU et al., 2014, HERNADES et al., 2017;
TREVISAN et al.,

2003).

Em funcdo das propriedades dos 6leos essenciais diversas espécies do género
Lippia sao utilizadas na medicina popular e apresentam grande potencial farmacologico.
Neste aspecto, o uso dessa espécie nativa da Caatinga, pode oferecer produtos com
potencial comercial nas industrias quimicas, sobretudo as farmacéuticas a partir da
obtencdo do o6leo. Desse modo nota-se a importancia de estudar a acdo dos Odleos
essenciais mediante sua atividade antifingica, viabilizando ndo s6 uma melhoria para as

empresas de cultivo, como para o meio ambiente e para o consumidor.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Extracdo do oleo essencial de L. gracilis e obtencio dos componentes
majoritaios

As folhas da L. gracilis foram coletadas no municipio de Mossor6-RN, aos
arredores do Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Plantas na Universidade do
Estado do Rio Grande do Norte.

O processo de extracdo foi realizado como descrito anteriormente por Oliveira
et al. (2012), com algumas modificagdes. O 6leo essencial foi extraido utilizando o
método de hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, utilizando 400 g de biomassa
foliar em baldo volumétrico de 5 L, contendo 2 L de 4gua destilada. O 6leo essencial foi
separado do hidrolato através do processo de decantacdo na bureta, utilizando sulfato de

sodio com algodao e éter.

Os componentes majoritarios do 6leo essencial, os monoterpenos timol e

carvacrol, foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

3.2. Microrganismos e condi¢oes de cultivo

As estirpes fungicas F. oxysporum URMG6704 e F. solani URM6749, C.
gloesporioides URM6176, C. lindemuthianum URMS771 foram obtidas da colecao de
culturas da Colecdo de Culturas Micoteca URM da Universidade Federal de

Pernambuco

Discos de 9 mm das espécies fungicas armazenados em agua destilada estéril,
foram inoculados em placas de petri contendo meio de cultura Batata-Agar-Dextrose
(BDA) incubadas em camara de germinagdo BOD (Biochemical Oxygen Demand) sob a
temperatura de 25 °C por 10 dias.

3.3. Atividade antifingica do dleo essencial de L. gracilis

3.3.1. Atividade do odleo de L. gracilis sobre o crescimento micelial

O efeito do 6leo essencial sobre o crescimento micelial, foi realizado utilizando
metodologia descrita por Wang e Liang (2014), com adaptagdes. Discos (9mm) de cada
espécie foram inoculados em placas contendo o meio BDA com diferentes
concentragdes de oleo essencial (1 a 0,0078%); ou apenas em meio BDA (controle

negativo). As placas
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foram incubadas em uma camara de germinacao a 25°C, e mensurado o didmetro dos
micélios na presenca e auséncia do 6leo nos tempos 3, 5, 7 e 10 dias. Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados foram apresentados em termos da média do

didmetro dos micélios e porcentagem de inibi¢ao (PIC), por meio da férmula:

diametro da testemunha

( PIC = didmetro da testemunha — didmetro do tratamento )
. 100

3.3.2. Atividade do dleo de L. gracilis sobre o crescimento vegetativo

A avaliagdo da atividade do 6leo essencial da L. gracilis sobre o crescimento
vegetativo dos fungos foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Mota et
al. (2019), com adaptagdes. Os fungos foram cultivados em meio BDA durante 10 dias,
apos este periodo, os esporos foram retirados e suspensos em meio BD (Batata-
Dextrose). Utilizando camara de Neubauer a concentracdo final de esporos foi
padronizada a 10° esporos/mL. Foram utilizadas placas de 96 pogos de poliestireno de
fundo chato, onde cada pogo teve 100 pL de caldo BD contendo os esporos (10°
esporos/mL), e 100 uL do 6leo essencial em diferentes concentragdes (1 a 0,0078%). Os
resultados do crescimento fingico foram observados através da mensuragdo da
densidade oOptica a um comprimento de onda de 620 nm utilizando leitor de

microplacas, nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas.

3.4. Atividade do dleo de L. gracilis sobre a formacio de biofilmes

Os biofilmes foram avaliados através da quantificacdo da biomassa total dos
biofilmes por coloracdo com cristal de violeta e andlise da atividade metabolica
utilizando sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil )-2H-
tetrazolio (MTS).

Para a quantificacdo de biomassa, foi utilizada metodologia descrita por
Simodes, Simdes e Lima (2015), com algumas modificagdes. Apds o crescimento dos
fungos por 72 horas em placas de microtitulagdo de 96 pocos, a formagao de biofilmes
foi avaliada através da quantificacdo da biomassa total. O meio de cultura foi removido
de cada pogo e os fungos aderidos a placa foram lavados por 2 vezes com agua destilada
estéril, em seguida, foram adicionados 200 pL de metanol 99%, deixando-o por 15
minutos. O metanol foi retirado e as placas foram secas a 25° C, ap0s este processo,
foram adicionados 200 pL de cristal de violeta a 1%, permanecendo por 5

minutos.
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Posteriormente, para remocao, os pogos foram lavados 3 vezes com agua destilada
estéril, apos isso, foi adicionado em cada pogo 200 pL de acido acético a 33%,
aguardando 1 minuto para solubilizagdo, o cristal de violeta diluido em 4cido acético foi

mensurado a comprimento de onda de 590 nm utilizando leitor de microplacas.

Visando a determinagao o efeito do 6leo essencial sobre a atividade metabdlica
fungica, foi utilizada metodologia citada por Galletti et al. (2017), com algumas
modifica¢des. Apos a formagdo do biofilme em placas de 96 pocos, as placas foram
lavadas duas vezes e posteriormente, foram adicionados 100 pL de PBS (phosphate
buffered saline) e 20 uL. de uma solu¢do do sal tetrazolio CellTiter 96® Aqueous MTS
Reagent Powder (Promega, WI, USA) de acordo com recomendagdes do fabricante.
Apos este processo, as placas de 96 pogos foram incubadas na cdmara de germinagdo a
37°C na auséncia de luz por 3 horas. O conteudo dos pogos foi entdo mensurado a um

comprimento de onda de 490 nm utilizando leitor de microplacas.

3.5. Atividade antifungica e antibiofilmes dos monoterpenos timol e carvacrol

A avaliacdo da atividade do timol e carvacrol da L. gracilis sobre o crescimento
vegetativo dos fungos e sobre os biofilmes fingicos foram realizados como descrito nos
itens 3.3 e 3.4. Porém, os monoterpenos forma utilizados em concentra¢des que varivam

de 1 a2 0,0078 mg/mL diluidos em meio BD contendo 4% de DMSO.

3.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise foi realizada seguindo metodologia descrita por Vale et al. (2019),
com adaptagdes. Os biofilmes de F. oxysporum e C. gloesporioides foram
desenvolvidos em placas de 24 pocos na auséncia (controle negativo) e presencga do 6leo
essencial da L. gracilis a 0,0625 %. Apos a formacdo dos biofilmes, com 72 horas,
foram realizadas 2 lavagens com agua estéril, no intuito de remover as células
facilmente aderidas e em seguida, apOs a secagem, os pogos foram desidratados usando
etanol a 70% e 90% por 10 minutos e 100% por 20 minutos, aguardando a secagem do
material a temperatura ambiente. Para a observagao, as células foram revestidas de ouro
e as eletromicrografias foram obtidas através do microscopio eletronico de varredura

Quanta 450 FEG, FEI (Waltham, MA, USA).
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3.7. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPadPrism®
versao 6.01. Todos os dados obtidos nos ensaios foram comparados utilizando
ANOVA, com o teste Bonferroni, onde p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

4. RESULTADOS
4.1. Atividade antifingica do 6leo essencial sobre o crescimento micelial

Os resultados referentes a atividade antifungica do 6leo essencial de L. gracilis
sobre o crescimento micelial de F. oxysporum, F. solani, C. gloesporioides ¢ C.
lindemuthianum estdo apresentados na forma de médias do didmetro dos micélios, e
porcentagem de inibi¢do de crescimento micelial na presenca do 6leo essencial (Figura
1 e 2). Em termos gerais, o 6leo essencial apresentou clara atividade antifingica
apresentando diferengas significativas entre o controle e a maioria dos tratamentos, em
geral, apresentando curva dose-resposta (Figura 1 e 2).

O oleo essencial de L. gracilis reduziu de maneira significativa o crescimento
micelial de F. oxysporum e F. solani (Figura la e 1b) em todas as concentragdes
testadas, com exce¢do da menor concentracdo (0,007813 %). No que diz respeito ao
crescimento micelial de C. gloesporioides (Figura 1c¢) na presenca do 6leo essencial, as
maiores concentragdes utilizadas do 6leo inibiram completamente o crescimento do
micélio, porém a atividade do o6leo apresentou variagdes na sua atividade no decorrer
dos dias do experimento. Em relacdo a atividade do oOleo sobre C. lindemuthianum
(Figura 1d), mostra-se claramente que no tratamento utilizando as concentracdes de 1 a
0,625%, nao houve qualquer crescimento micelial quando comparados ao grupo

controle.
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Figura. 1. Crescimento micelial de F. oxysporum (a), F. solani (b), C. gloesporioides
(c) e C. lindemuthianum(d). na presenca de diferentes concentragdes do 6leo essencial

koo

da L. gracilis.
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Corroborando com os dados obtidos na figura 1, os dados de porcentagem de

inibi¢do de crescimento (PIC) na presenca do 6leo essencial de L. gracilis demonstram

que o Oleo inibiu completamente o crescimento micelial de todos os fungos

fitopatogénicos variando a concentragao de 0,125 a 1 % (Figura 2). Além disso, o fungo

C. lindemuthianum mostrou-se mais susceptivel a acdo do o6leo essencial em

comparagdo com os demais.
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Figura 2. Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC) de F. oxysporum (a),
F. solani (b), C. gloesporioides (c) e C. lindemuthianum (d) na presenga de diferentes
concentragdes do dleo essencial da L. gracilis.
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4.2. Atividade do dleo essencial de L. gracilis sobre o crescimento vegetativo dos
fungos fitopatogénicos

Os resultados da atividade do 6leo essencial de L. gracilis sobre o crescimento
vegetativo dos fungos fitopatogénicos sdo mostrados na figura 3. Os resultados mostram
que o crescimento de F. oxysporum teve seu crescimento reduzido na presenga do 6leo
em concentragdes que variavam entre 1 a 0,0312 %. Nas figuras 3b e 3d, observa-se que
o Oleo essencial apresentou atividade antifungica significativa sobre o crescimento de F.
solani e C. lindemuthianum em todas as concentragdes testadas quando comparada ao
controle negativo. Em relacdo a atividade do oleo sobre o crescimento de C.
gloesporioides (Figura 3c), o oleo essencial de L. gracilis apresentou redugdo do

crescimento do fungo até a concentragdo de 0,015%.
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Figura 3. Crescimento vegetativo de F. oxysporum (a), F. solani (b), C. gloesporioides
(c) e C. lindemuthianum (d) na presenca de diferentes concentracdes de oleo essencial de
L. gracilis.CN — Controle negativo (BD); CP — Controle positivo (100 mM de peréxido
de hidrogénio).
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4.3. Atividade do carvacrol e timol sobre o sobre o crescimento vegetativo de F.
oxysporum

Uma vez comprovada a atividade antifingica do dleo essencial de L. gracilis
sobre os fungos fitopatogénicos do género Fusarium e Colletotrichum, a atividade dos
seus componentes majoritarios presentes no 6leo, carvacrol e timol, foram testados
sobre
F. oxysporum. Os resultados mostram a atividade antifingica significante dos
monoterpenos cavacrol (Figura 4a) e timol (Figura 4b) nas concentragdes de 1 a 0,125
mg/mL sob o fungo F. oxysporum, mostrando claramente a efetividade antifingica dos

componentes majoritarios do 6leo essencial.
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Figura. 4. Crescimento vegetativo de F. oxysporum na presenca de diferentes
concentracdes de carcavrol (a) e timol (b). CN — Controle negativo (BD); CP — Controle
positivo (100 mM de perdxido de hidrogénio).
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4.4. Atividade do oleo essencial de L. gracilis sobre a formacao de biofilmes fungicos

A capacidade do 6leo essencial de L. gracilis em inibir a formagao de biofilmes
fungicos foi avaliada através da quantificacio da biomassa total dos biofilmes e
atividade metabolica dos fungos presentes nos biofilmes.

Em relagdo a quantificagdo da biomassa dos biofilmes fungicos, a formagdo de
biomassa do biofilme de F. oxysporum (Figura 5a) foi inibida completamente nas
concentracdes de 1 a 0,03125%, interessantemente, na menor concentra¢ao testada
(0,007813%) obteve valor maior que o controle negativo, provavelmente causado por
estresse microbiano ocasionado pela presenca do 6leo essencial. Por outro lado, o
biofilme de F. solani (Figura 5b) apresentou nas maiores concentragdes reducao da
biomassa, diferindo significativamente nas concentracdes de 1 a 0,125% e 0,03125%. A
formagdo de biomassa dos biofilmes de C. gloeporioides (Figura 5c) e de C.
lindemuthianum (Figura 5d), foi inibida completamente em todas as concentragdes

testadas.
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Figura S. Efeito do oleo essencial de L. gracilis na formagdo de biomassa do biofilme
de F. oxysporum (a), F. solani (b), C. gloesporioides (c) e C. lindemuthianum (d). CN —
Controle negativo (BD); CP — Controle positivo (100 mM de perdxido de hidrogénio).
“*” p<0,05 demonstra diferenca significativa em relagdo ao controle.
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A figura 6 mostra a atividade do 6leo essencial sob a atividade metabolica dos
biofilmes de F. oxysporum, F. solani, C. gloesporioides e C. lindemuthianum. Em
relacdo a atividade metabdlica dos biofilmes de F. oxysporum e C. lindemuthianum
(Figura 6a e 6d), o 6leo essencial apresentou reducdo significativa nas concentragoes
que variaram de 1 a 0,03125 %. Além disso, o 6leo essencial foi capaz de reduzir a
atividade metabdlica de F. solani (Figura 6b) e C. gloesporioides (Figura 6¢) com
valores proximos a zero, apresentando diferenga significativa em todas as concentragdes

testadas em relacao ao controle.
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Figura. 6. Efeito do dleo essencial de L. gracilis sobre a atividade metabdlica dos
biofilmes de F. oxysporum (a), F. solani (b), C. gloesporioides (c) e C. lindemuthianum
(d). CN — Controle negativo (BD); CP — Controle positivo (100 mM de perdxido de
hidrogénio). “*” p<0,05 demonstra diferenga significativa em relacdo ao controle.

a) F. oxysporum b) F. solani
2.5 35
2.0
E
LT
g
O 1.0
o
0.5+
. .
0.0
- NG o A e N QL N _ & b 6 b N
S R el rs F & N PP PP P
ST NP S ¥ NP
oY o oY @
[1% [1%

d) C. lindemuthianum

4.5. Atividade de cavacrol e timol sob a formacao de biofilme de F. oxysporum
A quantificagdo da biomassa do biofilme de F. oxysporum na presenca de

cavacrol (Figura 7a) mostrou uma redugdo significativa na formacao de biomassa do
biofilme em todas as concentragdes testadas. Em relacdo a quantificagdo de biomassa
dos biofilmes de F. oxysporum (Figura7b) na presenga de timol, o composto apresentou
reducdo significativa nas concentragdes de 1 a 0,0625 mg/mL, onde foi observado uma

completa redugdo da formagao do biofilme.
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Figura 7. Efeito dos monoterpenos cavacrol (a) e timol (b) sobre a formagdo de
biomassa do biofilme de F. oxysporum. CN — Controle negativo (BD); CP — Controle
positivo (100 mM de perdxido de hidrogénio). “*” p<0,05 demonstra diferenca
significativa em relagdo ao controle.
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Em relacao a ag¢ao do carvacrol e timol sobre a atividade metabodlica do biofilme
de F. oxysporum, pode-se observar que os componentes majoritarios do oleo essencial
de
L. gracilis apresentam uma redugdo significativa em na atividade metabdlica do fungo
em concentragdes que variam de 1 a 0,125 mg/mL. Interessantemente, as menores

concentracdes apresentaram valores superiores ao grupo controle.

Figura 8. Efeito do cavacrol (a) e timol (b) sobre a atividade metabdlica do biofilme de
F. oxysporum. CN — Controle negativo (BD); CP — Controle positivo (100 mM de
peroxido de hidrogénio). “*” p<0,05 demonstra diferenca significativa em relagdo ao
controle.
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4.6. Microscopia Eletronica de Varredura dos biofilmes fingicos tratados com
oleo essencial de L. gracilis

A figura 9 sdo apresentadas eletromicrografias do biofilme de F. oxysporum
obtidas através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). O controle negativo,
observa-se o biofilme de F. oxysporum na auséncia do 6leo essencial (Figura 9a -c), que
mostra uma alta densidade de hifas e matriz extracelular. Por outro lado, o biofilme
desenvolvido na presenca de 0,0625 % do dleo essencial da L. gracilis (Figura 9d —f), ¢
possivel observar uma clara reducdo na concentragdo de hifas, matriz extracelular e

alteragcdes morfoldgicas na superficie dos fungos.

Figura. 9. Eletromicrografias do biofilme de F. oxysporum obtidos através de
microscopia eletronica de varredura. Biofilme de F. oxysporum desenvolvido em meio
Batata Dextrose (a - ¢) e desenvolvido na presenca do 6leo essencial de L. gracilis a
0,0625% (d -f). Magnificacdes de 300, 1500 e 3000 x.

Vs EIPREET 1 RO
i- ..., 5 5, ._ ' > -k R X, ,'
i 1 AT g . 7
e ~" ¥ < T p - .

,

A figura 10 mostra as eletromicrografias do biofilme de C. gloesporioides na

presenga e auséncia de 6leo essencial. No grupo controle (Figura 10a - b) ¢ possivel
observar um biofilme denso, com presenca de hifas e matriz extracelular. Por outro
lado, o fungo na presenca de 0,0625 % do 6leo essencial ¢ observar apenas a presenca
de esporos, sugerindo que o 6leo essencial foi capaz de inibir a germinacao dos esporos,
impedindo que haja a formag¢do de biofilmes (Figura 10c — d). Além disso, ¢ possivel
observar alteragdes morfoldgicas nos esporos de C. gloesporioides tratados com o 6leo

essencial.
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Figura 10. Eletromicrografias do biofilme de C. gloesporioides obtidos através de
Microscopia Eletronica de Varredura. Biofilme de C. gloesporioides desenvolvido em
meio Batata Dextrose (a e b); e desenvolvido na presenca de 0,015 % do 6leo essencial
de L. gracilis (c e d). Magnificagdes de 300 ¢ 1500x.

5. DISCUSSAO

A atividade antifingica e antibiofilme do 6leo essencial de L. gracilis Schauer
sobre os fungos fitopatogénicos dos géneros Fusarium e Colletotrichum, obtidas neste
trabalho corroboram com resultados observados por Albuquerque et al. (2006), Lima et
al. (2010), Harding et al. (2009), Galletti et al. (2017), Tamura et al. (2015) Manganyi,
Regnier e Olivier (2015) e Santos (2014).

Carnelossi et al. (2009) avaliando o efeito in vitro de Oleos essenciais de
capim- limao (Cymbopogon citratus), eucalipto (Eucalyptus citriodora) e menta
(Mentha arvensis) sobre o fungo C. gloeosporioides, observaram total inibi¢do do
crescimento micelial do fitopatégeno. Combrinck et al. (2011) observaram inibi¢do do
crescimento dos fitopatogenos C. gloeosporioides, Penicillium digit’atum ¢ Alternaria
citrii pelo oleo essencial de capim-limdo. O crescimento micelial dos fitopatogenos
Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger e Alternaria alternata, que
causam a deterioracdo do tomate cereja, foi consideravelmente reduzido quando
aplicado diferentes concentragdes do dleo essencial de endro (Anethum graveolens L.)
(Tian et al., 2011). Sharma e Tripathi (2008), usando O6leo de laranja (Citrus

sinensis) sobre A. niger,
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observaram que 6leo reduziu tanto o desenvolvimento do fungo como a germinagado de
€sporos.

Souza-Junior et al . (2009), obtiveram uma inibi¢do completa do crescimento de
C. gloeosporioides isolado do maracujazeiro amarelo utilizando 6leo essencial de Lippia
sidoides. Albuquerque et al. (2006) observou que o 6leo essencial da L. gracilis Schauer
demonstrou potencial inibitorio contra os fungos Geotrichum candidum, Trichoderma
viride, Torula herbarum, Paecillomyces sp, Aspergillus nidulans, Fusicoccum sp,
Aspergillus flavus e Paecillomyces aeruginen, inibindo 100 % do crescimento fingico a
uma concentragdo de 420 puL/L. Mota et al. (2002), obteve completa inibi¢ao do
desenvolvimento de Lasiodiploidia theobromae na presenca do 6leo essencial de L.
sidoides.

De acordo com Tzortzakis e Economakis (2007), os compostos volateis
produzidos pelos Oleos essenciais podem apresentar alteragdes nos componentes da
parede celular dos fungos, desencadeando um efeito deletério que interfere na percepcao
e transduc¢do de sinais envolvidos na mudancga de fase de desenvolvimento do fungo (de
vegetativa para reprodutiva). Por isso, varios 0leos essenciais também causam impacto
no processo de esporulacao do fungo.

No trabalho realizado por Lima et al. (2010), o 6leo essencial extraido das
folhas de L. gracilis apresentou inibicdo completa da germinagdo do fungo
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, utilizando 2500 ppm, demonstrando
maior efeito fungistatico em relacdo ao Oleo essencial obtido das folhas de kenaf
(Hibiscus cannabinus), citronela (Cymbopogon nardus), eucalipto (Eucalyptus.
citriodora) e frutos de acerola (Malpighia glabra). Além disso, resultados obtidos por
Oliveira et al. (2008), demonstraram efeito inibitdrio do 6leo de L. gracilis (126 pL/mL)
e L. sidoides (0,3 uL/mL) sobre o crescimento dos fungos Aspergillus niger, Penicillium
sp, Fusarium sp e F. oxysporum.

Manganyi, Regnier e Olivier (2015), observaram em seus resultados a inibi¢do
da formacdo de biofilmes dos fungos do género Fusarium sob lentes de contatos
gelatinosas, utilizando 50 pL de 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) e cravo
(Syzygium aromaticum). Resultados semelhantes foram observados por Pereira et al.
(2006) e Hillen et al. (2012) em relagcdo ao dleo essencial de Alecrim na inibi¢do do
crescimento de Aspergillus achraceus, e reducdo do crescimento micelial de Fusarium
sp. € Aspergillus flavus. A eficiéncia de 6leos essenciais do género Lippia no controle
de

F. oxysporum também foi avaliada por Cueto-Wong et al. (2010), ao utilizarem a espécie
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Lippia berlandieri os autores demonstraram que a completa inibicdo do crescimento
micelial de F. oxysporum f. sp. lycopersici foi obtido a uma concentragdo minima de 0,2
pL/mL.

O efeito antifungico e antibiofilme do Odleo essencial de L. gracilis
provavelmente esta relacionado aos principais componentes encontrados no se 6leo
essencial, os monoterpenos fenolicos, timol e carvacrol. De fato, o presente trabalho
mostrou o potencial antifingico e antibiofilme significativo destes monoterpenos sobre
F. oxysporum. Estudos demonstram variacdes quantitativas na composi¢do quimica do
oleo de L. gracilis, que possivelmente estdo associadas a diferenca genética entre
populagdes de Lippia, ao estadio de desenvolvimento, ¢ a idade da planta, a parte da
planta a qual o 6leo foi extraido e também a fatores ambientais, como caracteristicas de
solo e localizagdo geografica (BLANK, 2013). Nas analises realizadas, obtivemos
resultados positivos quanto a atividade antifungica desses compostos sobre o F.
oxysporum.

Estudos realizados por Santos (2014), demonstraram que no 6leo essencial da
L. gracilis o timol apresenta uma concentra¢dao de 4,9% a 10,3%, e o carvacrol, uma
concentracao de 73,9% a 77%. Em estudos realizados por Burt (2007), comprovou-se a
existéncia de uma interacdo entre o carvacrol e¢ o timol, resultando em uma acgao
sinérgica entre os compostos, potencializando a a¢do de ambos frente ao controle das
células bacterianas. Neste aspecto, existe algumas possibilidades de mecanismos de
acdo dos oOleos essenciais para a inibicdo/morte celular de fungos, que podem estar
relacionadas com os constituintes do 6leo nas reacdes enzimaticas de sintese da parede
celular e permeabilidade da membrana, tais como: inibicdo da esporulacado, alteragdes
morfologicas, redu¢do do didmetro e espessura da parede celular das hifas. Este
mecanismo de agdo pode desencadear acumulacdo intracelular de niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS), resultando em estresse oxidativo (BENTO et al., 2014). De
acordo com Juven et al. (1994), a atividade antifingica do carvacrol sobre os fungos
estd associado na sua capacidade em causar danos a membranas através de interagdes
entre hidroxilas presentes no composto com grupos amina e hidroxilamina de proteinas
nas membranas, alterando a permeabilidade e consequentemente, podendo causar lise
celular e liberacdo de conteudo intracelular. O carvacrol tem como mecanismo de acdo a
capacidade de desintegrar a membrana externa, permitindo a saida de lipopolisacarideos
e aumento da permeabilidade seletiva, tendo como consequéncia desta, a inibi¢ao das

ATPases, deple¢ao de ATP e diminui¢ao da for¢a motriz dos protons (LAMBERT et al.,
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2001; BURT et al.,, 2007). Em relacdo ao timol, o composto apresenta atividade
semelhante a obtida com o carvacrol, e provavelmente mesmo mecanismo de agdo, uma
vez que que sua estrutura quimica difere do carvacrol pela modificagdo da posigdo de

um grupamento hidroxila (HELANDER et al., 1998).

6. CONCLUSAO

Em conclusao, este trabalho mostrou o potencial do 6leo essencial extraido de
folhas de L. gracilis como composto antiflingico e capaz de inibir a formacao de
biofilme dos fungos do género Fusarium e Colletotrichum. Os resultados obtidos ainda
sugerem que as atividades apresentadas pelo 6leo essencial estdo diretamente associadas
a presenga dos monoterpenos carvacrol e timol na sua constitui¢do, tal fato permite
concluir que o 6leo essencial podera servir como alternativa aos métodos tradicionais
utilizados no combate contra doengas causadas por fungos fitopatogénicos dos géneros
Fusarium e Colletotrichum. Além disso, o trabalho em questdo trata-se da primeira
descricdo de atividade de oOleo essencial da L. gracilis sobre biofilmes de fungos

fitopatogénicos.
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