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Que é um estudante?
E aquele que comeca a indagar-se, a fazer as ptaguwertas...
... E, procura as respostas.

E o estudante avanca nessa busca magnifica...

Por que ainda o infinito nos inquicta

Porque ficamos satisfeitos, petrificados em aqgile conseguimos.

O estudante comeca a desabrochar.



RESUMO

Duas das mais importantes doencas do feijoeiroasé@ntracnose e a
mancha angular, causadas poColletotrichum gloeosporioides e
Pseudocercospora griseglaespectivamente. O controle destes patégenos é
dificil. O controle quimico e o genético sédo ossnailizados, mesmo nao sendo
de grande eficacia. Nao entanto, pesticidas admgdeos essenciais de plantas
ou de seus constituintes tém demonstrado eficacimacdoencas em pré e pos-
colheita. Este estudo foi realizado com o0s objstide avaliarin vitro a
atividade antifingica de 6leos essenciais sobr@remigacdo, o crescimento
micelial de duas racas d& griseolae deC. lindemuthianumdeterminar as
alteracdes ultraestruturais dos conidios exposiesobeos, verificar o controle
da antracnose do feijoeiro em casa de vegetacdaliarao efeito do 6leo d€.
citratus na atividade de enzimas de defesa do feijoeir@. ZHdleos essenciais
analisados,C. citratus E. caryophyllatae C. martini mostraram a maior
atividade antifingica para todas as racas dos filopatdégenos. Por meio de
microscopia eletrénica de transmissao, verificoupse estes trés 6leos tiveram
acdo citotoxica direta sobre os conidiosPdgriseolae deC. lindemuthianum
causando graves danos na ultraestrutura celuler, ciamo vacuolizagéo,
vazamento do citoplasma, invaginacdo e ondulacaplakmalema. Tanto no
experimento preventivo como no curativo, os Olessgrciais d€. citratuse E.
caryophyllatareduziram a severidade da antracnose do feijoeregistrou-se
aumento na atividade de enzimas de defesa petonieato com dleo essencial,
depois da inoculacao.

Palavras-chaveMancha angular.Phaseolus vulgaris Enzimas de defesa.
Controle alternativo. Doencas de plantas.



ABSTRACT

Two of the most important bean diseases are amthsacand angular
leaf spot, caused bgolletotrichum gloeosporioideand Pseudocercospora
griseola respectively. The control of these pathogensfikdt, mainly due to
high genetic variability, both the pathogens amandmited by seed and the
ability to survive for several months in crop resd. The chemical and genetic
control are the most widely used although not veffective. However, a
pesticide based on essential oils of plants or twistituents have demonstrated
efficacy against disease in pre-and post-harvestodding to the above, the
objectives of this study were to evaluate the angal activity of essential oils
on the germination, mycelial growth of two straios P. griseolaand C.
lindemuthianumand visualize ultrastructural alterations in camidxposed to
oil, check the control of anthracnose in the greesk, and evaluate the effect
of oil of C. citratusin the activity of common bean defense enzymeseiisal
oils of the 26 analyze@. citratus, E. caryophyllatand C. martinj showed the
strongest antifungal activity for all strains oftbhgathogensn vitro. Through
transmission electron microscopy, it was verifiedttC. citratus, C. martinii
and E. caryophyllatapresented direct cytotoxic action &h griseolaand C.
lindemuthianumconidia, causing ultrastructural alterations inelddloss of
membrane integrity, cytoplasmic leakage, and plésmaa retraction,
undulation, and invagination. In both preventivel arative experiments, the
essential oils o€. citratusandE. caryophyllatareducing anthracnose severity.
It increased the activity of common bean defensgmees by treatment with
essential oil ofC. citratus

Keywords: Angular leaf spoBhaseolus vulgaridDefense enzymes. Alternative
control. Plant disease.
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1 INTRODUCAO

As doencas sdo uma das principais causas de baigatpidade na
cultura do feijoeiro no Brasil e nos demais patsede também é cultivada esta
importante leguminosa (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006VIEIRA;
PAULA JUNIOR; BOREM, 2006). Muitas doencas poderaduzir, de acordo
com as condi¢Bes ambientais, perdas totais na giiochu, dependendo do nivel
de contaminacdo, tornar invidveis determinadassgrasa o cultivo. Duas das
mais importantes doencas desta cultura sdo a aot®e a mancha angular,
provocadas pelos fungos hemibiotréfic@®lletotrichum lindemuthianune
Pseudocercospora griseglarespectivamente (VIEIRA; PAULA JUNIOR;
BOREM, 2006).

O controle destes patdgenos nao é simples, deprigipalmente, a
variabilidade patogénica que apresentam e pelardisacdo por meio de
sementes contaminadas. Estudos mostraram que detandizacdo de sementes
certificadas é muito baixa (< 20%) em zonas pradistale feijdo, no Brasil
(HERBES et al., 2008; SENA et al., 2008). Patogersiculados por sementes
sob condi¢bes favoraveis podem causar epidemiago Baantracnose como a
mancha angular, além de depreciarem a qualidadeddo podem causar perdas
maiores que 80% na producéo (VIEIRA; PAULA JUNIGBRDREM, 2006).

Compostos biologicamente ativos encontrados emntgdgparecem ser
mais adaptaveis, aceitaveis e seguros em relagii@@opostos sintéticos e
apresentam grande fonte de compostos com potguaialcontrolar patégenos
(DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2000; ISMAN; MACHIAL,2006;
TRIPATHI; DUBEY; SHUKLA, 2008). Entre estes, os Ot essenciais de
plantas medicinais e aromaticas sdo eficazes cqdtédgenos flngicos e

bacterianos; além disso, seus compostos sdo bamtfegris, tém baixa
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toxicidade em mamiferos e séo rentaveis, o quems tde grande potencial
para serem utilizados em programas de manejo adegte pragas (DUBEY et
al., 2010; DUKE, 1990; SOYLU; SOYLU; KURT, 2006)oPexemplo, alguns
pesticidas comerciais & base de 6leo essencia Sionamité" e o Valerd",
aplicados contra fungos e acaros, principalmentebds os produtos séo a base
de oleo de canela, com cinamaldeido 30% como imgred ativo (ISMAN,
2000).

Em alguns trabalhos tem sido mostrado que os @&esenciais nao
somente agem diretamente nos patdégenos, mas pdidemos mecanismos de
defesa inatos na planta, o que é mais conhecid® ¢oducéo de resisténcia
(PEREIRA et al., 2008; QUINTANILLA; ROHLOFF; IVERS¥ 2002). Nesta
linha da inducado de resisténcia, em estudos delst#ha® com 6leos essenciais
obtidos de plantas medicinais foi demonstrado ges &m potencial no
controle de fitopatégenos, pela inducdo de fitdakss que sdo compostos com
caracteristicas de eliciadores (STANGARLIN et 4899). Em outra pesquisa
desenvolvida, o acibenzolar-S-metil (ASM) e o O6lessencial de tomilho
elevaram a atividade da peroxidase em folhas dmicafaos 2 e 9 dias apods a
pulverizacdo (PEREIRA et al., 2008). Ainda que gsoa sejam os trabalhos de
inducdo de resisténcia utilizando estes composites apresentam grande
potencial como indutores e estudos mais detalha@essam ser desenvolvidos.

Na atualidade, ferramentas de pesquisa, como aibiozp e a biologia
molecular, contribuiram para a compreenséo de magpectos da organizacao
molecular e gendmica dos processos de interacd@cmtula hospedeira e com
vetores, bem como da patogénese viral. Os estuilopaimlogicos, bem
dirigidos, complementam essas informacdes, permuaitirerificar onde e como
esses processos ocorrem no interior da célulatatfacem especial quando as

pesquisas sdo conjugadas as técnicas moleculdoeskdoquimicas (ALVES;
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LEITE; KITAJIMA, 2008). Hipoteticamente, técnicae gesquisa bioquimicas e
moleculares, unidas as técnicas de microscopiederied, tanto de transmissao
como de varredura, podem auxiliar eficazmente neiddcdo dos mecanismos
ou modos de acdo de compostos com caracteristitiasic@obianas como os
Oleos essenciais, além de colaborar na compreeatesiinteracdes patdégeno-
hospedeiro, fundamentais para a criacdo de noveslalegias de controle.

Por tudo o que foi mencionado, este trabalho falizado com o
objetivo de desenvolver estudos que permitam eseara atividade bioldgica
de alguns 6leos essenciais, visando avaliar seengat como método
alternativo de controle de doencas em feijoeiro.raP&sso, estudos
ultraestruturais e dos mecanismos bioquimicos eiad na inducdo de
resisténcia foram também realizados, para ajudadirgdo de criar novas,
eficientes e ambientalmente corretas estratégiasmdeejo integrado da

antracnose e da mancha angular do feijoeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Feijao

O feijoeiro comum(Phaseolus vulgarisL) € uma das principais fontes
de proteina na dieta humana nos paises em desemsote das regides
tropicais e subtropicais, os quais sdo respons®@is87,1% do consumo
mundial e por 89,8% da producdo (EMPRESA BRASILEIRE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2008; FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION — FAO, 2010).

Entre todas as leguminosas de grdo do mundo pasuc@ humano
direto, o feijoeiro representa o maior volume (CIROI INTERNACIONAL
DE AGRICULTURA TROPICAL — CIAT, 2012). Ressalta-saa importancia
socioeconémica nos diversos sistemas de produgggeda agricultura de
subsisténcia até a mais tecnificada, com irrigaPaca mais de 300 milhdes de
pessoas nos tropicos, um prato de feijdo é o pah@omponente do regime
alimenticio diario. Além disso, milhdes de pequeagsicultores da América
Latina e da Africa dependem da producdo e da velodardo, como fonte
importante de renda para o lar (CIAT, 2012). SéMimas Gerais existem 295
mil produtores, a maioria de produtores familiaopge cultivam pequenas areas
e comercializam o excedente (BULISANI, 2008; EMBRAR008; VIEIRA,
PAULA JUNIOR; BOREM, 2006).

O Brasil é o segundo produtor mundial, depois d@hai(FAO, 2010);
contudo, mesmo com producdo anual maior que tré®es de toneladas de
feijdo, o pais import@m média 87,5 mil toneladas/ano. Analises de mercad

atuais indicam que o aumento do consumo de feijdopais deve-se,
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principalmente, a sua importancia para a saudeTINSTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA — IBGE, 2008).

Entre os fatores mais importantes que contribuena @aiminuicéo e a
irregularidade da producédo do feijdo no mundo estsi@oencas. O feijoeiro
comum ¢é afetado por inUmeras doencas, as quaisy d& diminuirem a
produtividade da cultura, depreciam a qualidadepamuto. Duas das mais
importantes doencas desta cultura sdo a antraceose mancha angular
(RIBEIRO et al., 2011; VIEIRA; PAULA JUNIOR; BOREN2006).

Outro problema sério no Brasil é que a taxa dézatifio de sementes
certificadas é muito baixa, correspondendo a 15&bsafra 2006/2007. Em
outros estudos foi demonstrado que esta taxa, ea €atarina, € de apenas
20%, havendo prevaléncia do uso de sementes pdaduzoelo préprio
agricultor (HERBES et al., 2008) e, em Minas Gemsisnente 10% da area sdo
cultivados com sementes certificadas (SENA et28l08). Isso representa um
alto risco de aumento do in6culo de patégenos quem ser veiculados por
sementes, como é o caso dos agentes causais,d&rdntracnose como da
mancha angular. Além disso, a maioria das variedddefeijdo cultivadas no
Brasil é de tipo de grédo, semelhante ao da culBaioca que, apesar da alta
aceitabilidade no comércio, é suscetivel & maidos patégenos importantes
(RAMALHO; ABREU, 2006).

2.2 A mancha angular do feijoeiro

A mancha angular, incitada p&seudocercospora griseolgsacc.)
Crous & U. Braun 2006, apresenta forma teleomérfica género
Mycosphaerellae pertence ao filo Ascomycota (INDEX FUNGORUM,

€2008). A doenca encontra-se distribuida em toslasgides do mundo onde o
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feijoeiro é cultivado; de acordo com o Commonwealtycological Institute
(CMI), essa enfermidade ocorre em mais de 60 p&&ERTORATO; RAVA,

1994). Uma caracteristica importante deste funga @lta variabilidade
fitopatogénica (OROZCO; ARAYA, 2005; SILVA et a2008).

Pseudocercospora griseolpode sobreviver em sementes e restos
culturais e é facilmente disseminado por vento waade chuva, respingos de
agua no solo e particulas de solo contaminadascofAdicdes ideais para o
surgimento da doenca sd@o temperaturas entre 16@ 24lta umidade relativa
>95% (LIEBENBERG; PRETORIUS, 1997)0Os conidios deste fungo
germinam sob ambiente favoravel e, trés dias apdndculacdo, as hifas
penetram pelos estdmatos, crescendo entre ascélda3 a 7 dias apds a
inoculagdo, as membranas das células infectaddessetegram, o citoplasma
celular se desorganiza e as células séo destroddas proliferacdo do fungo.
Assim, o0 patégeno coloniza extensivamente os tecid@musando lesdes
necroticas e posterior esporulacdo (MONDA; SANDEREK, 2001).

Os principais sintomas sao lesées nas folhas, s;a@mos, peciolos e
vagens. Estas lesdes sdo mais comuns nas folhasan@o manchas
inicialmente irregulares, cinzas ou marrons e,xpradamente nove dias apés a
infeccdo, comegca a necrose do tecido. As lesOesatlas pelas nervuras
assumem formato angular e, quando sdo muitas, sceafe causando o
amarelecimento e o desfolhamento prematuro dagllds vagens, as lesdes
sdo superficiais, a principio, de coloracdo castantermelhada, quase
circulares e com bordas escuras. Tem tamanho ehgawuando numerosas,
coalescem, cobrindo toda a largura da vagem. @ens&ts nos caules, ramos e
peciolos sdo alongados e de coloracdo castanhmgSESUS JUNIOR et al.,
2003).
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No Brasil, até alguns anos atrds, ndo tinha nenhimmortancia,
ocorrendo somente no fim do ciclo da cultura. Eatriw, fatores como
ampliacdo do periodo de plantio (trés safras/aemréncia do hospedeiro e de
restos culturais durante a maior parte do anoizat#io da irrigacdo e de
sementes contaminadas, favoreceram o desenvolvingeat disseminacdo do
fungo (VIEIRA; PAULA JUNIOR; BOREM, 2006), podendcausar perdas
maiores que 80% (JESUS-JUNIOR et al., 2001; STENGLE& al., 2003).
Neste pais, ele ocorre especialmente nas safragaae de outono-inverno
(PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006). Com isso, atualmente, esta doenca
tornou-se de grande importancia no estado de Mbwxais (VIEIRA; PAULA
JUNIOR; BOREM, 2006).

2.3 Antracnose do feijoeiro

Esta doenca é causada pelo fungo hemibiotréfmletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara 1889, com forma
teleomorfica no génerd@lomerella pertence ao filo Ascomycota (INDEX
FUNGORUM, ¢2008). A antracnose, registrada nas cjpais regides
produtoras de feijsio da América, Africa, Asia edpar, pode ocorrer em toda a
parte aérea da planta e, ao encontrar condicbesrdfmis a seu
desenvolvimento, pode causar perdas de até 100%ratucao (VIEIRA;
PAULA JUNIOR; BOREM, 2006). Essa abrangéncia devea® uso de
cultivares suscetiveis em regides onde ocorremdmatyras amenas, variando
de 13 a 26C, em determinadas épocas do ano, e alta umididae>92%.
Temperaturas superiores a ®ou inferiores a 13C limitam tanto a infeccéo
como o crescimento do fungo (DALLA PRIA; AMORIM; BE&AMIN
FILHO, 2003).
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Os elevados indices de severidade que pode agntir enfermidade,
geralmente, se originam a partir de sementes camaas ou de restos vegetais
infectados (BIGIRIMANA; HOFTE, 2002), nos quais @odobreviver por até
dois anos (EMBRAPA, 2008; VIEIRA; PAULA JUNIOR; B@R/I, 2006). A
disseminacéo pode dar-se também por respingosudadagchuva, por insetos,
animais e, mesmo, o homem, ao transportar sementesestos culturais
infectados, principalmente ao operar maquinas aelgdqRIBEIRO et al., 2011,
VIEIRA; PAULA JUNIOR; BOREM, 2006).

Os sintomas produzidos constam de lesdes necradieasoloracdo
marrom-escura nas nervuras e na face inferior,umser observada em toda a
parte aérea da planta. Os danos sdo maiores quaait precoce for o
aparecimento da doenca na lavoura. Além de diminténdimento da cultura, a
antracnose deprecia a qualidade do produto poiomegismanchas nos graos
(CHAVES, 1980). Esta doenca afeta plantas de fajactodos os estadios de
crescimento, provocando lesbes em folhas, caulpgavagens e sementes
(VIEIRA; PAULA JUNIOR; BOREM, 2006).C. lindemuthianumapresenta
grande variabilidade fitopatogénica (SILVA; SOUZISHIKAWA, 2007), ja
tendo sido identificadas na América Latina maiSdeacas (MAHUKU et al.,
2002).

No processo de infec¢do, o conidio germina e emitdo germinativo,
aproximadamente 18 horas apds o contato do hospemten a ponta do tubo
germinativo, que se incha e produz um apressoériamzado (O'CONNELL et
al., 1996). A partir dessa estrutura, diferencia-$éfa peg de penetracdo ou de
infeccdo, que atravessa a parede celular da pearoélula da planta hospedeira.
Possivelmente, enzimas hidroliticas estdo envdvidaste processo, pois
mudancas quimicas acontecem nas regifes das paldiges proximas ao
peg de penetracdo (O'CONNELL; BAILEY; RICHMON, 1985
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Uma estrutura globosa chamada de vesicula de &deggiferenciada
entre a parede e a membrana plasmética da célidarmpl. A partir desta
vesicula, diferencia-se uma hifa que cresce entmarade e a membrana
plasmatica das células epidermais e corticaispgu@anecem vivas, apesar das
modificagbes estruturais ocorridas no citoplasmaroAimadamente 48 horas
apés a infeccdo, rupturas no tonoplasto e no plesma sdo notadas,
terminando na completa desorganizacdo do citoplademiro de 60 horas,
restando apenas fragmentos da membrana. A degéoeagae se da entre 60 e
70 horas somente pode ser vista microscopicam@atsintomas macroscopicos
aparecem depois de 96 a 120 horas depois de mieiadfeccdo. Nesta fase, a
hifa primaria alcanca uma extensao maxima de detaséepidermais e quatro
camadas celulares do cortex (O'CONNELL; BAILEY; RIRION, 1985).

O micélio primario ramifica-se numa hifa secundaupds 120 horas, a
qual, além de ter menor didmetro, é capaz de aréstcelularmente (via
parede celular ou pela lamela média) e até inatlimen das células vegetais
mortas. Esta é a fase necrotrofica tipica, na qgatélulas infectadas e as
situadas a uma distancia de até 250 um, que aidaferam invadidas,
apresentam o citoplasma modificado e sdo mortasdr@x do tecido vegetal
esta completamente colonizado pela hifa secundpéa 6 a 8 dias. Os sintomas
macroscopicos da antracnose sdo evidentes e cistobs. Acérvulos
rompendo a camada da epiderme do hospedeiro sdenes em cerca de 10
dias e tém uma massa de conidios com setas esraiselanizadas
(O'CONNELL; BAILEY; RICHMON, 1985).

No caso de a interacdo patégeno-hospedeiro sempativel, a célula
da epiderme inicialmente infectada pelo peg de tpggdo morre, juntamente
com as estruturas invasivas do fungo. A morte aekillocalizada e as demais

células que nao foram invadidas, mas que estaedar daquela infectada,
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permanecem vidveis. A vesicula de infeccdo ndoséreada, porém, em 10%
das células mortas, estruturas similares a esta ifio detectadas
(O’'CONNELL; BAILEY; RICHMON, 1985).

2.4 Controle

A mancha angular e a antracnose do feijoeiro s@nghs de dificil
controle devido, principalmente, a eficiente traiss@io do patégeno pela
semente, a capacidade de sobrevivéncia durantsvagses em restos culturais
infectados no solo e a elevada variabilidade fifog2nica que apresentam. No
entanto, para seu controle, recomenda-se o userdenses certificadas, para
evitar a introducdo dos patégenos em locais omiaaido ocorrem ou reduzir
0 inéculo inicial em campos ja contaminados. O w@&o cultivares com
resisténcia genética, as praticas culturais, &ag#io do controle biolégico e o
controle quimico sdo também indicados. A efich@iasds estratégias depende
de fatores ambientais locais, mas, muitas vezesatiidge um nivel de controle
suficiente que evite os prejuizos. E por isso quesmo ndo sendo a alternativa
ideal de controle, o tratamento quimico ainda éaismtilizado (RIBEIRO et
al., 2011; VIEIRA; PAULA JUNIOR; BOREM, 2006).

Contudo, é importante lembrar que o uso de funggcilntéticos pode
levar a selecdo de patégenos resistentes (BRENTLLA®ION, 1998), a
preocupacao do publico com os residuos toxicoalmentos (ANKLEY et al.,
2005; EL-NAHHAL, 2004), a poluicdo ambiental e &wilcao dos custos de
producdo (GHINI; KIMATI, 2000; MIKLAS et al., 2006)No relatério da
National Academy of Sciences dos Estados Unidos1@86, foi indicado que
residuos de fungicidas nos alimentos representangrage risco cancerigeno.

Portanto, fungicidas sintéticos sao suspeitos essan@adeia alimentar e a
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pressédo esta aumentando para encontrar alternataiasseguras. Por tudo isso
€ necessario criar novos métodos alternativos deate de fitopatégenos que
sejam seguros para 0s seres humanos e para o smiRESEARCH
COUNCIL; BOARD OF AGRICULTURE, 1987).

Além disso, séo conhecidas trés tendéncias evalutjue causam sérios
problemas de doencas de plantas: a evolucdo otagdapde patdgenos para
causar doencas antes desconhecidas; 0 surgimentacdge que superam a
resisténcia a infeccdo que foi produzida em plamtaslesenvolvimento de ragas
resistentes a tratamentos quimicos. Os trés ofereéeias ameacas a producao
agricola (HOLLOMON; BRENT, 2009).

Ja no controle genético mediante uso de variedamgstentes, a alta
variabilidade dos patégenos torna dificil encontraltivares de feijoeiro com
ampla e duradoura resisténcia a estas enfermidatdes.disso, tendo em conta
a presenca de poucos genoétipos com resisténcia arande nimero de
patétipos, pode-se concluir que apenas a utilizagd@ioresisténcia vertical
completa ndo é a melhor estratégia a ser utiliraxdaontrole destas doencas.
Sugere-se que sejam também utilizados, sempre egsvpl, como fonte de
resisténcia, genoétipos que apresentem 0s mais glags de resisténcia
horizontal (SARTORATO; RAVA, 1993). Mas, existe grande difidatle de
associar em uma mesma cultivar, pelos métodos noinrais de
melhoramento, genes de resisténcia a varias racadisedlentes patdgenos e que,
ademais, possuam caracteristicas agrondmicas era@armeconcernentes a
maior aceita¢do do produto.

Materiais com essas propriedades, geralmente, @8o genes de
resisténcia ou eles nao sdo expressos no tempdoealmecessarios a ativacao
de respostas de defesa da planta. Com o propa@sisomantar essa limitacao,

atualmente, a inducdo de resisténcia vem sendoonmstudada, sendo,
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inclusive, utilizada em escala comercial com o tlmede continuar plantando
cultivares com elevado potencial agricola, masetivais as doencas de maior
importancia econémica (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRQ@005). O
mecanismo da inducdo de resisténcia oferece nowssibiidades para uso
pratico na protecao de culturas contra doencasctano o uso de genes chaves
em programas de melhoramento e a aplicacdo de eagdniblogicos,
bioguimicos ou sintéticos que ativem uma ou mais bioguimicas que lideram
a ativacdo da defesa sistémica da planta (LEADBEATEIAUB, 2007).

Diversos componentes quimicos presentes, princgrabmnas plantas
medicinais e/ou aromaticas, podem agir como subisEinfungitoxicas, a
semelhanca dos fungicidas sintéticos, ou comaaelices de respostas de defesa
da planta, em ambos os casos, sem poluir o ambrerte contaminar os
alimentos. Os 6leos essenciais destas plantasosdaerados como alternativa
no controle de fitopatdégenos (DUBEY et al., 2018MAN, 2000), seja com
acdo fungitoxica (BNG, 2007; FIORI et al., 2000) ou pela inducdo de
resisténcia na planta (ITAKO, 2008; QUINTANILLA; RQ.OFF; IVERSEN,
2002; SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005; STANGARLINet al.,
1999).

2.5 Inducao de resisténcia

Embora as plantas ndo possuam sistema imunolégmoido, como
nos mamiferos, elas podem se defender, em situaigestresse bidtico ou
abidtico, ao reconhecer e responder a estimuloselpelos. As plantas
desenvolveram, durante o longo processo evolutivaneio da selecdo natural

e de mutacdes, mecanismos diferenciados de defiesajgando acionados, na
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maioria das vezes por fungos, bactérias ou viagam a agressao, traduzindo
essa percep¢do em uma resposta apropriada e deddaptativa (WIT, 2007).

O ataque de microorganismos patdgenos as planéss;amente, é
respondido mediante a defesa constitutiva ou pasdada pelas caracteristicas
estruturais ja existentes, que atuam como barrdisass, obstaculizando a
penetracdo, como cera, cuticula e por meio de cstmpoquimicos pré-
formados, que agem como biostaticos ou antibiétmopatdgeno, por exemplo,
enzimas hidroliticas, fenodis. Ocorre também pel&esde induzivel ou ativa,
expressa unicamente quando a planta é desafiadatelw ataque, podem ser
estruturais, como a formacdo de papila e camada@odiga, ou respostas
bioguimicas com fitoalexinas e proteinas relaciasalpatogénese (PRP), entre
outras (HAMMERSCHMIDT, 1999; LUCAS, 1998).

A combinacdo de caracteristicas de defesa estutwwareacbes
bioquimicas que as plantas utilizam contra os peitdg diferem nas distintas
interagcbes patdgeno-hospedeiro. Ainda, em se tlatdos mesmos patégenos e
planta hospedeira, as combina¢fes variam com &,idatipo de 6rgéos e de
tecidos atacados e o estado nutricional da plassim como das condi¢cdes
ambientais (AGRIOS, 2005).

A resisténcia de plantas a doencas esta relacicaada conjunto de
respostas de defesa ativadas na planta hospealedr®,0 contato com agentes
patogénicos. A ativacdo dessas respostas em pidepende da eficiéncia em
reconhecer a presenca dos patdgenos mediante sracanide percepcao e
transducdo de sinais (TANI, 2001), que envolvereraftbes transitérias no
fluxo de ions através da membrana plasmatica e mgadano estado de
fosforilagéo de varias proteinas.

Como consequéncia, fatores de transcricdo no ndiderglula vegetal

sdo ativados, com a expressdo subsequente de demiefesa. A resisténcia é
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manifestada, geralmente, como uma resposta de shipbilidade
(hipersensitive responseHR), que resulta na rpida morte celular loealézno
sitio de penetracdo do patdogeno (HAMMOND-KOSACK;NES, 2000).
Outras reac0es de resisténcia podem incluir afiesestruturais, o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (comgOll O,), a sintese de metabolitos
secundarios (por exemplo, fitoalexinas) e a produigiuma ampla variedade de
moléculas de defesa, tais como as proteinas reldas a patogénese, ou PRPs
(HAMMERSCHMIDT, 1999; HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000).

A inducéo de resisténcia (IR) resulta da interagiama planta com um
adequado agente indutor. Esses indutores podenms#o diversificados.
Entretanto, em todos o0s casos, a interacdo correteagndutor ou eliciador
resulta na expressao de defesas priming (pré-condicionamento) dos tecidos
sadios, para responder rapidamente a infeccdo (HERISCHMIDT, 2007),
aumentando a capacidade de defesa da planta agntramplo espectro de
patégenos, incluindo fungos, bactérias e virus (NOBAKKER; PIETERSE,
1998). Essa resisténcia pode ser proporcionadampagente indutor bidtico ou
abidtico, que aciona mecanismos de defesa latentas planta
(HAMMERSCHMIDT; KUC, 1982).

Em plantas suscetiveis, a resisténcia pode tamieénativada apos a
infec¢do localizada (lesdo necrética - HR) por gabds ou em resposta ao
tratamento com agentes bidticos ou abioticos.dstonhecido como resisténcia
sistémica adquirida systemic acquired resistanceSAR) ou inducdo de
resisténcia sistémica (HAMMERSCHMIDT, 2007). A SARm sido
demonstrada em varias interacBes hospedeiro-patdégeonferindo uma
protecdo sistémica de longa duracdo e amplo espes#ndo efetiva contra
doencas causadas por diferentes agentes bidticosluédo da SAR resulta na

inibicdo do desenvolvimento de patdgenos e, patand supressdo ou na
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diminuicdo dos sintomas de doencas, devido & @ivalps mecanismos de
resisténcia das plantas, associada a expressadenada de um conjunto de
genes de defesa (RYALS et al., 1996).

Muitos trabalhos em casa de vegetacdo foram rdakizeem diversos
patossistemas, demonstrando que a IR resulta tecfoode plantas contra uma
ampla variedade de enfermidades e de insetos besbjwdevido a ativacédo de
diversos mecanismos de resisténcia. Existem retftativersas substancide
origem bidtica que agem como indutores de resigtédJC, 2001). Varios
pesquisadores, como, por exemplo, Tomlin (2001yn t&gistrado muitos
patossistemas nos quais foi bem sucedida a indig&esisténcia utilizando o
indutor sintético benzothiadiazole, ou BTH (Bioljesmo assim, a IR é ainda
um novo conceito no manejo de doengas e, apesande de pesquisa,
permanece como um recurso pouco utilizado no matefioencgas. Porém, tem
sido adotado com sucesso em muitos sistemas dagdmaomerciais, como,
por exemplo, em cereais na Europa e, obviamente, getencial para ser
integrado em muitos outros.

Apesar de os fitopatologistas terem aprofundadoompceensdo da
natureza da IR, poucos trabalhos para incorpotas €é®nhecimentos a préatica
tém sido empreendidos. Programas de controle adegde doencas poderiam
ser aplicados em sistemas de producdo agricolaodicdia. Melhoristas de
plantas ndo tém realizado selecdo sobre a basesdasta a eliciadores, nem
provavelmente o realizardo, a menos que se possarpa correlacdo com
outros tratamentos benéficos, tais como aumenttoldeancia a doenca ou a
expressao especifica da resisténcia a doenca. &ellece grande potencial e
vantagens sobre protetores convencionais e abdigtio de simples genes
reconhecedores do patégeno. As principais limim¢&3o a falta do

conhecimento das bases dos mecanismos de IR e e@manteratuam com
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variaveis ambientais e, subsequentemente, como nElesuperar esses
problemas (LYON; NEWTON; WALTERS, 2007). E nece&s&tar grande
énfase aos meios pelos quais a IR pode ser in@atpora pratica da protecdo de
cultivos. Sem tal informacdo, é improvavel que sfaincorpore como uma
tendéncia atual na protecéo de cultivos (REIGNAUWRLTERS, 2007).

O fenébmeno da IR em plantas oferece novas poskiliéis para uso
pratico na prote¢éo de culturas contra doengasp asu de genes chaves nos
programas de melhoramento e aplicacdo de agemtiégibbs, bioquimicos ou
sintéticos que ativem uma ou mais vias bioquimipas lideram a ativacdo da
defesa sistémica da planta (LEADBEATER; STAUB, 2007

Algumas pesquisas de inducdo de resisténcia erneii@ij contra
algumas doencas fungicas tém sido realizadas, andstrque € uma alternativa
promissora no contexto de uma agricultura susteht&ssim, plantas de feijao
comum induzidas com acido,62dicloroisonicotinico (INA), aos nove dias,
apresentando apenas o0 primeiro par de folhas, fomaoeculadas com
Colletotrichum lindemuthianupaos 16, 21 ou 25 dias, de acordo com o tempo
necessario para que o primeiro, 0 segundo e adnertcédlio, respectivamente,
estivessem totalmente expandidos. Foi registradiacé® de 97,6% no numero
de lesbes e 91,6% no nimero de pontuacdes (flpaka)o primeiro trifélio. No
segundo e no terceiro trifélios houve a ocorréragianas de pontuagfes, com
reducéo de 94,4% e 98,1%, respectivamente, o0 gaetedza elevado aumento
da resisténcia ao patégeno. Quando se inoculomedana formalJromyces
appendiculatusfoi observada reducdo aproximada de 66% no pramgfélio,
85,2% no segundo e de 99% no terceiro (DANN; DEVERAL995).

Em outro estudo, Bigirimana e Héfte (2002) testathoees diferentes
de ASM, mergulhando as folhas em solugées contérijol; 10; 100 e 1.000

uM e, trés dias depois, inoculara@ lindemuthianum Constatou-se que o
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aumento da resisténcia era dependente da dogadailiPorém, doses de 100 e
1.000 uM tornaram as folhas menores e verd- escuras, o0oguautores
consideraram como fitotoxidez.

Ongena et al. (2002) promoveram inducéo de resistéam feijoeiro
com Pseudomonas putid@ésolado BTP1) &°. aeruginosaisolado KMPCH)
contraBotrytis cinereaEles encontraram reducédo da severidade da doemca e
42% e 35%, respectivamente e consideraram que hindugdo de resisténcia,
uma vez que as bactérias indutoras e o patdgeamfaroculados em partes
diferentes da planta.

Campos et al. (2004) pulverizaramamptulas de feijdo com &acido
salicilico e a raca delta deolletotrichum lindemuthianunffungo indutor), e
registraram o aparecimento de uma isoperoxidasedaisstratamentos, apos
inoculacdo do pat6tipo virulento. Maiores estimulas atividades enzimaticas
foram observados nas cultivares com maior resist&ndoenca.

Em outro trabalho, a pulverizac@ie 9 mg de quitosana por planta no
estadio V3 reduziu em mais de 50% a severidadenttacaose, ndo causou
fitotoxicidade e provocou o aumento na atividadgldeanase. O efeito protetor
foi local e mais intenso no intervalo de tempo detp dias entre tratamento e
inoculagdo, em casa de vegetacao (PIERO; GARDAG)200

Conclui-se que diversos tratamentos induziram téegiga a antracnose,
produzindo respostas semelhantes de controle degaoe

Nesta area da inducdo de resisténcia, em trabdsenvolvidos com
Oleos essenciais obtidos de plantas medicinaisddaionstrado potencial no
controle indireto de fitopatdégenos, pela inducacitdese de fitoalexinas, que
sdo compostos com caracteristicas de eliciador€@H\(BAN-ESTRADA,;
STANGARLIN, 2005). Em outra pesquisa desenvolvidaASM e o 06leo

essencial de tomilho elevaram a atividade da pease em folhas de cafeeiro
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aos 2 e aos 9 dias apods a pulverizacdo (PEREIRA,e2008). Itako (2008),
utilizando Gleo essencial de&Cymbopogon citratys constatou aumento
significativo, tanto local como de forma sistémioa, atividade da peroxidase e
da polifenoloxidase, com maxima resposta para arabasdois dias apds a
inoculacdo comAlternaria solanj em tomateiro. Ainda que escassos sejam 0S
trabalhos de inducdo de resisténcia utilizandosestenpostos, existe grande

potencial como indutores e estudos mais detalhardessam ser desenvolvidos.

2.6 Oleos essenciais

As substancias quimicas presentes nos Oleos emsem@ plantas
aromaticas e medicinais sdo elaboradas no seu olistab secundario e os
principios ativos, ou compostos organicos, sdoyzidds em rotas metabolicas
constitutivas e, principalmente, relacionadas a erdifciacdo e ao
desenvolvimento dos vegetais. A producdo desseasbdligbs secundarios é o
resultado de complexas interacdes entre biossjntesesporte, estocagem e
degradacao (WINK, 1990). Cada um de tais procesgmsrernado por genes e,
portanto, influenciado por trés fatores principdisreditariedade, ontogenia e
ambiente (ROBERTS; SPEEDIE; TYLER, 1996).

Os oOleos essenciais protegem as plantas atuando antibacteriais,
antifingicos, antivirais, inseticidas e também @geim contra o ataque de
herbivoros ao reduzir o apetite por tais plantas<({BALI et al., 2008).

Tais compostos, em sua maioria, derivam dos fephmoides ou de
terpenoides, sendo estes Ultimos os predominaWtpsesentam-se como
misturas de diferentes concentracfes de hidrocatbsntergnicos, alcoois

simples e tergnicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éterelns, peréxidos,
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furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas mpastos de enxofre
(BAKKALI et al., 2008; SIMOES et al., 2000).

As misturas complexas dos constituintes dos Olesseneiais, que
podem ter entre 20 e 60 componentes, apresentaense diferentes
concentracdes, ocorrendo sempre dois ou trés coogpomjoritarios e outros
em menores quantidades (BAKKALI et al., 2008; SIMBEt al., 2000). Os
efeitos sinérgicos da diversidade de compostos remie menores dos 6leos
essenciais devem ser levados em consideracdo gpliaae sua atividade
antimicrobiana. Na natureza, os Oleos essencializaen papel importante na
protecdo de plantas como antibacteriais, antivimsifingicos, inseticidas e
também contra herbivoros, ao reduzir o apetiteagisplantas. Estes compostos
organicos também podem atrair alguns insetos qukiag na dispersao de poélen
e de sementes, assim como repelir outros indesej@AKKALI et al., 2008).

Os 6leos essenciais apresentam atividade biolégsesvem como fonte
alternativa de agentes antimicrobianos contra paidg de plantas
(DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2003; HOYOS et al.,012;
MIHALIAK; GERSHENZO; CROTEAU, 1991) e contra patdygss de humanos
(PANDEY; RAI; ACHARYA, 2003). A maior parte dos tralhos sobre os
efeitos antimicrobianos de O4leos essenciais foidamitla sobre agentes
patogénicos de humanos ou de alimentos (SOYLU; SOYURT, 2006).
Portanto, a necessidade de estudos aprofundadogogaautilizacdo destes
compostos no tratamento de fitodoencas é fundaimeathusca de melhores
alternativas de controle.

Muitos trabalhos sobre a atividade biologica daso®lessenciais ja
foram publicados. Porém, os dados, as vezes, mostidta discordancia sobre
uma mesma esséncia. As razbes para essa varidbiligewdem ser

compreendidas se forem levados em conta todosta®gague influenciam a
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composi¢do quimica dos O6leos, tais como climatie@zonais e condicdes
geogréficas, assim como o periodo de colheitaéerica de destilagédo, entre
outros (PANIZZI et al., 1993). O efeito da matuacia planta no momento da
producdo de 6leo e a existéncia de diferencas gtipitas também podem
afetar drasticamente esta composicédo (LAHLOU; BERRA2003).

Varios estudos tém sido realizados com o propd#itodesenvolver
métodos e produtos alternativos para o controlditaoencas e, entre eles, os
Oleos essenciais tém apresentado potencial pazapempésito (DAFERERA,;
ZIOGAS; POLISSIOU, 2003; DUBEY et al., 2010). No nt@a da agricultura
alternativa, alguns componentes dos 6leos essemi@aiplantas poderiam atuar
seletivamente no controle de diversas fitodoersgg, deteriorar o ambiente e a
salde humana. Nas Ultimas décadas, os produtotaigetim sido explorados
como pesticidas botanicos porque sdo mais biodégeixido que os pesticidas
sintéticos (DUKE, 1990).

Em diversas pesquisas tem-se ressaltado a agim B2007)
antimicrobiana dos 6leos essenciais (OE) de difeseplantas. &g (2007)
observou que vapores do OE de alddliym sativum ndo estimularam a
germinagdo dos conidios dé¢elminthosporium solapiFusarium solanivar.
coeruleume dePhoma foveatacomo foi observado com outros 6leos, nem
danificaram os tubérculos da batata. Constatararbém que volateis deE de
tomilho (Thymus vulgar)s mostraram atividade antifingida vitro sobre os
patdégenos, mas nao os controlaiangivo. Em contraste, @E da salvia $alvia
officinalis) foi inefetivoin vitro contraP. foveatae H. solanj mas controlou o
desenvolvimento da doenga vivo com doses similares. Os conflitos que
aparecem ocasionalmente nos dois sistemastro e in vivo, demonstram que
s6 oscreeningin vitro é insuficiente para avaliar o potencial antiflogdas

substanciaa serem utilizadas na pratica.
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Kishore, Pande e Harish (2007) notaram que os &assenciais de
cravo, de canela e o componente citral, na coragidrde 0,01% (vol/vol),
inibiram a germinacao de conidios@ercospora arachidicolaPhaeoisariopsis
personatae Puccinia arachidisem mais de 90%in vitro. O citral inibiu
completamente o crescimento ddternaria alternata Aspergillus flavus
Curvularia lunatg Fusarium moniliformgF. pallidoroseume Phoma sorghina
O oleo de cravo (1% v/v), pulverizado nas folhasnl@utos antes da inoculag¢éo
de P. personatareduziu a severidade da mancha tardia do amendwinaté
58%.

Pereira et al. (2011) relataram que 6leos essendéacanela, citronela,
erva-cidreira, cravo, arvore de chda, tomilho, nimeecalipto inibiram a
germinagdo dos conidios d€ercospora coffeicolacom concentracbes
crescentes e os Oleos de cravo, canela, nim, torailbapim-lim&o inibiram o
crescimento micelial desse fungo.

Na avaliacao do efeito inibitorio do crescimentaelfinl por compostos
volateis de 6leos essenciais, Lee et al. (2008rebseam quériganum vulgare
inibiu Botrytis cinérea Colletotrichum gloeosporioideg-usarium oxysporum
Pythium ultimum e Rhizoctonia solani Thymus vulgaris inibiu C.
gloeosporioidesF. oxysporune R. Solanie Cymbopogon citratusibiu apenas
F. oxysporum Os principais constituintes encontrados foramamjal (43%),
neral (30%) e limoneno (10%), & citratus carvacrol (59%)p-cimeno (22%)
e timol (6,5%), emO. vulgare e timol (38%),p-cimeno (30%) ey-terpineno
(6,7%), enT. vulgaris.

Em experimento utilizando 6leo essencial de tomithaB00 ppm,
Zambonelli et al. (1996) notaram reducdo no crescim micelial de
Colletotrichum lindemuthianura Pythium ultimumcausando degeneracéo das

hifas e extravasamento do citoplasma celular. Etndes mais detalhados
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observou-se que a acdo dos OEs e de suas substémiacontato com 0s
microrganismos, promove a permeabilidade das &ldausando vazdo dos
seus constituintes (PIPER et al., 2001). Issodaigrovado por Rasooli, Rezaei
e Allameh (2006), por meio da microscopia eletr@me transmisséo, em que 0s
Oleos essenciais déhymus eriocalyxe Thymus x-porlockcausaram danos
severos as paredes, membranas e organelas cetidaresporos daspergillus
niger.

Rozwalka, Alves e Amaral (2010) observaram a adagdo de material
eletrodenso causado p&. caryophyllata além de vazamento do conteddo
citoplasmatico em algumas conidios @elletotrichum gloeosporioides de
Colletotrichum musaetratadas com 0leos essenciais @e citratus e de
Cinnamomunsp. Os autores também visualizaram mudancas edeeelular e
na membrana plasmatica, assim como vacuolizacaitaadasma em conidios
tratados com 6leos essenciais@emartini E. caryophyllata T. vulgaris C.

citratuse Cinnamomunsp.

2.6.1 Cravo-da-india Eugenia caryophyllata Thumb

Na composi¢ao quimica do 6leo essencial encontearprcipalmente,
eugenol80-90%) acetato de eugengiio), B-cariofileno(9%), &cido oleanicog-
humulen, ylangen, metoxy benzaldeido, benzilo dloho benzaldeido e
cavychole, e substancias das classes triterperes gegetais, cetonas, resinas,
taninos e esterdis. Algumas propriedades do eugs#ol anti-inflamatéria,
cicatrizante, analgésica e antibacterial (OZTURKZBEK, 2005). Outras
atividades biologicas deste 6leo, citadas na ftilesia sdo antimicrobiana
(VELLUTI et al., 2004), antioxidante (YANISHLIEVAteal., 2006), anestésica



32

(SEOL et al., 2007), anticarcinogénica ou quimigpraiva (BANERJEE; DAS,
2005).

Em trabalhan vitro realizado poiSouza et al. (2004), 6leos essenciais
de cravo impediram completamente o desenvolvimdatd. niger, Eurotium
repense Rhizopussp., desde a concentragéo de 600 ug mldePenicillium
spp., a partir de 800 ug ML

2.6.2 Capim-limao Cymbopogon citratus (DC) Stapf)

Com o uso das folhas ja foram constatadas ativedadg-hipertensiva,
sedativa, depressora do sistema nervoso centralyémica, antimicrobiana e
fungistatica (LEWINSOHN et al.,, 1998). O 6leo essah desta planta
apresenta, como constituintes majoritarios, os eopenos citral, composto
pela mistura dos isdmeros geranial e neral (65-808&m de limoneno,
citronelal, mirceno e geraniol. E bastante empregammo aromatizante, em
perfumaria e cosmeética, na preparacdo de colés@mnetes e desodorantes.
Porém, seu maior emprego tem sido na indUstria aeéntica, servindo de
material de partida para a sintese de importariegastos, como iononas,
metil-iononas e vitamina A (GUERRA et al., 2000).

As atividades antimicrobianas e antifingicas dm d&ssencial de&.
citratus foram atribuidas ao citral (GUERRA et al., 2000).n@rceno nao
apresentou atividade antimicrobiana, mas, quandsoca&slo ao citral,
potencializou seu efeito (ONAWUNMI; YISAK; OGUNLANAL984).

2.6.3 Palmarosa Cymbopogon martini (Roxb.)Wats)
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Os principais componentes do Oleo essencial de gpaba sé&o
registrados como geraniol (70-90%), geranil acetapresentando menor
quantidade de (B)-ocimeno, linalol e3-cariofileno, embora ocorram variacoes
na composicao quimica do 6leo essencial, em virtiedenaterial vegetal e do
método de extracao do dleo essencial (RAO; RAO; FANNA, 2001).

Em estudo realizado por Prashar, Hili e Veness 3JR00bservou-se
atividade antimicrobiana contr&. cerevisaena concentracdo de 0,1%,
apontando, como principal responsavel, a preseaggedhniol e de acetato de
geraniol, compostos que apresentam alta capacétdiubeicrobiana.

Nestes e em outros trabalhos sobre o efeito das @ssenciais ja se
comeca a perceber o potencial destesnpostosno controle de diversos
fitopatdbgenos. No entanto, estudiosvivo sdo necessarios para confirmar e
afiancar esta promisséria alternativa de manéjém disso, poucos séo os
trabalhos sobre 0 modo de acéo desses 6leos sopatdgenos.

A utilizacdo de substancias naturais, como os Olessenciais, é
urgentemente necessaria, pois € mais seguro pamssmidores e o ambiente,
para o controle de doencas pds-colheita, e seuéusficaz contra os tipos
selvagem e as linhagens resistentes aos pestiéitfan. disso, a demanda por
reducdo na utilizacdo de pesticidas na agriculaweenta o interesse na
possibilidade da aplicagdo dos 6leos essencia@ pamtrolar fitopatbgenos
(DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2000). Pesticidas as®é de Oleos
essenciais de plantas ou de seus constituintesndgra@m eficacia contra uma
gama de pragas de produtos armazenados, pragassti@mé insetos
hematofagos e certas pragas agricolas, bem comtracalguns fungos
fitopatdbgenos responsaveis por doencas em pré @asnecolheita (ISMAN;
MACHIAL, 2006).
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De acordo com Daferera, Ziogas e Polissiou (2083})leos essenciais,
como agentes antimicrobianos, apresentam duastedsticas principais. A
primeira € a sua origem natural, que significa ms@guranca para as pessoas e
0 ambiente. A segunda é que eles tém sido condmeide baixo risco para o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos ngarosmos patogénicos.
Acredita-se que seja dificil selecionar patégemssstentes a complexa mistura
dos componentes do 6leo, que aparentemente posfiferantes mecanismos
de atividade antimicrobiana. Porém, pesquisa athtié necessaria, a fim de se
obter informacdes sobre a eficacia pratica dossééssenciais para proteger as
plantas ou se eles apresentam efeitos fitotoxiSFERERA; ZIOGAS;
POLISSIOU, 2003). Nessa pesquisa, 0s autores coinseg controlar
fitopatégenos, tais comB. cinereae Fusariumsp. e eliminaranClavibacter
michiganensissubspmichiganensissob condi¢cdes especificas de aplicagdo de
Oleos essenciais.

Pesticidas derivados de 6leos essenciais tém vagseficios
importantes. Devido a volatilizacdo rapida destesdygtos, existe um nivel
muito mais baixo de risco para o ambiente, em coagga aos atuais pesticidas
sintéticos. As populagBes de insetos parasitoipejadores e polinizadores
serdo menos afetados como resultado da atividadhuad minima, ao produzir
pesticidas a base de 6leos essenciais, compatbmi®s programas de manejo
integrado de pragas. Além disso, enquanto o debémemto de resisténcia
continua a ser um problema para muitos pesticitétisos, é provavel que a
resisténcia se desenvolva mais lentamente (se acaswer) nos pesticidas a
base de 6leos essenciais, devido as complexasrasistas constituintes destes
6leos (ISMAN; MACHIAL, 2006).

E nos paises em desenvolvimento, onde as plartasns@micas, que

estes pesticidas podem vir a ter seu maior impabto. entanto, o
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desenvolvimento comercial de pesticidas a basdeates @ssenciais de plantas
pode enfrentar uma variedade de problemas. E deidgme onde a salde
humana e a animal sdo prioridades e os minimaduesisédo desejaveis, vale a
pena o esfor¢o para superar esses desafios. Feguinte, espera-se que esses
pesticidas encontrem sua maior aplicacio comermalcontrole de pragas
urbanas, na salde publica, na saude veterinaria pratecdo de produtos
armazenados. Na agricultura, eles serdo mais p&e® culturas protegidas,
como as de estufa, para culturas de alto valongalde sistemas de producéo
de alimentos organicos, nos quais poucos defensalternativos estédo
disponiveis. Como perigosos inseticidas convengors@io removidos do
mercado e o custo do desenvolvimento de novos fediontinua a subir, é
provavel que os pesticidas a base de 6leos essegaidhem aceitagéo adicional
(ISMAN, 2000; ISMAN; MACHIAL, 2006).

2.7 Estudos ultraestruturais em fitopatologia

A microscopia eletrbnica, desde seu inicio, nossab®10, deu uma
contribuicao substancial para o progresso da bimegontinua a ser importante
ferramenta para a pesquisa biol6gica (ENGEL, 19FOMAS; MIDGLEY,
2011). No entanto, barreiras psicolégicas tiverarser vencidas, pois existia
preconceito sobre seu uso, ja que os primeirosimsintos foram construidos e
utilizados por fisicos (COLLIEX; MORY, 1994).

A declaracdo "ver para crer" expressa a importadeianicroscopia
eletrbnica em pesquisa basica e aplicada. Confdomementado por livros de
biologia modernos, micrografias eletronicas sdwelmara a maioria das figuras
gue promovem a nossa compreensdo de tecidos, sélol@anelas e
nanomagquinas bioldgicas (MULLER; AEBI; ENGEL, 2008)
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Bracker (1967) agrupou, numa revisdo, diversos athals sobre
ultraestrutura de fungos, os quais foram realizgolirscipalmente mediante
microscopia eletrénica. Entre outras importantesenlacfes, mostrou-se que a
citologia de fungos patégenos nao difere signifieatente da dos fungos nao
patogénicos. Também identificaram quase todas ganelas e inclusdes em
fungos, sendo que a maioria tem homoélogos nasaséhgetal e animal.
Beckett, Heath e McLaughlin (1974) também docunranta em seu atlas de
ultraestrutura de fungos, importantes estudos Ioelas destes
microorganismos.

De maneira similar, na ampla revisao realizadaHgng (1986) sobre
a ultraestrutura da penetracdo das bactérias emtag|grioritariamente, foram
documentadas as relacdes espaciais e as interagfiasstruturais entre
bactérias e os tecidos do hospedeiro nos locaisnfdecdo, registradas,
principalmente, mediante microscopia eletrdnica deredura (MEV) e
microscopia eletrdnica de transmissao (MET).

A histopatologia da interacdo patdgeno-hospededonipe estudar o
processo de infeccdo, esclarecendo os eventoséegepetracdo, penetracdo e
colonizacdo dos tecidos do hospedeiro. Nesse sem&iudos ultraestruturais
efetuados por Monda, Sanders e Hick (2001), sobreecéo e a disseminacédo
de Phaeoisariopsis griseolaa folha de feijdo Rhaseolus vulgar)s foram
realizados mediante MEV e MET. Eles constataramoguédios deP. griseola
germinam liberando um tubo germinativo no finalamidio ou em ambas as
extremidades. O crescimento do tubo germinativauesegs contornos das
células epidérmicas. Depois, 0 fungo entra na faitiavés dos estdmatos e
cresce, principalmente, intercelularmente entrecélslas do mesofilo e do
tecido palicadico. Ademais, o envelope cloropléstdca membrana plasméatica

das células adjacentes se desintegram e ha perdiategmidade estrutural.
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Observou-se que as hifas ndo penetram nas célggedeiras, que o estroma
foi posteriormente formado sobre a superficie faisem condicdes favoraveis,
conidiéforos alongados formaram sinémio. Mas, osidiéforos também
surgiram através de estdmatos.

Outros estudos ultraestruturais permitem evidencjwssiveis
mecanismos estruturais de resisténcia. Claram®&aehamou (2006) indica
que, ao juntar métodos citoquimicos e imunocitogrds) abre-se um promissor
estudo dos mecanismos pelos quais as plantas ggra@egem da invasdo dos
patégenos. Em combinacdo com dados bioquimicos &cuolares, tais
abordagens ultraestruturais tém provido Uteis eguentemente, Unicas
informacdes, como a relacdo estrutura-funcdo departicular compartimento
celular; a distribuicdo espago-temporal de novakentas sintetizadas durante
0 curso da invasdo do tecido vegetal; o potenciimécrobiano de algumas
moléculas de defesa da planta (por exemplo, commgpdendlicos, proteinas
relacionadas a patogénese); o reforco da paredlrcgkgetal por compostos
estruturais, tipo calose e lignina e o crucial papemetabolismo secundario no
processo de resisténcia. Baseados em pesquisasodssquéncias visiveis,
citologicamente, das respostas das plantas acsssstl#ético, varios estudos
contribuiram para dar maior luz a atividade funalaha célula vegetal, durante
0 processo de resisténcia.

Um claro exemplo disso é o estudo realizado em adisvares de
feijdo, na Italia. Iriti e Faoro (2003) verificaranpor meio de estudos
histoquimicos, que a aplicacdo de ASM em cultivaescetiveis de feijoeiro
induziu resisténcia sistémica contra a ferrugemsada por Uromyces
appendiculatuse acumulo de peréxido de hidrogénio nos tecidaeteads. A
producdo de espécies reativas de oxigénio, umapdagiras respostas de

defesa ativada em plantas, pode acarretar a raspesthipersensibilidade.
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Entretanto, ndo foi observada morte celular nastadainduzidas a resisténcia
pela aplicacdo de ASM. Os autores inferiram quesesténcia induzida contra a
ferrugem do feijoeiro, por esse indutor abiéticsiaeparticularmente relacionada
com o0 aumento da atividade de peroxidases anigrpcagida pelo acumulo de
perdxido de hidrogénio. A producédo dessas enziemdtou no fortalecimento
da parede celular do hospedeiro, constituindo uaneeipa principal a infeccéo
do patégeno durante a fase de penetracdo para rfdnmazstérios e na
emergéncia d&. appendiculatusa partir da epiderme para o desenvolvimento
de pustulas.

Os instrumentos de microscopia eletrénica poderdaajtambém na
elucidacéo dos mecanismos ou modos de acdo de stemmM caracteristicas
antimicrobianas. No caso dos 6leos essenciaigyurssio apresentados alguns
trabalhos que permitem vislumbrar a potencialid#etgas técnicas.

Para conhecer o modo de agdo do Oleo essenci@lirdeamomum
jensenianunmo controle deAspergillus flavusTian et al. (2012) observaram,
mediante MET, mudancas geradas na ultraestruturaidélio submetido ao
Oleo. As principais mudancas foram que o plasmaliemeu-se aspero e com
dobras continuas no citoplasma e houve formag¢dondassomos. Também foi
notada a reduc¢do da matriz citoplasmatica e querelg mitocondrias sofreram
rompimento da estrutura interna, com diminuicaaidsta e lise completa. As
maiores alteragcbes foram intensa vacuolizacéo tdplasma e o destacamento
da membrana plasmatica da parede celular. Par&rmanfo alvo do 6leo na
membrana plasmatica, estudaram a inibicdo da sirtesergosterol, maior
componente esterol da membrana celular dos fungespensavel por manter a
funcao e integridade celular. Constatou-se queo i@duziu consideravelmente
a quantidade do ergosterol, entre 56% e 92%.

Hoyos et al. (2012), investigando as alteracOdsaagtruturais em
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conidios deP. griseola relataram que OGleos essenciais @e citratus E.
caryophyllatae C. martinicausaram graves danos a ultraestrutura celular, tai
como vacuolizagdo, vazamento do citoplasma, ine&gio e ondulacdo do
plasmalema, tornando inviavel a germinacao.

Em estudo realizado por Tyagi e Malik (2010), sabrefeito do dleo
essencial deCymbopogon citratussobre Candida albicans por meio de
observacdes em MEV, MET e MFA (microscépio de foatémica), foram
constatadas alteragfes ultraestruturais no funigodten, tanto nas fases liquido
e de vapor, mostrando maiores danos nesta Ultima.nNcrografias de MEV
visualizaram-se encolhimento, deformagcdo e rompmetas células. Nas
micrografias de MET, observaram-se distor¢do denmpddema, desorganizacao
do citoplasma, vacuolizacdo e variacdo na espessuparede celular que, em
alguns lugares, parece quebrada. Nas microgradiddFel\, as células tratadas
de C. albicansapresentaram menor altura que o controle, 2.00@ @G0 a 100

nm, respectivamente, e também mostraram menoridagiesque o controle.
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3 Consideracfes finais

Os resultados deste estudo demonstraram o potentifiingico dos
Oleos essenciaif vitro e in viva sem diferir do fungicida sintético, seja direta
ou indiretamente, por meio de inducdo de respaktagefesa na planta. Oleos
essenciais d€. citratus E. caryophyllatee C. martini,em baixa concentracao,
tornaram inviaveis os conidios Be griseolae C. lindemuthianume, ao serem
pulverizados em plantas de feijoeiro, diminuirage@eridade da antracnose.

O uso de oleos essenciais como fungicidas alteosatiorna-se uma
estratégia promissora devido ao fato de seus cdogsesrem biodegradaveis,
terem baixa toxicidade em mamiferos, serem eficeaesa os tipos selvagens e
as racas resistentes aos pesticidas, e serem dcanwnte viaveis. Por estas
caracteristicas, estes 6leos destacam-se como stoapte grande potencial
para serem utilizados em programas de manejo adegda antrachose do
feijoeiro e em outros patossistemas.

Em casa de vegetagdo, a diminuicdo da severidadmtdacnose em
relacdo a testemunha, no experimento preventiiogipalmente e 0 aumento
na atividade de enzimas de defesa podem indicaragé@a indutora de defesa
no feijoeiro suscetiveil &. lindemuthianumE necessario realizar novos estudos
com o 6leo essencial como indutor de defesa, imdtumais horarios de coletas,
junto com estudos histoquimicos e citoquimicos eemitam observar
claramente a existéncia ou ndo de respostas dsade$trutural, como papilas,
calose e bioquimico como acumulo d€k] entre outras.

Também é importante realizar estudos sobre o tateppermanéncia
dos residuos do 6leo essencial, assim como o tdmpteito do 6leo ou de seus
constituintes na planta. Essas respostas permitigstabelecer o nimero de

aplicacdes necessarias para a cultura, otimizamdotoole da doenca.
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ABSTRACT

Pseudocercospora grisegl#éhe etiologic agent of angular leaf spot of
common bean Rhaseolus vulgar)s is an important disease in all bean-
producing regions worldwide and may cause extrerhah yield losses. The
control of this disease is made more difficult Hye tpathogen’s genetic
variability and the inefficiency of fungicides. this study, of 26 essential oils
tested at different concentrations, 25 demonstraféidiency in affecting the
germination of strains 63-31 and 63-63 of the pg¢imo reaching inhibition
levels of between 80% and 100%ymbopogon citratusand Cymbopogon
martini inhibited conidia germination at all concentraipnEugenia
caryophyllata Cinnamomunsp, Thymus vulgarisMatricaria recutita Cordia
verbenacea Origanum vulgare Cymbopogon nardusat 0.1 and 0.5%; and
Zingiber officinale Mentha arvensis Chamaecyparis pisiferalLavandula
officinalis, Ocimum basilicumPimpinella anisumOcimum sellgi Baccharis
dracunculifolig Laurus nobilis Citrus sinensis Melaleuca alternifoliaand
Eucalyptus globulys at 0.5%. The main constituents identified were
cinnamaldehyde irCinnamomumsp; eugenol inE. caryophyllata trans
farnesene inVl. recutitg pulegone inC. verbenaceathymol in T. vulgaris
geranial and neral inC. citratus and geraniol inC. martini Through
transmission electron microscopy (TEM), it was fied that C. citratus, C.
martini andE. caryophyllatapresented direct fungitoxic action &h griseola
causing severe damage to the cellular ultrastreatfithe conidia, invalidating
germination. These results indicated that esserdill are a promising
alternative strategy for the control of angulaf lggot in bean, representing less
risk to human health and the environment.

Index terms: angular leaf spot, transmission electron microscagtgrnative
control of plant disease.
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RESUMO

Pseudocercospora griseofao agente etiolégico da mancha angular do
feijoeiro comum Phaseolus vulgar)s uma doenca importante nas regides
produtoras de feijdo em todo o mundo e que podesacaperdas de
produtividade extremamente elevadas. O control¢éaddsenca é dificultado
pela variabilidade genética do patdégeno e a irgfaia de fungicidas. Neste
estudo, de 26 O6leos essenciais testados em comg@edr diferentes, 25
demonstraram eficiéncia em inibir a germinacaolidasgens 63-31 e 63-63 do
agente patogénico, atingindo niveis de inibicaoeed®% e 100%Cymbopogon
citratus e Cymbopogon matrtininibiram a germinacé@o de conidios em todas as
concentragdesfugenia caryophyllata Cinnamomumsp., Thymus vulgaris
Matricaria recutita Cordia verbenacea Origanum vulgare Cymbopogon
nardus em 0,1% e 0,5%, eZingiber officinale Mentha arvensis
Chamaecyparis pisiferd_avandula officinalis Ocimum basilicumPimpinella
anisum Ocimum sellgi Baccharis dracunculifolia Laurus nobilis Citrus
sinensis Melaleuca alternifoliae Eucalyptus globulysem 0,5%. Os principais
constituintes identificados foram cinamaldeido, @mnamomunsp.; eugenol,
em E. caryophyllata transB-farneseno, enM. recutita pulegona, emcC.
verbenaceatimol, emT. vulgaris geranial e neral, e. citratuse geraniol, em
C. martini Por meio de microscopia eletrdnica de transmi6BBM), verificou-
se queC. citratus C. martini e E. caryophyllataapresentaram acdo antifingica
direta sobreP. griseola causando graves danos na ultraestrutura celokr d
conidios, invalidando a germinacédo. Estes resutaddicaram que os 6leos
essenciais sdo0 uma estratégia alternativa proraigsoa o controle da mancha
angular do feijoeiro, 0 que representa menos @ a salde humana e o
ambiente.

Termos para indexacdo mancha angular, microscopia eletrdnica de
transmissédo, controle alternativo de doencas degda
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INTRODUCTION

Angular leaf spot (ALS), caused IBseudocercospora griseo(&acc.)
Crous & U. Braun, is the most widespread diseasd! inean-producing regions
worldwide. According to the Commonwealth Mycoloditastitute (CMI), this
disease occurs in more than 60 countries (Sarté&dRava, 1994) and, under
favorable environmental conditions, yield lossey m&ach 80% (Jesus-Junior et
al., 2001; Stenglein et al., 2003; Paula-Junior &nbolim, 2006). Although
application of fungicides is the primary measutetato control plant diseases,
their continuous and indiscriminate use has causedamination by waste,
environmental pollution and the selection of resistpopulations of pathogens.
Chemical control carries considerable environmesutal financial costs (Miklas
et al., 2006). Due to the high genetic variabitifyP. griseola(Brock, 1951;
Pyndji, 1993; Pastor-Corrales et al., 1998; Oro&caraya, 2005; Stenglein &
Balatti, 2006; Silva, et al., 2008), genetic cohttowough the use of resistant
cultivars is very difficult.

The inefficiency of pesticides in the control of 8land the lack of
resistant cultivars, as well as market demandsad production and the need to
achieve environmental sustainability, food secuaitg economic viability, have
all made the use of technology that is non-aggrests the environment and
human health into a major challenge for bean preducConsidering these
problems, it has become vital to develop strateb@sed on the rational use of
fungicides or to replace them with alternative prad (Christian & Goggi,
2008; Ghini & Kimati, 2000). Essential oils haveosim biological activity that
may offer an alternative strategy in the controptaint pathogens (Mihaliak et
al., 1991; Stangarlin et al., 1999; Isman, 2000tzkkidou et al., 2008) due to
fungitoxic action (Fiori et al., 2000; Bonaldo dt, 2004; Bang, 2007) or by
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inducing resistance in plants (Schwan-Estrada, 2Q@d8ntanilla et al., 2002;
Pereira et al., 2011).

The essential oils extracted from medicinal, aragenahd ornamental
plants have shown efficiency in controlling plamthiogens (Shahi et al., 2003;
Soylu et al., 2006; Lee et al., 2007; Barrera-Negehal., 2008). The effects of
essential oils have been studied at the ultrastraictevel for some pathogens
(Zambonelli et al., 199@Rasooli et al., 2006; Rozwalka et al., 2010). Hosvev
there are no reports about the antifungal actigitgl the mode of action of
essential oils orP. griseola This study aimed to evaluate (i) the antifungal
activity of 26 essential oils on germinationf griseolaconidia, strains 63-31
and 63-63; (ii) the effect of the essential oilsGyfmbopogon martini, Eugenia
caryophyllataand Cymbopogon citratu®n conidia at ultrastructural level by
transmission electron microscopy (TEM), and (i) identify the chemical

constituents of essential oils with fungitoxic aitti against this plant pathogen.

MATERIALS AND METHODS

Fungal isolates

Two monosporic isolates d?. griseolawere employed, classified as
pathotypes 63-31 and 63-63, from the mycology ctib@ of the Institute of
Biotechnology Applied to Agriculture (BIOAGRO) dte Federal University of
Vicosa (Vicosa, Minas Gerais State, Brazil). Camidiere obtained by culturing
the fungus on bean leaf-dextrose-agar medium nowath chamber (Fanem, Séo
Paulo, Brazil) at 24 + 2 °C. After approximately d&ys, spore suspension was
prepared by adding 5-10 mL of sterile distilled evato each Petri dish and

scraping the surface of the culture with a spatula.
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Essential oils

The essential oils extracted from 26 medicinalaonantal, aromatic, or
forest species representative of the families AgaacPimpinella anisumL.),
Asteraceae Raccharis dracunculifolia DC., Matricaria recutita L.),
Boraginaceae(ordia verbenace®C.), Cupressacea€liamaecyparis pisifera
(Siebold & Zucc.) End).Chamaecyparis plumoddort. ex Beissn.), Lamiaceae
(Lavandula officinalisChaixex Vill. , Mentha arvensik., Ocimum basilicunt..,
Ocimum selloBenth, Origanum vulgard.., Rosmarinus officinalis L., Thymus
vulgaris L.), Lauraceae Ginnamomumsp., Laurus nobilisL.), Myrtaceae
(Corymbia citriodora(Hook.) K.D. Hill & L.A.S. JohnsonEucalyptus globulus
Labill.,, Eugenia caryophyllatdZhunb, Melaleuca alterniféliaCheel), Poaceae
(Cymbopogon citratus(DC) Stapf, Cymbopogon martini(Roxb.) Wats.
Cymbopogon narduf..) Rendle), RutaceaeCitrus limon(L.) Burm.f,, Citrus
sinensis(L.) Osbeck.), Verbenaceakifpia citriodora Kunth) e Zingiberaceae
(Zingiber officinaleRoscoe).

Essential oils fronk. officinalis O. selloj O. vulgareandCinnamomum
sp. were extracted by hydrodistillation for 3 h anClevenger-type apparatus.
Flowers and leaves from. officinalis and leaves frorD. selloiandO. vulgare
were collected at the Medicinal Plants Nurseryhaef Agricultural Department,
Federal University of Lavras, Minas Gerais StatezB, at vegetative stage, and
cinnamon bark was purchased in a natural storeaurds city. The remaining
essential oils were supplied by Chamel Industry addtural Products
Commerce, Parana State, Brazil (2010). All esseniteused in this work were
kept in amber flasks and stored under refrigeraditoh °C.

Screening the essential oils witim vitro antifungal activity
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A total of 40uL of essential oils at 0.04%, 0.2% and 1.0% angl40f
aqueous conidial suspension (2 ¥ tonidia.mL) prepared from 15-day-old
cultures of strains 63-31 and 63-63 were placeitlénsach well of a 96-well
plate. This mixture resulted in the final concetitras at 0.02% (20QuL.L™),
0.1% (1000pL.L™) and 0.5% (500QuL.L™). These treatments were prepared
using sterile distilled water with Tween 20 at 1.08terile distilled water (40
pML) mixed with conidial suspension was used as obntin previous
germinations tests comparing germination in watet water plus Tween-20 a
1.0%, it was observed that Tween showed non-toffects in both strains of
pathogen. After 20 hours of incubation at 242 °C and 12 h photoperiod,
germination was interrupted by addition of 20 of lactoglycerol cotton blue.
The percentage of germination was estimated bytoau®0 randomly chosen
conidia in 6 wells, totaling 300 conidia per treatity under a light microscope.
Conidia presenting differentiated germ tubes, iedelently of their size, were
considered germinated. The experiment were carded in a completely
randomized design, as a factorial 2 x 26 x 3 (s$rai oil X concentrations) x 6

repetitions. Each well of the plate was an expentiadeunit.

Chemical composition of essential oils

C. martini (0.144 mg),M. chamomilla(0.127 mg),E. caryophyllata
(0.200 mg), T. vulgaris (0.147 mg),C. verbenaced0.179 mg),C. citratus
(0.160 mg)and Cinnamomumsp. (0.118 mgwere dissolved in 0.5 mL of
dichloromethane (CKCl,). These oils showed antifungal activity of morarth
90%, when tested at 0.1%. One microliter of dilutsdential oils was injected
in gas chromatography coupled with mass spectrom&@MS-QP2010 Plus,
Shimadzu). The gas chromatography operated witta ytre helium as the
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carrier gas at a flow rate of 1.8 mL.ilimnd the separation was done on an
Equity-5 capillary column (30 m x 0.22 mm |.D wifh25pum film thickness),
with column oven at 60 °C for 2 min, heating at@min" up to 240 °C,
remaining at 240 °C for 15 min. The temperaturthefinjector was 220 °C, split
injection 1:15, manual injection, time run of 77mMiThe mass spectrometry
used a GC-MS interface, at 250 °C, with ion sowat&®00 °C and electron
impact ionization at 70 eV. The compounds in esakoils were identified by
comparing the similarity index of the mass speofreelative area (%) with the
data available in the library (Wiley 8) of GCMS.

Transmission electron microscopy (TEM) preparation

A conidial suspension (2 x 16onidia.mL™") of strains 63-31 and 63-63,
prepared in sterile distilled water with Tween 20L&0%, was mixed with 0.5
mL of the solutions of 0.2% essential oilsfmartini, E. caryophyllatandC.
citratusto obtain a final concentration of 0.1%. For tleatcol, 0.5 mL conidial
suspensions were mixed with 0.5 mL of sterile bstiwater. The treatments
remained under agitation in an Orbital Shaker d #dm and an average
temperature of 25 + 2 °C and, after 24 h, wererifeged for 3 min at 6000
rpm, forming conidial masses. The masses were firethodified Karnovsky
solution (glutaraldehyde at 2.5%, formaldehyde .&82in sodium cacodylate
buffer at 0.05 M, pH 7.2, and calcium chloride at ®M) and kept in the
refrigerator for 24 h (primary fixation). To formeftets, the conidial masses
fixed in Karnovsky were centrifuged for 3 min atO80rpm. The supernatant
was discarded, and the agarose gel at 1.0% wasdteasabout 45 °C and mixed
with the pellets. The blocks of agarose formed weashed three times for 10
min in sodium cacodylate buffer at 0.05 M, for pfisation in osmium
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tetroxide at 2% in the hood. After a 4 h periodk tHocks were washed three
times in distilled water and submitted to contrstblocin an aqueous solution
of uranyl acetate at 0.5% for one night in theigefiator. The dehydration was
done in a graded acetone series at concentratf@s 60, 75, 90 and 100% for
10 min each, except at 100%, which was dehydratéch@s for 10 min each

time.

Subsequently, the blocks were submitted to the ddibg process, with
the acetone being replaced by resin in an incrgagiadient, remaining 8 h in
Spurr resin (30%) and acetone (70%), 8 h in Spesimr(70%) and acetone
(30%) and twice for 24 h in pure Spurr resin (1008)room temperature.
Samples were transferred to silicone molds, prepsredvance and containing
half of the volume with polymerized Spurr resin @), and covered with pure
Spurr resin; these then remained in an oven a€7#01°48 h for polymerization.
The blocks were trimmed with razor blades to remihee excess resin and to
obtain a trapezoidal shape. Semithin sectionsi(pbwere made on a Reichert-
Jung (Ultracut E) ultramicrotome with a glass kniellected with a gold ring
and placed on glass slides. These were then driead oetal plate at about 60
°C, covered with toluidine blue stain, heated anedal plate until the formation
of a gold border, washed with distilled water, dr@ a hot plate and visualized
by light microscopy for localization of fungal sttures of interest and
orientation of the ultrathin sections. The ultratlsections (> 100 nm) were
made with a diamond knife, collected on copper (800 mesh) previously
coated with Formvar film, post-contrasted with amuse solution of uranyl
acetate (2%) and lead citrate (3%) (Reynolds, 1968)3 min on each, and
washed with distilled water. For each treatmerd,tdst was repeated twice and
at least two blocks per replicate were examinee dlservation of the samples
and the recording of the images were performed4eias EM 109 transmission
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electron microscope operating at 80 kv.

Statistical analysis

Data analysis was done using generalized linear eleoGLMS),
assuming a binomial distribution logit link funatioThe linear predictor was
represented by logp[/ (1- p)] = fo + pu.Nc, wherep, = probability of
germination inhibition of conidia treated with estsel oil i (i = 1, 2, ...,26) at
concentratiorc (c = 0.02, 0.1 and 0.5%) amid andpy; are parameters that bring
form to a relationship. The inferences were corgllicbnsidering the parameter

of overdispersion @) estimated by Pearson residues. All analyzes were

performed in R environment (2.15.0) for statisticamputing R Development
Core Team, 2012.

RESULTS AND DISCUSSION

Antifungal activity of essential oils on germinatiom of P. griseola strains, in
vitro

The results of analysis of deviance showed sigmificinteraction
between treatments and concentrations of the éakamils, indicating that
differences in the percentage of germination oetlin function of the essential
oil and concentrations used. So studies were deparately for each pathogen
strain. The antifungal activity of essential oifsthe germination of. griseola
strains, expressed by the percentage of conidiahigation inhibition, was
calculated based on average number of conidiagdratinated from each strain,
63-31 (46.67) and 63-63 (31.75) and the untreatattal (Table 1).
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Table 1-Inhibition of conidial germination dPseudocercospora griseorains
63-31 and 63-63 by essential oils tested at 015a0d 0.02%in vitro.

Concentrations (%)
Essential oils 0.5 0.1 0.02
Strains Strains Strains
63-31 63-63 63-31 63-63 63-31 63-63
Cymbopogon citratus 100.00 100.00 99.64 100.00 100.00 100.00
Cymbopogon martini 99.29 100.00 98.93 100.00 99.64 99.48
Eugenia caryophyllata 100.00 100.00 100.00 100.00 58.21 99.48

Cinnamomunsp. 100.00 100.00 98.93 9948 51.79 98.43
Thymus vulgaris 98.21 100.00 98.93 100.00 17.50 2.36
Matricaria recutita 100.00 100.00 9357 100.00 3.57 13.91
Cordia verbenacea 98.93 99.48 94.64 96.33 429 10.24
Origanum vulgare 100.00 100.00 86.79 87.40 0.36 1181
Cymbopogon nardus 100.00 100.00 83.21 89.50 6.79 -36.48
Zingiber officinale 99.29 100.00 50.71 95.28 1.79 -35.43
Mentha arvensis 99.64 100.00 35.71 99.48 14.29 59.58

Chamaecyparis pisifera 100.00 100.00 21.79 78.48 -0.71 25.98
Lavandula officinalis 100.00 100.00 16.07 80.05 143 61.15

Ocimum basilicum 97.86 100.00 26.79 57.48 26.79 36.48
Pimpinella anisum 98.57 99.48 38.21 67.45 1214 25.98
Ocimum selloi 100.00 100.00 25.36 20.21 6.79  4.99
Baccharis dracunculifolia 92.14 98.43 75.00 18.11 2.86 1.84
Laurus nobilis 98.21 99.48 2429 1391 3.21 -16.01
Citrus sinensis 98.21 100.00 29.64 -2.36 0.00 -0.26

Melaleuca alternifolia 9536 96.85 -3.21 7.61 1.07 4751
Eucalyptus globulus 86.43 94.23 214 -761 -1.43 6.56
Chamaecyparis plumosa 45.36 98.95 214 6.04 3.21 50.66
Rosmarinus officinalis  32.14 92.65 -250 -42.26 2.86 -2.36

Lippia citriodora 1893 90.03 429 0.79 -1.79 -13.91
Corymbia citriodora 18,57 3438 -2.14 -551 -1.43 38.06
Citrus limon 036 -3596 036 -3596 -0.71 -50.13

Essential oils ofC. citratus, C. martinendE. caryophyllatawere more
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effective than the other treatments, showing a4tl88% inhibition of conidial
germination of strains 63-31 and 63-63 &f griseola at all tested
concentrations, except Ex caryophyllataat 0,02% in the strain 63-31. At 0.1%,
C. citratus C. martini E. caryophyllata Cinnamomumsp., T. vulgaris M.
recutitaandC. verbenacealso showed antifungal activity against both sgai

The average germination inhibition values were @ighan 93.57%. At
0.02%, conidia germination of strain 63-63 was atrtotally inhibited byC.
citratus, C. martini E. caryophyllateandCinnamomunsp. (Table 1). However,
these two last essential oils did not show the seffieiency against strain 63-
31, for which they only reduced inhibition to apgiroately 50%. A difference
in inhibition response of the two pathogen straives also observed more
effectively on conidia treated witM. arvensis Z. officinale C. pisifera L.
officinalis andB. dracunculifoliaat 0.1% andC. plumosaR. officinalisandL.
citriodora at 0.5%. The regression model allows us to obsdmese differences
(Figure 1).
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Figure 1- Regression model fitted to data on number of geainith conidia. The dashed
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It is also possible to observe that increasing tbacentration of
essential oil ofC. citriodoraandC. limondid not result in greater inhibition of
the pathogen strains. At 0.5%, of the 26 essentialscreened, 21 promoted
inhibition of conidial germination between 86 to0%0 for both strains of the
pathogen (Table 2).

At all the tested concentrations, some essentialstimulated conidial
germination of both strains, expressed by the magaign.C. nardus(0.02%),
Z. officinale (0.02%), R. officinalis (0.1%) andC. limon (0.1%, 0.02% and
0.5%) were the essential oils that most stimulatddial germination of strain
63-63 (Table 1). Based on the estimated coeffisi@fitthe logistic regression
model, by increasing the concentrationkof caryophyllataand Cinnamomum
sp. from 0.02 to 0.03 and 0.06%, arvensis Z. officinale O. vulgareandC.
nardus from 0.1 to 0.41, 0.27, 0.13 and 0.14%, respegtivihe conidial
germination inhibition of strain 63-31 could be 95%

In this study, it was observed that increasingdbwecentration of most
essential oils promoted their enhanced antifungtlity on P. griseolastrains.
However, the inhibitory effect promoted by essdrits was different for the
two strains of the pathogen. Greater conidial geatidn inhibition was
observed for strain 63-63, which is reported tartmee aggressive than 63-31 in
bean production in Brazil (Nietsche et al., 200amMasceno-Silva et al., 2008).
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Table 2-Estimation of coefficients of the logistic regressimodel for strains
63-31 and 63-63 dPseudocercospora grisedlieeated with essential oiig

vitro.

Essential oils Strain 63-31 Strain 63-63

0 Bl c95%i p0.5 B0 Bl c95%i p0.5
Citrus limon -2.73 0.23 587.390.07 -269 1.35 17.49 0.07
Corymbia citriodora -3.74 361 343 0.23 -0.09 0.30 103.630.23
Lippia citriodora -3.19 294 436 025 -218 6.36 0.65 0.25
Rosmarinus officinalis -3.44 3.98 257 0.35 -252 6.25 0.76 0.35
Chamaecyparis -3.31 455 189 048 -057 4.09 0.74 0.48
Eucalyptus globulus  -4.98 9.62 0.68 0.86 -1.77 569 069 0.86
Melaleuca alternifolia -5.67 11.68 0.54 0.93 -0.59 398 0.79 0.93
Ocimum basilicum -2.32  6.98 0.57 0.93 -0.71 6.52 0.31 0.93
Pimpinella anisum -2.95 8.82 0.45 0.96 -1.08 8.07 0.25 0.96
Laurus nobilis -412 1081 043 097 -257 8.58 0.41 0.97
Mentha arvensis -3.09 946 041 097 -269 2653 0.05 0.97
Baccharis -260 935 035 098 -1.83 6.93 047 0.98
Citrus sinensis -436 11.82 0.38 0.98 -2.14 7.07 052 0.98
Lavandula officinalis -4.98 12,70 0.39 0.98 0.07 6.70 0.18 0.98
Ocimum selloi -3.99 11.00 040 0.98 -1.79 7.14 0.44 0.98
Chamaecyparis pisifera-5.21 13.84 0.35 0.99 -1.37 10.39 0.17 0.99
Cymbopogon martini  5.21 -0.51 1950 0.99 -6.45 8594 0.01 0.99
Cinnamomunsp. -3.35 2514 0.06 1.00 351 7.45 0.01 1.00
Cordia verbenacea -541 2472 0.11 1.00 -3.16 20.57 0.09 1.00
Cymbopogon citratus  6.30 1.42 556 1.00 22.63 0.00 * 1.00
Cymbopogon nardus -4.80 20.52 0.14 1.00 -552 2581 0.11 1.00
Eugenia caryophyllata - 102.78 0.03 1.00 -6.45 8594 0.01 1.00
Matricaria recutita -6.26 28.48 0.10 1.00 110.48 0.03 1.00
Origanum vulgare -6.27 26.02 0.13 1.00 -2.42 1541 0.12 1.00
Thymus vulgaris -4.00 21.13 0.11 1.00 - 111.47 0.03 1.00
Zingiber officinale 429 1395 0.27 1.00 -6.10 30.27 0.09 1.00

*203654410150349486686208.00
c95%i represents the concentration of essential thit inhibited 95% of conidial
germination. c95%i was calculated ps= exp o + f1Nc) / 1 + exp fo + f1.Nc).

p 0.5 is a percentage of germinatioiibition estimated for doses of 0.5%
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Chemical composition of essential oils

Identification and quantification of the main cheali constituents of
essential oils can be seen in Table 3. The mairstitoants identified were
cinnamaldehyde (92.36%) ilfCinnamomumsp.; eugenol (91.94%) irE.
caryophyllata geraniol (75.92%) inC. martini pulegone (68.96%) irC.
verbenacea geranial (58.89%) followed by neral (38.50%) @ citratus;
thymol (33.72%) iril. vulgarisand trang3-farnesene (31.17%) . recutita.

The cytotoxic activity of essential oils in generglmostly due to the
presence of phenols, aldehydes and alcohols (S#icehal., 2005). This fact
was corroborated in the present study, which ifiedtthe major components of
the three essential oils that presented most itribof germination. These were
geranial and neral (aldehyde) i€. citratus eugenol (phenol) inE.
caryophyllataand geraniol (alcohol) it€. martini. In the literature, only the
main compounds of some other essential oils, imetudeugenol, thymol,
carvacrol, cinnamaldehyde, inter alia, have beedied.

The minor constituents of the essential oils suwdiiere could also have
a relatively strong antimicrobial effect (Burt, 20@akkali et al., 2008), which
can indicate that these molecules have synergisamtimicrobial activity. The
synergistic effects of the diversity of major andnar compounds of the
essential oils should be taken into consideration account for their

antimicrobial activity.
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Table 3 - Chemical composition of essential oilthveintifungal activity of more
than 90% on germination of strains 63-31 and 6363seudocercospora
griseola when tested at 0.1%.

Essential oils

p.

Contents

T. vulgaris

C. verbenacea
C. citratus

E. caryophyllata
M. recutita

C. martini

O|Cinnamomuns

benzaldehyd
a-bisabolol oxide A
a-bisabolol oxide E
bornyl acetate - - - - - - 0.93
camphent 1.6z - - - - - -
chamazulene - - - - 9.29 - -
cinnamaldehyd - - - - - - 92.3¢
cinnamyl acetate - - - - - - 1.48
a-copaen - - - - - - 0.2¢
1,8-cineole - - - -
eugenol - - - 91.9¢ -
trans-Sfarnesen - - - - 31.17 - -
trans,tran-a-farnesen - - -
geranial - - 58.89 - - 13.72 -
geraniol - - 2.61 - - 75.92 -
a-humulen - - - 1.51 - -
hydrocinnamaldehyd -
isoborneol 3.45 - - - - -
limonene - -
menthone - 14.17 - -
neral - - 38.5( - - 5.71 -
neryl acetate - - - - - 4.65 -
a- pinent - - - - - - 0.54
[ pinene - - - - - - 0.1C
pulegone - 68.9¢ - - - - -
sabinene 0.9t - - - - - -
terpinen-4-ol - - - - - - 0.28
a-terpineol - - - - - - 1.04
thymol 33.72 - - - - -
other: 60.2¢ 16.8 - 6.5 29.1¢ - 0.7

] 1

] 1

] 1

] 1
=
o
NN
Y ~ 1

]

] 1

Content of constituents was determined from a peékive to the total area in
GCMS analysis.
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Effect of essential oils on conidial ultrastructure

Cymbopogon martini, C. citrattendE. caryophyllatavere selected for
further tests, in function of their potential famhibiting germination of the
pathogen’s conidia at concentrations of 0.02%, Oatfb 0.5%, as observed in
this experiment.

When bothP. griseolastrains studied here (63-31 (Figure 2A) and 63-
63 (Figure 3A)) were treated with sterile watern(rol) the conidia kept the
integrity of the cell wall, the plasma membraneamized cytoplasm and some
visible organelles, such as nucleus and mitochandshhowing well-defined
envelopes. In contrast, conidia of both straitas Were exposed to essential oils
at 0.1% showed clear ultrastructural changes, wiiete observed by TEM.

The treatment ofP. griseola conidia with C. martini essential oil
revealed an altered cytoplasm, accompanied byge kmpty area produced by
previous cytoplasmic leakage (Figs. 2B, 2D, 3B 38yl Vacuolisation was also
frequently noted (Figs. 2C and 3C) and electrorsdexggregates covering parts
of the wall and of the condensed cytoplasm (Fi@sad 2D) respectively.

Breakage of the plasma membrane and wall was cansbkid conidium
(Fig. 3C). The accumulation of electron-dense nmterharacterized by an
electron dark image, due to the contact with osmican indicate penetration by
the essential oil. Some mitochondria underwent resite disruption of the
internal structure, with a decrease in the mitochiahcristae (Figs. 2B, 2C, 3B,
30).

In conidia treated witlC. citratusessential oil, increased cytoplasmic
condensation and aggregation was noted (Figs. dBBh It was also possible
to see massive vacuolation of the cytoplasm wittuwke fusion, disruption of

the internal mitochondrial structure (Figs. 2E, &kt 3D), large empty spaces



74

caused by absence of the cytoplasmic matrix and Igé membranous
organelles (Figs. 2E, 2F, 2G, 3D and 3E) and elaaiense compounds over
the aggregated cytoplasm, mitochondria and walilSR2E, 2F and 3D). Rupture
of the plasma membrane and wall was observed 8E)p.and the wall appeared
thinner than normal. The cytoplasm in this conidiwas quite disorganized.

E. caryophyllataessential oil caused disorganization of the cywpla
plasmalema retraction, undulation, and invaginaiiothe treated conidia (Fig.
2J). Electron-dense material appeared coveringpaidia (Figs. 2l and 3F), and
over the wall (Fig. 3F).
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Figure 2 - Transmission electron micrographs oé@fbf essential oils (EO) at 0.1% on
ultrastructure of Pseudocercospora griseolaonidia, strain 63-31. A, Control,
mitochondria (M), nucleus (N). B to D, treatmentwCymbopogon martinEO. B, the
degraded cytoplasm (arrow), a large empty areaydread) and mitocondria (M) are
shown. C, condensation of cytoplasm, some vacudgsmitochondria (arrows) and
electron-dense material over the wall (arrowheaas) observed. D, electron-dense
aggregates (asterisks) and large empty space aiblevi(arrowhead), and some
organelles are not recognizable (arrows). E tor&tient withCymbopogon citratus
EO. E, condensation of cytoplasm and electron-denaterial (arrows), empty area
(arrowhead), mitochondria (M) were visible. F anda@arge empty space (arrowheads)
and numerous mitochondria with narrow bands oftedeedense compounds (arrows)
are shown. H to J, treatment wifugenia caryophyllat&eO. H, the area in the wall
appears withhigher contrast (arrowhead), electron-dense agtgegéasterisk) and
mitochondria (M) are observed. |, the nucleusils\ssible (N) and other organelles are
not well distinguished (arrows). Electron-denseraggtes (asterisks) appeared covering
all conidia. J, plasmalema retraction (arrows)ogfibndria-like organelle (arrowhead),
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electron-dense material over the wall are obseirvéltis conidium.

Figure 3 - Transmission electron micrographs oé@fbf essential oils (EO) at 0.1% on
ultrastructure oPseudocercospora griseotzonidia, strain 63-63. A, Control, showing
numerous mitochondria (arrows), vacuole (V). B @dtreatment withCymbopogon
martini EO. B, the cytoplasm is still visible and condehdmit most organelles are
affected as mitochondria (M); some vacuoles (V)arames observed within electron-
dense material. A large empty area (arrowhead)asve. C, this conidium is altered; the
organelles are difficult to distinguish. Some vdeso(V), plasma membrane breakage
(arrows) and (arrowhead) a large empty area isrebde D and E, treatment with
Cymbopogon citratugO. D, in this conidium the condensed cytoplasntpahiondria
(M), vacuoles (V), empty area (arrowhead) and ed@ctiense compounds (arrows) over
the wall are visible. E, in this probably unviabdenidium the organelles are not
recognizable and the plasma membrane is brokeowfar= and G, treatment with
Eugenia caryophyllatéEO. F, electron-dense material over the wall andelepe of
organelle, and what appears to be the nucleus serebdd (arrows). Electron-dense
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aggregates (asterisks) appeared covering all @nili electron-dense compounds over
the wall and remains of organelles and/or cytoplasnaterial are shown.

It should be emphasized that most of this damageeigersible, and the
changes showed general disorganization of the lagop as well as cytoplasm
leakage, probably caused by loss of conidial menwbiategrity, which could
eventually lead to fungal cell death. These studiksw us to observe the
complexity of the composition of essential oils,dato suggest that this
complexity implies that there are multiple mechargsf action.

The mode of action of essential oils commonly affeseveral targets at
the same time, and no particular resistance ortatiap to essential oils has
been described (Carson et al., 2002; Bakkali e2808). In this regard, Denyer
(1990) affirms that leakage of intracellular maakis a general phenomenon
provoked by many antimicrobial substances. Celtldesy have been the result
of the extensive loss of cell contents, the exitritical molecules and ions, and
the initiation of autolysis. Besides this, the peafilization of outer and inner
mitochondrial membranes leads to cell death by tsig and necrosis
(Armstrong, 2006). It may be that chain reactiawsfthe wall or the outer cell
membrane invade the whole cell, through the mendsran different organelles,
such as mitochondria and peroxisomes (Bakkali.e2808). In this study this
membrane permeability wasconfirmed by observations made under
transmission electron microscopy and by the higimgeation inhibition seen in
treated conidia.

The antifungal activity of at least 93% in conidieeated with
Cinnamomunsp., E. caryophyllataM. recutitg C. verbenaceal. vulgaris C.
citratusandC. martiniat 0.1% corroborates similar studies carried oseiwveral
other pathosystems. In these, inhibition of geritidmaor mycelial growth

caused by pure essential oils, or by one or motkedf constituents identified as
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major in this study (Table 3), could be noted onplgipg different
concentrations and in various forms (Wilson et 8097; Kasali et al., 2001;
Saikia et al., 2001; Paranagama et al., 2003; Késhbal.,2007; de Oliveira et
al.,, 2010; Bassolé et al., 2011; Khan & Ahmad, 30Cbntrol of P. griseola
using essential oils, however, is reported herdhfefirst time.

Other important observations made in this work,esardiscontinuous
and highly ondulating plasma membrane, and extensigruption of the
internal mitochondrial structure with a decreasthancristae, which can indicate
severely altered membranes in both straih®. griseolaexposed to essential
oils. According to detailed research into membrnageneability (Sikkema et al.,
1995; Vercesi et al., 1997), some chemical corestitiof essential oils, such as
typical lipophiles, can pass through the cytoplaswall and membrane, disrupt
the structure of their different layers of polydaaddes, fatty acids and
phospholipids and permeabilize them. Cytotoxicipp@ars to include such
membrane damage. In eukaryotic cells, essentiicaih provoke depolarisation
of the mitochondrial membranes by decreasing themimnane potential,
affecting Ca2+ ion cycling.

Transmission electron microscopy was seen to besefulutool to
elucidate the effects &@. martini, C. citratusandE. caryophyllataessential oil
at 0.1% on conidia oP. griseolastrains. It was observed that changes that
occurred in the ultrastructure of this pathogerratworate findings by several
researchers in other pathosystems, as reportedzwddka et al. (2010); Rasooli
et al. (2006); Tian et al. (2012); Avis et al. (8D0Scanning and transmission
electron microscopy examinations reveal ultrastmadt alterations in several
compartments of the cell, such as plasma membreyteplasm (swelling,
shrivelling, vacuolations, leakage) and nucleus/i$et al., 2006; Santoro et al.,
2007; Tyagi & Malik, 2010, Dan et al., 2010).
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The determination of the biological activity of sedary metabolites
from medicinal plants, with respect to direct amtirobial activity or by
activating defense mechanisms of the treated plastwell as fractionation and
identification of these metabolites, may help redeers gain more knowledge
to improve their use as an alternative method ftantp disease control
(Stangarlin et al., 1999). According to Riefler @t (2009), considering the
multiple biological activities of essential oilsdanf their chemical constituents,
further research involving product formulations affective blends and doses
of isolated compounds should be performed, withaime of protecting plants
efficiently without exerting phytotoxic side-effasct

CONCLUSIONS

Fungitoxic potential is related to the chemical position of the
essential oil, as well as to the sensitivity of thathogen to one or more
constituents in different amounts.

The identification of secondary metabolites in #esential oils with
antifungal activity constitutes a useful tool fbetsynthesis of new products by
the chemical industry.

The direct fungitoxic action of several essentitd oaused damage to
cellular ultrastructure, consequently invalidatthg germination oP. griseola
it presents a promising alternative for the contfakngular leaf spot in bean and
represents less risk to human health and the emaiat.
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ARTIGO 2

Atividade antifiingica, alteracdes ultraestruturaispor 6leos essenciais a
Calletotrichum lindemuthianum e controle alternativo da antracnose do
feijoeiro

Normas da revista cientifica Crop Protection (vens&liminar)



87

Resumo

Este estudo foi realizado com os objetivos de awadi atividade
antifingica de 6leos essenciais sobre a germinagiorescimento micelial das
racas 65 e 73 d€olletotrichum lindemuthianupo controle da antracnose do
feijoeiro em casa de vegetacéo, verificando aéfa dos 6leos indutores de
resisténcia e determinar as alteracfes ultraestistdos conidios expostos a
eles. Dos 26 oOleos essencias, citratus C. martini Cinamomumsp., T.
vulgaris, E. caryophyllatae M. recutita inibiram 95% da germinagdo dos
conidios das racas 65 e 73 @elindemuthianumem concentracdes menores
gue 0,1%. O crescimento micelial das duas racapatogeno foi inibido
completamente pelos 6leos @ecitratus E. caryophyllatee C. martinia 0,1%.
No tratamento com fungicida, observou-se poucocioresto micelial, apds
quatro dias. Por meio de microscopia eletronicaatesmisséo, verificou-se que
C. citratus C. martini e E. caryophyllataapresentaram acdo antifingica direta
sobreC. lindemuthianumcausando graves danos a ultraestrutura celukar do
conidios, tais como vacuolizacdo, vazamento doleismna e invaginagéo e
ondulacdo do plasmalema. Tanto no experimento ptig#eecomo no curativo,
os 6leos essenciais @k citratuse E. caryophyllatareduziram a severidade da
antracnose do feijoeiro. Foi registrado aumentoatigidade de enzimas de
defesa do feijoeiro pelo tratamento com 6leo esakaeC. citratus

Palavras-chave: enzimas de defesa, microscopia eletronica de rtriaeséo,
doencas de plantaBhaseolus vulgaris
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Abstract

The aim of this studies were to evaluate the amgifili activity of
essential oils on the germination and mycelial ghowf strains 65 and 73 of
Colletotrichum lindemuthianumn the control of anthracnose in greenhouse,
evaluate the effect of oil af. citratusin the activity of common bean defense
enzymes and determine the ultrastructural chamgesriidia exposed to oils. Of
26 essential oils teste@, citratus, C. martini, Cinamomusp,, T. vulgaris, E.
caryophyllataandM. recutita at 0.1%, inhibited 95% of conidial germination of
strains 65 and 73 of the pathogen. The mycelialvtitaof two strains of the
pathogen was completely inhibited by the oilsGofcitratus, E. caryophyllata
and C. martini, at 0.1% (v/v). In the fungicide treatment was ohedrlittle
mycelial growth after 4 days. Through transmisstattron microscopy, it was
verified that C. citratus, C. martiniiand E. caryophyllatapresented direct
fungitoxic action onC. lindemuthianum causing ultrastructural alterations
included loss of membrane integrity, cytoplasmiekbge, and membrane
retraction, undulation, and invagination. In botheyentive and curative
experiments, the essential oils Gf citratus and E. caryophyllatareducing
anthracnose severity. It increased the activityasmon bean defense enzymes
by treatment with essential oil 6f citratus

Keywords: defense enzymes, transmission electron microsquppt diseases,
Phaseolus vulgaris
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1. Introducéao

A antracnose, causada p@olletotrichum lindemuthianunfSacc. &
Magnus) Briosi & Cavara 1888, uma das mais importantes doencas da cultura
do feijoeiro, no mundo (Vieira et al., 2006). Epstdgeno, além de depreciar a
gualidade do grdo, sob condicdes favoraveis, padear perdas superiores a
80% na producdao (Vieira et al., 2006; Ribeiro et2011).

O controle da antracnose do feijoeiro ndo é fadkvido,
principalmente, a variabilidade patogénica que ygdsslindemuthianumsendo
0s patétipos 65 e 73 encontrados com alta freqaérs estados produtores de
feijdo no Brasil (Abud et al., 2011; Pinto et &012), e devido a disseminacgéo
através de sementes contaminadas. Cultivaresamsistpodem ser utilizadas no
controle dessa doencga, entretanto, ndo existenvarelt resistentes a todas as
racas conhecidas deste patdégeno. Atualmente, cot®muimico por meio de
fungicidas ainda é o mais utilizado (Ribeiro et 2011), contudo, pode levar a
selecdo de patdgenos resistentes (Brent & Hollot@88) e a efetos adversos a
salde humana e ao ambiente.

Esse fato tem incentivado a realizacdo de estudasdo desenvolver
métodos alternativos de controle da antracnoseeijoefro, como o uso de
pesticidas naturais (Isman & Machial, 2006; Dubéyale 2010). Pesticidas
naturais, como os 0leos essenciais, podem ter duplio de ac¢do, atuando
diretamente contra o patdgeno e indiretamente ar@alinduzindo respostas de
defesa ao patégeno. A inducdo de resisténcia camportante alternativa de
controle caracteriza-se pela ativagdo de mecanigmoefesa que se encontram
latentes nas plantas, em resposta a eliciadoréscaisi ou biéticos, como 6leos
essenciais, oferecendo novas possibilidades paraprégico na protecdo de
culturas contra doencas (Karban & Kuc, 2000; Leatdye& Staub, 2007).
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Os 6leos essenciais de plantas medicinais e acasditodem apresentar
acdo eficaz contra patdégenos fangicos e bacteriaAbsm disso, seus
compostos sdo biodegradaveis, tém baixa toxicigada mamiferos, o que os
torna de grande potencial para serem utilizadospengramas de manejo
integrado de doencas de plantas (Isman, 2000; I8n\achial, 2006; Dubey et
al., 2010).

Estudos ultraestruturais dos efeitos dos O6leos nelsde sobre
fitopatdbgenos tém sido registrados (Dan et al.,02®ozwalka et al., 2010;
Hoyos et al., 2012). Estes 6leos podem agir conbstéacias fungitoxicas e
antimbicrobianas (Daferera et al., 2003; BarreraFHdeet al.,, 2008) ou pela
inducdo de resisténcia nas plantas (Schwan-Esttaalg 2003; Schwan-Estrada
& Stangarlin, 2005; Pereira et al., 2008).

Existem poucos relatos na literatura sobre a aiedantifingica e o
modo de acdo de Oleos essenciais s@brindemuthianumque poderiam ser
utilizados de forma alternativa, ecoldgica e ecdndmdentro do manejo
integrado da doenca. Este estudo foi realizado carhjetivo de avaliar (i) a
atividade antifingica de 26 éleos essenciais salgerminacdo e o crescimento
micelial das racas 65 e 73 do patdgeno, (ii) asrajbes ultraestruturais dos
6leos deCymbopogon citratysEugenia caryophyllate Cymbopogon martini
sobre conidios do funggijii) o efeito destes no controle da antracnosi)ed

efeito do 6leo d€. citratusna atividade de enzimas de defesa do feijoeiro.
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2. Material e Métodos

2.1. Isolados do fungo

Dois isolados monosporicos €& lindemuthianumum da raga 65 (LV
136) e outro da raca 73 (LV 99), da colecdo do Latidoio de Resisténcia de
Plantas a Doencas, no Departamento de Biologiardeetsidade Federal de
Lavras, foram utilizados neste estudo. Os isolddi@n mantidos em meio de
cultura M3 (Junqueira et al., 1994) e incubadd22+2 °C, por 15-20 dias, com

fotoperiodo de 12 horas.

2.2. Oleos essenciais

Foram utilizados 6leos essenciais extraidos del&@gs medicinais,
aromaticas ou florestais, representativas das if@mnipiaceae Rimpinella
anisumL.), AsteraceaeBaccharis dracunculifoliddC., Matricaria recutital.),
BoraginaceaeGordia verbenace®C.), Cupressacea€ljamaecyparis pisifera
(Siebold & Zucc.) Endl.Chamaecyparis plumodaort. ex Beissn.), Lamiaceae
(Lavandula officinalisChaixex Vill ., Mentha arvensik., Ocimum basilicun..,
Ocimum selloBenth, Origanum vulgard.., Rosmarinus officinalik., Thymus
vulgaris L.), Lauraceae Ginnamomumsp., Laurus nobilisL.), Myrtaceae
(Corymbia citriodora(Hook.) K.D. Hill & L.A.S. JohnsonEucalyptus globulus
Labill., Eugenia caryophyllatad’ hunh, Melaleuca alternifoliaCheel), Poaceae
(Cymbopogon citratus(DC) Stapf, Cymbopogon martini(Roxb.) Wats.,
Cymbopogon narduf_..) Rendle), RutaceaeCitrus limon(L.) Burm.f., Citrus
sinensis(L.) Osbeck.), Verbenaceakifpia citriodora Kunth) e Zingiberaceae

(Zingiber officinaleRoscoe).
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Os 6leos essenciais das espécietal@andula Ocimum Origanume
Cinnamomunforam extraidos por hidrodestilacdo em aparelpo @levenger
modificado As trés primeiras plantas foram coletadas no dHoe Plantas
Medicinais da Universidade Federal de Lavras, emdsa Minas Gerais, Brasil.
As cascas d€innamomunforam adquiridas no comércio local, em Lavras. Os
demais Oleos essenciais foram fornecidos pela Qhbidéstria e Comércio
Produtos Naturais Ltda., Parana, Brasil. Todos less6foram mantidos em

refrigerador, a 4 °C e protegidos da luz em fraéoalsar.

2.3. Efeito toxico diretin vitro
2.3.1 Oleos essenciais na germinacdo de conidi@s dedemuthianum

Os 6leos essenciais foram diluidos em agua destidatéril e Tween 20
a 0,1%, para que as concentracdes finais ficasserd,@2%, 0,1% e 0,5%.
Aliquotas de 40uL dos 6leos essenciais diluidas e 0 da suspensédo de
conidios deC. lindemuthianuna 1,2 x 16 conidios.m(?, concentragdo utilizada
em todos os experimentos, foram depositadas erasptie polipropileno de 96
cavidades. No tratamento testemunha foram utilgatfb uL da suspenséo de
conidios e 4QL de 4gua destilada estéril.

A paralisac@o da germinagdo dos conidios foi redéizapds 12 horas de
incubacdo a 25* °C, utilizando-se 2QL do corante azul de algoddo com
lactoglicerol. Em microscopio estereoscépico foraraliados 50 conidios por
cavidade, em um total de 6 cavidades (300 conidiesgada tratamento. Os
conidios que apresentaram tubo germinativo maiayugoo diametro do mesmo
foram considerados como germinados. O delineamexpgerimental utilizado

foi o inteiramente casualizado (DIC), com seis tigpes, em esquema fatorial
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26 x 3 x 2 (0leos x concentracdes x racas) e ustarteinha. Cada cavidade da
placa constituiu uma unidade experimental.

A andlise de dados foi realizada por modelos leeayeneralizados,
assumindo distribuicdo binomial para a resposta ftmgdo de ligacao logit. O
preditor linear é representado por lggy/ (1- p)] = fo + Su.Nc, em quep; -
probabilidade de inibicdo da germinacdo do fungsngo aplicado o 6leo
essencial (i =1, 2, ...,26) na concentracdo ¢=(0,02%, 0,1% e 0,5%) & e

pii sdo parametros que déo forma a relagdo. As irda®rfioram conduzidas

considerando parametro de superdispergdoebtimado por meio dos residuos

de Pearson.

2.3.2 Oleos essenciais no crescimento micelia@ dendemuthianum

Antes de realizar o experimento, foi medido o pHcdda tratamento
(meio BDA mais ‘produtos’) com 6leo essencial @ecitratus pH 5,7; com
Oleo essencial dE. caryophyllata pH 5,68; com 6leo essencial @e martinj
pH 5,68; com fungicida azoxistrobina, pH 5,65; cABM, pH 5,36; com agua
destilada estéril + Tween 20 a 0,1%, pH 5,66 e agma destilada estéril, pH
5,63.

Para cada raca d& lindemuthianum65 e 73, foram utilizados os 6leos
essenciai€. citratus E. caryophyllatae C. martini na concentracdo de 0,1%,
pois apresentaram 95% de inibicdo da germinac&mmeentracdo de 0,1% ou
menos. O ensaio foi realizado em placas de Pefiate de diametro, com meio
BDA. Os 6leos essenciais, diluidos em 4gua deatiagimulsificada pela adicdo
de Tween 20 a 0,1%, foram adicionados ao meio atgeserem vertidos nas
placas, apés queda da temperatura para 50 °C, de que as concentracfes
finais atingissem as predispostas pelo ensaio. Coestemunhas foram
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utilizados tratamentos com agua destilada estéijuiea destilada estéril mais
Tween 20 a 0,1%. Como padrdo de inibicdo, foi a&db o fungicida
azoxistrobina a 0,4g'Le, como padréo de inducéo de resisténcia, fozadid
Bion (acibenzolar-S-metil, ASM) a 0,08¢ Ltotalizando sete tratamentos.

No centro de cada placa foi colocado um disco d® e 5 mm de
didmetro contendo micélio jovem dg. lindemuthianum As placas foram
incubadas a 22+2 °C e fotoperiodo de 12 horasp diéal das avaliagbes. O
delineamento experimental utilizado foi o inteirantee casualizado, com oito
repeticBes. Cada parcela foi constituida por uraagptle Petri. As avaliacdes do
didmetro das colbnias foram realizadas a cadadiass desde a inoculagéo até
gue o micélio do tratamento testemunha ocupasseatedperficie do meio.

Com esses dados calculou-se o indice de crescimecgtial (ICM), de

acordo a formula proposta por Maguire (1962).

2.3.3. Oleos essenciais na ultraestrutura de cosidieC. lindemuthianum

Este estudo foi realizado apenas com a raca 65. di@edemuthianum
gue apresenta maior distribuicdo geografica e dbewdruléncia no Brasil
(Balardin & Kelly, 1997; Pinto et al.,, 2012). Oseo6t deC. citratus E.
caryophyllatae C. martini foram diluidos em Tween 20 a 0,1% e misturados a
suspensdo de conidios para que as concentrac@es dins Oleos essenciais
ficassem a 0,1%. Como testemunhas, foram utilizadasgicida azoxistrobina
a 0,4g L' e 4gua destilada esterilizada com Tween 20 a 0,1%.

Os tratamentos permaneceram sob agitacdo em SOakital, a 100
rpm e temperatura de 25 °C. Apos 24 horas, forantmiftggados, por 3 minutos,

a 6.000 rpm, formando massas de conidios, que féir@atas em Karnovsky

modificado (glutaraldeido a 2,5%, formaldeido @& &m tampéo de cacodilato
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de sodio a 0,05 M, pH 7,2 e cloreto de calcio (ga&£D,001 M) e mantidas em
geladeira, por 24 horas (fixagéo priméria). Pai@macédo de pellets, as massas
de conidios fixadas em Karnovsky foram centrifugageor 3 minutos, a 6.000
rpm.

O sobrenadante foi descartado e o gel de agarb$¥@ aquecido a 45
°C, foi misturado com os pellets. Os blocos deagaformados foram lavados
3 vezes por 10 minutos em tampao cacodilato deos#d),05 M, para pos-
fixacdo em tetroxido de Gsmio (O9Ca 2%. Apds 2 horas, os blocos foram
lavados em agua destilada, por 3 vezes e submetidostrastacdo em bloco,
numa solucdo de acetato de uranila a 0,5%, por noita, em geladeira. A
desidratacao foi feita em série crescente de azet@s concentracdes de 25%,
50%, 75%, 90% e 100%, durante 10 minutos em cada&t@ em 100%, com
trés tempos de 10 minutos.

Posteriormente, os blocos foram submetidos ao gsocde incluséo,
sendo a acetona substituida por resina em gradiszgeente, permanecendo 8
horas em resina Spurr (30%) e acetona (70%), &h@araresina Spurr (70%) e
acetona (30%) e duas vezes de 12 horas em redima($p0%), a temperatura
ambiente. As amostras foram transferidas para moltde silicone contendo
metade do volume com resina Spurr (100%) endurecig@obertas com resina
Spurr, permanecendo em estufa, a 70%, por 48 hmaesa polimerizacao.

O desbaste dos blocos foi realizado com l|aminas bdebear,
removendo-se o0 excesso de resina para se obtema tvapezoidal. Cortes
semifinos (0,5 um) foram feitos em ultramicrétomeidiert-Jung (Ultracurt E)
com navalha de vidro, coletados com anel de owol@ados em laminas de
vidro. Depois, foram secos em chapa a, aproximadi@n®&0 °C, recobertos
com azul de toluidina, lavados em agua destiladeps em chapa quente e

visualizados em microscopio de luz. Os cortesfuiwa (>100nm) foram feitos
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com navalha de diamante, coletados em grades de ) mesh) previamente
recobertas com pelicula de formvar, pos-contrastadm acetato de uranila a
2% e citrato de chumbo a 3%, por 3 minutos cadevadbs em agua destilada
(Reynolds, 1963).

Cada tratamento foi repetido duas vezes e os (dtiduis blocos por
repeticdo foram examinados. A observagéo das amsasto registro de imagens
foram realizados em microscopio eletrdnico de trassio Zeiss EM 109 a 80
Kv.

2.4. Composicdo quimica de 6leos essenciais

Oleos essenciais d&. martini (0,144 mg),M. chamomilla(0,127 mg),
E. caryophyllata(0,200 mg),T. vulgaris (0,147 mg),C. verbenacead0,179
mg), C. citratus (0,160 mg) eCinnamomunsp. (0,118 mg) foram dissolvidos
em 0,5 mL de diclorometano. Estes 6leos a 0,1% rarash atividade
antifingica maior de 90%. Um microlitro de 6leoerssal diluido foi injetado
no cromatégrafo a gas acoplado ao espectrometmadsa (GCMS-QP2010
Plus, Shimadzu). O cromatdgrafo gasoso utilizaohélirapuro como gas de
arraste com fluxo de 1,8 mL.minA separacéo foi realizada sobre uma coluna
capilar Equity-5 (30 m x 0,22 mm I.D x 0,25 um)ptéorno da coluna a 60 °C,
por 2 minutos, aquecimento a 3 °C.thiaté 240 °C, permanecendo a 240 °C,
por 15 minutos. A temperatura do injetor foi de 2ZL) com injecdo split
manual 1:15 e tempo de corrida de 77 minutos.

O espectrometro de massa utilizou a interface GCavEs0 °C, com
fonte de ions a 200 °C e modo de ionizacdo pordiopde elétrons a 70 eV. Os

constituintes dos 6leos foram identificados compdwese o indice de
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similaridade do espectro de massa da area relétivaom os dados disponiveis
na biblioteca (Wiley 8) do GCMS.

2.5. Oleos essenciais no controle da antracnoskeigieiro

Para verificar o efeito dos 6leos essenciais mrofe da antracnose do
feijoeiro, foram realizados dois experimentos ensacale vegetacdo, um
preventivo e um curativo. Foram realizadas quavaliacdes da severidade da
antracnose, utilizando a escala diagramatica ptagoms Godoy et al. (1997).
Com esses dados, calculou-se a area abaixo dadeipagresso da severidade
da doenca (AACPSD), conforme Shaner & Finney (19T%ando houve

significAncia pelo teste F, as médias foram congaargelo teste de Scott Knott
(p<0,05).

2.5.1. Experimento preventivo

Plantas de feijoeiro da cultivar Pérola, suscetvetaca 65 deC.
lindemuthianum foram cultivadas em vasos de 3 kg contendo stbstr
composto por Plantmax HT, terra e areia (2:1:1ntidas em casa de vegetacdo
(255 °C), durante todo o periodo experimental. dkiadio V3 foram
pulverizadas com 6leos essenciaisCdeitratus E. caryophyllatae C. Martini,
na concentracdo de 0,1% em agua destilada com T2@en 0,1%, ASM a
0,08g L, azoxistrobina a 0,4g Le agua destilada, até o ponto de escorrimento,
utilizando-se pulverizador manual. Sete dias apapligacdo, as plantas foram
inoculadas via pulverizacdo com a suspensao deiosrdeC. lindemuthianum
e submetidas a cAmara umida, por 48 horas.

O experimento foi conduzido em delineamento deddarasualizados,
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com quatro repeticBes e parcela experimental campms um vaso contendo
trés plantas. As avaliagGes da severidade da ans@dniciaram-se cinco dias

apos a inoculacéo.

2.5.2. Experimento curativo

Plantas de feijoeiro, obtidas e conduzidas comerilesno item 2.5.1,
foram inoculadas no estddio V3 e, sete dias apdsoaulacdo, foram
pulverizadas com os mesmos tratamentos do iterh, Z&m excecdo do ASM.
As avaliacdes da severidade da antracnose inicisearsete dias apés da

inoculacao.

2.6. Oleo essencial d@ymbopogon citratusa atividade de enzimas de defesa

A obtencdo das plantas de feijoeiro e a inoculdg@iam realizadas
como descrito anteriormente. Os tratamentos cafrstih-se de ASM, 6leo
essencial d€. citratuse uma testemunha, todos néo inoculados e inoailado
com a raga 65 dé. lindemuthianumOs tempos de coleta das amostras foliares
para analise das enzimas de defesa foram 3, 4iags ®plos a pulverizagdo dos
tratamentos. Foram utilizadas trés repeti¢fes, parela constituida de trés
plantas por tempo de coleta, em cada tratamenioo@ilacdo ocorreu aos trés
dias ap0s a pulverizacao.

Apés a coleta, as amostras foram envolvidas em | pajpeninio,
identificadas, mergulhadas em nitrogénio liquidoapps o congelamento,
acondicionadas em sacos plasticos e armazenaddseerer (-80°C), até o
preparo do material para as analises bioquimicasmostras foram trituradas

em nitrogénio liquido até a obtencdo de um p6 fitmsteriormente, 1 g desse
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po foi depositado em um tubo, ao qual se adiciantampéo fosfato de potassio
100 mM pH 7,0 (5 mL de tampao para cada grama astaa) e homogeneizou-
se, por 10 segundos. Apés esse processo, a suspenséntrifugada, a 12.000
rpm, por 15 minutos (£C) e o sobrenadante foi utilizado como fonte
enzimética.

A proteina total do extrato enzimatico foi mensaraé acordo com o
método de Bradford (1976), usando uma curva padéalbumina sérica
bovina. A atividade de quitinase (CHI; EC 3.2.1.fo})avaliada de acordo com
a metodologia de Wirth & Wolf (1990), utilizando-sesubstrato CM-Chitin-
RBV. A atividade CHI foi expressa em unidade deidéide por miligrama de
proteina por minuto. A atividade de polifenoloxiedagPPO, EC 1.10.3.1) foi
avaliada pela mensuracdo da conversdo do catecgligmona (Gauillard et al.,
1993), utilizando-se o coeficiente de extingdo mala 3.450 Mem™? e
expressa pela formacgéo de quinona por miligran@ateina por minuto.

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX, EC1.1.7) foi
determinada seguindo o método de Urbanek et abljlauitilizando-se o
coeficiente de extin¢gdo molar de 26,6 Mdi ' e expressa como pmol de®4
oxidado por miligrama de proteina por minuto. Avidtide da fenilalanina
amdnia-liase (PAL, EC 4.3.1.5) foi medida de acardm Mori et al. (2001). Os
valores da atividade da PAL foram expressos comoolmde &cido-
transcinamico por miligrama de proteina por minutdizando-se o coeficiente
de exting&o molar de 30,5 midm™.

O experimento foi realizado em delineamento deddocasualizados,
com quatro repeticdes e parcela experimental caapgm® quatro plantas por
coleta. As atividades enzimaticas foram comparatasada época de coleta,

utilizando-se o teste Duncan, a 5% de probabilidade
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3. Resultados e Discussao

3.1. Oleos essenciais na germinacio de conidi@s dademuthianum

Os resultados da andlise de deviance mostraranagate significativa
entre os tratamentos e as concentracdes dos @eescais, indicando que
diferengcas na porcentagem de germinacdo ocorreramfuacdo do Oleo
essencial e da concentragdo utilizada.

Na concentracéo de 0,5%, a inibicdo da germinagéadnidios variou
entre 87% e 100%, para a raca 65 do patdgeno aifigida por todos os 26
Oleos essenciais, enquanto, para a linhagem 73,ois3rreu com apenas 17
Gleos. Os Oleos essenciais @e citratus C. martini Cinamomumsp., T.
vulgaris, E. caryophyllata e M. recutitdanibiram 95% da germinagdo dos
conidios das racas 65 e 73 @elindemuthianumnas menores concentragfes
dos 6leos, compreendidas entre 0,01% e 0,07% @abel
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Tabela 1
Estimacao dos coeficientes do modelo de regresgistica para as racas 65 e
73 deColletotrichum lindemuthianutnatadas com 6leos essenciaisitro.

Oleos essenciais Rac: 6E Raci 73
B0 Bl  c95% p0.t B0 Bl c95% pO0.t

Melaleuca alternifoliic  -1,31 4,5z 0,8¢ 0,87 -0,97 0,44 78,6: 0,34
Chamaecyparis pisife -1,1¢ 6,6t 0,3¢ 0,97 -0,3¢ 0,1t 457,6: 0,44

Pimpinella anisur -1,2Z 84C 0,28 0,9¢ -0,0z 0,6C 24,5¢ 0,6C
Ocimum sellc -1,84 7,1¢ 0,4t 09 -0,6t8 1,57 5,2z 0,61
Eucalyptus globult -49¢ 31,51 0,06 1,0 -1,06 2,17 3,4C 0,6z
Corymbia citriodora -2,34 932 032 099 -1,19 248 2,78 0,64
Citrus limor -2,14 13,06 0,1t 1,0 -0,04 1,0 8,88 0,6€
Lippia citriodora 0,79 586 0,14 099 -1,09 3,18 161 0,76
Mentha arvens -1,6C 86C 0,26 09¢ -1,6z 3,9 13z 0,77
Ocimum basilicum -1,43 8,16 029 0,99 -0,73 381 093 0,88
Baccharis -1,91 891 0,3C 0,9¢ -1,7¢ 56t 0,7C 0,9C
Rosmarinus officinalis -0,97 586 045 0,96 -2,70 7,63 055 0,94
Lavandula officinali -2,4¢ 85¢ 04C 0,97 -2,0z 7,14 0,4t 0,9
Cymbopogon nardus -1,84 694 048 0,9 -1,81 7,05 045 0,96
Chamaecyparis -1,2¢ 68z 0,3 097 -117 6,24 04z 0,9
Origanum vulgare - 117,150,038 1,00 -1,60 6,58 0,48 0,96
Cordia verbenace -0,94 6,8¢ 0,3z 0,9 -09€ 6,2 0,3¢ 0,97
Laurus nobilis - 115,83 0,03 1,00 -1,35 9,00 0,23 0,99
Zingiber officinale -1,91 7,21 04t 0,9 - 117,3¢ 0,0 1,0C
Citrus sinensis -5,20 34,46 0,06 1,00 -243 11,53 0,22 1,00
Matricaria recutite -2,8z 21,11 0,07 1,0 -4,3z 27,2¢ 0,07 1,0C
Eugenia caryophyllata - 121,23 0,03 1,00 -4,68 29,33 0,07 1,00
Thymus vulgari - 113,4¢ 0,0¢ 1,0 -2,06 20,8C 0,06 1,0C
Cinnamomunsp. - 116,48 0,03 1,00 - 117,23 0,03 1,00
Cymbopogon martii - 106,4¢ 0,0z 1,0 -29: 27,3C 0,06 1,0C

Cymbopogon citratt 23,65 0,0C * 1,0 -7,2€ 91,66 0,01 1,0C

* 1835004501896020000000.00

c95%i representa a concentracdo do 6leo essen@ahipe 95% da germinacgao dos
conidios, foi calculado como= exp o + S1.Vc) / 1 + exp(fo + f1.NC).

p 0,5 é a porcentagem de inibicdo da germinacimaxsh para a concentracao de 0,5%.

Os 0leos deC. citratus C. martini Cinnamomurrsp., T. vulgaris E.
caryophyllatae M. recutitainibiram mais de 95% da germinacdo dos conidios
das duas racas do patégeno, em concentracGesiagesa 0,1% (Figura 1).
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Fig. 1. Modelos de regressao ajustados aos dados de ndmeomidios germinados. As
linhas tracejadas verticais representam a conggitrgue causa 95% de inibicdo da
germinagao nas racas 65 @73 ) de Colletotrichum lindemuthianun©Os intervalos
de 95% de confianca para a propor¢do de germinaglio testemunhas estéo
representados junto das curvas de regressdo. Qespmpresentam a proporcao de
germinacao observada.
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Foi notado, neste estudo, que o incremento da ntacéo da maioria
dos 6leos essenciais promove 0 aumento da ativialatiféingica sobre as duas
racas deC. lindemuthianumN&ao obstante, o efeito inibitério causado pelos
Oleos essenciais foi diferente para as duas raggmuthgeno. Alta inibicdo da
germinacédo dos conidios foi observada para a letha@b, reportada como de
maior agressividade na producdo de feijao no Brpsia ampla distribuicdo

geogréafica e a alta viruléncia (Talamini et al.Q20Pinto et al., 2012).

3.2. Oleos essenciais no crescimento micelial dendemuthianum

Para as duas racas do patdgeno, o tratamento mpseau maior ICM
foi agua destilada estéril + Tween, seguida darnanto com agua destilada
estéril, sem diferirem entre si. O tratamento corBMA diferiu dos dois
tratamentos anteriores, parecendo inibir levemerescimento do fungo. Nos
demais tratamentos ndo houve crescimento.

Os 6leos essenciais @e citratus E. caryophyllatae C. martinia 0,1%
inibiram totalmente o crescimento do micélio dagsasa 65 e 73 deC.
lindemuthianumNo tratamento com fungicida, observou-se pouesaimento
micelial apés 4 dias, sem diferir estatisticamaiute 6leos essenciais (Figura 2).
De forma similar, Singh et al. (2002) observaraibi¢do total do crescimento
micelial deColletotrichum falcaturma presenca do composto geraniol volatil,
identificado como principal constituinte @e citratus
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Fig. 2 Efeito dos Oleos essenciafs. citratus E. caryophyllatae C. Martini, na
concentracdo de 0,1%, do fungicida azoxistrobin@,4 g.L', acibenzolar-S-metil
(ASM) a 0,08 g.[}, 4gua destilada e 4gua destilada mais Tween 2% 1o indice de
crescimento micelial (ICM) de duas racas Galetotrichum lindemuthianumViédias
seguidas por mesma letra, dentro de cada racadifégiem, pelo teste de Scott Knott
(p<0,05). Barras de erros representam o erro padrao.

A inibicdo da germinacdo em 95% de conidios tratammnC. citratus
C. martinj Cinnamomursp, T. vulgaris E. caryophyllata M. recutitae C.
sinensisa 0,1% corrobora resultados de estudos semelhagidizados em
varios outros patossistemas. Nestes, a inibicagedainacdo ou do crescimento
micelial, causada por 6leos essenciais puros ows@as constituintes, um ou
mais, pode ser notada na aplicacdo de diferentesentracbes e em varias
formas (Soylu et al., 2006; Lee et al., 2007; K&afshmad, 2011).

3.3. Oleos essenciais na ultraestrutura de conid&@. lindemuthianum

Os 6leos essenciais @k citratus E. caryophyllatae C. martiniforam

selecionados devido ao seu potencial para iniggreninacéo de conidios @
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lindemuthianumnas concentra¢des de 0,02%, 0,1% e 0,5%, cometradp
anteriormente.

Quando conidios d€. lindemuthianumlinhagem 65, foram tratadados
com agua destilada estéril (testemunha), continuatam a integridade da
parede celular, do plasmalema e citoplasma orgdmizalgumas organelas,
como nucleo e mitocdndrios, mostraram envelopesdefinidos. O mesmo néo
foi observado para os conidios tratados com fudagiei 6leos essenciais a 0,1%,
gue apresentaram claras mudancas ultraestrutdr@jsrd 3A). Hoyos et al.
(2012) também relataram danos ultraestruturaisresvem conidios de duas
racas dé>seudocercospora griseoletados com 6leos essenciais.

O tratamento de conidios @ lindemuthianuntom fungicida causou
vacuolizag&o do citoplasma, ondulagéo e invagindgdalasmalema, disrupcao
da estrutura interna das mitocdndrias, com dim&@uwigas cristas (Figura 3B).
Foi observado acumulo de material eletrodenso wdbrpartes do citoplasma
condensado, devido ao contato com 4smio, podendizain penetracdo do
agente fungitéxico, neste caso de origem sintéfc@uras 3B e 3C). Também
se encontraram conidios bastante degenerados eugiora do plasmalema
(Figura 3C).

Em conidios tratados com 6leo essencialecitratus foi notada
intensa vacuolizagdo e condensacdo do citoplasigar@3D) eactimulo de
agregados eletrodensos cobrindo partes do citoplasmdensado, indicando
penetracdo do agente fungitoxico de origem biot{Eeguras 3D e 3E).
Observaram-se, ademais, conidios em estado de glissngrandes espacos
vazios produzidos por prévio vazamento do citoptasmlise de organelas
membranosas, a parede celular aparece mais de{gayplaa 3E) e material
eletrodenso (Figuras 3D e 3E).
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O dbleo essencial de. caryophyllataprovocou vacuolizacdo, fusdo de
vacuolos e condensacdo do citoplasma, e disrupgdestiutura interna das
mitocondrias, com diminuicdo das cristas (Figurkse33G). Houve também
vazamento do citoplasma e compostos eletrodensbsindo partes do
citoplasma agregado (Figuras 3F e 3G).

Os conidios expostos ao 6leo essencialCdemartini apresentaram
espacos vazios (Figura 3H), um grande vacuolo,agétr, ondulacdo e
invaginacdo do plasmalema (Figura 3l), condensaijéplasmatica, agregados

eletrodensos e vesiculas (Figuras 3H e 3l).
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Fig. 3. Efeito de dleos essenciais (OE) a 0,1% sobreraestrutura de conidios da raca 65de
lindemuthianum A, controle, mitocdndria (M), nucleo (NB e C tratamento com
fungicida. B, observa-se mitocondrias (M), um grande vacuol} (Rvaginacdo do
plasmalema (setas) e material eletrodenso (asis)is€C, conidio degradado, com
plasmalema quebrado (seta) e material eletrodeasterisco)D e E, tratamento com
OE deC. citratus D, nota-se vacuolizacdo (V), condensacédo do citoaéeta) e
material eletrodenso (asterisc@). conidio degenerado, com espacgos vazios (pontas de
setas), em estado de plasmolise e G, tratamento com OE dE. caryophyllataF,
observa-se condensacao do citoplasma (seta), eggzico(ponta de seta), vacuolo (V)
e mitocdndrias (M).G, mitocondrias (M), vacuUolos (V) e material elendo
(asterisco) séo visto#d e [, tratamento com OE d€. martini H, sdo observadas
vesiculas (setas), espagos vazios (pontas de.detas)a-se a ondulagéo e invaginacao
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do plasmalema (ponta de seta), vesiculas (setagmdiel), vactolo (V), material
eletrodenso (asterisco) e citoplasma disperso mtua espaco vazio (setas maiores).

E importante ressaltar que a maioria destes dairosvérsivel e que as
mudancas ultraestruturais, tais como desorganizzagaaamento do citoplasma,
podem ser provocadas pela perda da integridadeneathranas, o que pode
levar a morte celular. A complexa composicdo d@o®lessenciais sugere
multiplos mecanismos de acdo e diversos alvos daséw. De acordo com
Carson et al. (2002) e Bakkali et al. (2008), o mmdd acdo dos 6leos essenciais
afeta, geralmente, varios alvos ao mesmo tempooeted@ sido descritas
resisténcia ou adaptacao a estes 0Oleos.

Segundo Denyer (1990), o vazamento de materiahdetnlar €, em
geral, provocado por muitas substancias antimiar@s. Morte celular pode
ocorrer pela grande perda do contetdo celular,asdé moléculas e ions
importantes e o inicio de autélise. Além dissoeamngabilizacdo de membranas
mitocondriais externas e internas leva a mortelarejwr apoptose e necrose
(Armstrong, 2006). E possivel que reacbes em catdefmrede ou da membrana
celular exterior invadam a célula inteira, atradés membranas de diferentes
organelas, tais como mitocéndrias e peroxissomakk@i et al., 2008).

Neste trabalho, a permeabilidade de membranas digiirmada por
TEM e pela alta inibicdo da germinacdo nos conidiatados com Oleos
essenciais. Uma membrana plasmética descontinondutada e a degeneragéo
da estrutura mitocondrial interna, com diminuicdas ncristas, indicam
membranas severamente alteradas nos conidi@s liedemuthianumexpostos
aos o6leos essenciais.

De acordo com estudos de permeabilidade da mem{Bddama et al.,
1995; Vercesi et al., 1997), alguns compostos eesééssenciais, como lipofilos

tipicos, passam atraves da parede e membrana asitofiica, afetando a



109

estrutura das diferentes camadas de polissacaridgtglos graxos e
fosfolipidos, permeabilizando-as. A citotoxicidguece incluir esses danos na
membrana. Em eucariotos, estes 0Oleos promovem ldeégpodo das
membranas mitocondriais por diminuicdo do potersgamembrana, afetando o
ciclo idnico de C&. Ultee et al. (2002) relataram que a distorca@steutura
fisica celular causaria expansdo e desestabilizatZiomembrana, o que
aumentaria a sua fluidez e a permeabilidade passiva

As mudancas ultraestruturais reportadas neste@stumbntram suporte
em varias pesquisas realizadas em diferentes séysas, por Avis et al.
(2009); Rozwalka et al. (2010); Dan et al. (2016)ayos et al. (2012).

Os Oleos essenciais de plantas sdo eficazes gaitigenos flungicos e
bacterianos. Além disso, seus compostos sdo biad@geis, tém baixa
toxicidade em mamiferos, o que os torna de grarmtenpial para serem
utilizados em programas de manejo integrado degdsede plantas (Isman &
Machial, 2006; Riefler et al., 2009; Dubey et 2010).

3.4. Composicédo quimica dos 6leos essenciais

A identificacdo e a composicdo dos principais daristes quimicos
dos 6leos essenciais podem ser observadas na Palda quais se destacam
cinamaldeido (92,36%), enCinnamomumsp.; eugenol (91,94%), erk.
caryophyllata geraniol (75,92%), enC. martini pulegone (68,96%), erg.
verbenaceaegeranial (58,89%), seguido de neral (38,50%), @ncitratus
timol (33,72%), enT. vulgarise f3-farnesene (31,17%), ekh. recutita.

A atividade citotOxica dos Oleos essenciais, emalgedeve-se,
principalmente, a presenca de fendis, aldeidosa®ial (Sacchetti et al., 2005).
Esse aspecto foi corroborado no presente estuitteatificarem-se os maiores



110

componentes dos trés 6leos essenciais que apmasentaaior inibicdo da
germinagdo, que foram geranial e neral (aldeides),C. citratus eugenol
(fenol), emE. caryophyllatae geraniol (alcool), en€. martini Na literatura,
somente 0s principais componentes de alguns odiitos essenciais, incluindo
eugenol, timol, carvacrol, cinamaldeido, entre agjttém sido estudados. Os
principais constituintes dos 6leos essenciais adhgl aqui poderiam ter um
forte efeito antimicrobial (Burt, 2004; Bakkali &t, 2008), o qual pode indicar
que estas moléculas tém sinergismo na sua ativalatilaicrobiana. Os efeitos
sinérgicos dos diversos constituintes maiores eomsndos 6leos essenciais
poderiam ser tomados em consideracdo pela sudaatesantimicrobiana.

3.5. Oleos essenciais no controle da antracnoskeigeiro

3.5.1. Experimento preventivo

Avaliando-se o efeito protetor das plantas de é@igo contra a
antracnose, observou-se que os tratamentos ASidicfda e 6leo essencial de
C. citratus mostraram menor severidade da doenca em rela¢éstemunha
(dgua). O ASM promoveu a maior reducdo da antracres até 62%, seguido
pelo fungicida e pelo éleo d€. citratus com reducdo de 44% e 29%,
respectivamente. Estes dois Ultimos tratamentos dif@oiram entre si, mas
diferiram do ASM e da testemunha. Os demais trattweendo reduziram

significativamente a doenca, ndo diferindo da testéa (Tabela 3).

3.5.2. Experimento curativo

Todos os tratamentos demonstraram efeito curapie® reduziram a

severidade da antracnose do feijoeiro em relacEstamunha, sem divergir
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entre si, pelo teste de Scott-Knott (p35). O fungicida apresentou a mais alta
reducdo da antracnose (28,5%), seguido dos Olesendaais deC. citratus E.

caryophyllatae C. martinj em 21, 18,7 e 13,5%, respectivamente (Tabela 3).

Tabela3

Area abaixo da curva do progresso da severidaddodaca (AACPSD) e
porcentagem de controle da antracnose em func¢éo trdégmentos, nos
experimentos preventivo e curativo em feijoeiro,@wa de vegetacao.

Tratamentos Experimento Experimento curativo
AACPSD  Controle AACPSD  Controle
Ague 127 - 118 -
C. martin 124 2 102 13,5
E. caryophyllat; 10& 19 9¢° 18,7
C. citratus 8 29 oF 21
Fungicida 71° 44 8g° 28,F
Acibenzola-S-metil 48° 62 - -
C.V. (%) 21,21 - 9,3¢ -

Médias com mesma letra, na coluna, ndo difereneasifrpelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).

Os dleos essenciais utilizados nestes experimemgospncentracdo de
0,1%, ndo produziram sintomas de fitotoxidez namtpk de feijoeiro. No
ensaio preventivo, observou-se que os 6leos essepcderiam estar ativando
mecanismos de autodefesa nas plantas de feijogistp que diversos
constituintes antimicrobianos destes 6leos se ilmtah rapidamente ou néo
tém uma prolongada permanéncia nos tecidos trafégioan & Machial, 2006;
Edris, 2007; Bakkali et al., 2008). Por isso, n&daspossivel que os Oleos
essenciais, apds sete dias de pulverizados, timegse efeito antimicrobiano
direito sobreC. lindemuthianuminoculado sete dias depois da aplicacdo dos

Oleos e, sim, um efeito de tipo inducéo de resi&émas plantas.
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Para o tratamento coi@. citratus tanto no experimento preventivo
como no curativo, ocorreu reducdo da severidadanti@acnose do feijoeiro,
apresentando reducdo da doenca em 29% e 21%, trespente, além de nao
diferir estatisticamente do tratamento com fungicigue reduziu a doenca em
44% e 28,5%, nos dois experimentos, respectivan{@éateela 3). Diante disso,
comprovou-se a efetividade do 6leoGlecitratuspara diminuir a antracnose, de
forma direta, como demonstrado no experimento iegrae pela alta
citotoxidade sobre conidios @& lindemuthianun{Fig. 3D e 3E) e, de forma
indireta, pela possivel acdo indutora de mecanisieodefesa na planta, como
observado no experimento preventivo.

Neste estudo foram obtidos resultados semelhaotesegistrados em
outros trabalhos, em diversos patossistemas. Ebalt@s utilizando 6leos
essenciais no controle da ferrugem asiatica da egjacasa de vegetacéo,
Medice et al. (2007) obtiveram reducdo da seveeidad 35% e 62%, em duas
cultivares tratadas sete dias antes da inoculagg@arfiento preventivo). Pereira
et al. (2008) observaram reducdo em 16% do numeteses da cercosporiose
do cafeeiro pela aplicacdo de 6leo essencial délhmmsete dias antes da

inoculagédo (tratamento preventivo).

3.6. Oleo essencial d@&ymbopogon citratusa atividade das enzimas de defesa
Aos trés dias ap0s a pulverizacdo (DAP), aindaiseculacao conC.
lindemuthianumobservou-se que a atividade de quitinases (Qilnkior no
tratamento com ASM. O tratamento com 6leo essedeiél. citratus(Cc) e a
testemunha (Te) ndo diferiram entre si, mas divangicom relacdo a ASM
(Figura 4A). Depois de as plantas serem inoculdttago ap6s a primeira
coleta), observou-se, aos 4 DAP, em todos os teatto®, atividade semelhante

de QUI. Aos 5 DAP, os tratamentos ASM e Cc inocolagresentaram igual
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atividade de QUI, diferindo dos demais tratameifagura 4A). Em feijoeiro,
Campos et al. (2009) observaram maiores atividddeguitinases em quatro
cultivares, trés dias apés a inogdlade C. lindemuthianunavirulento.

A atividade da polifenoloxidase (PFO) aos 3 DAP $amelhante
estatisticamente para todos os tratamentos. AoAR, B atividade da PFO foi
maior em plantas tratadas com ASM sem inoculac&o@adindemuthianumJa
aos 5 DAP, época da Ultima avaliacdo, que correpan dois dias apos a
inoculagdo, observou-se que o tratamento com o ASddulado comC.
lindemuthianumapresentou maior atividade, seguido do tratamemnto @ 6leo
essencial deC. citratustambém inoculado, diferindo dos demais tratamentos
(Fig. 4B).

Apébs esse periodo, possivelmente, poderia haveraumento na
atividade dessa enzima, pelo reconhecimento dogeatd pela planta. Em
tomateiro, Itako et al. (2008) reportaram aumeiatatividade da PFO em folhas
tratadas com 6leo essencial @ecitratuse inoculadas comlternaria solani
Ademais,o incremento na atividade desta enzima provocadgranncentracao
de produtos toxicos de oxidacdo e, portanto, maieel de resisténcia aos

patégenos (Zheng-Cuiming et al., 1999).
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Fig. 4. Atividade quitinases (QUI) (A) e polifenoloxidas€@8FO) (B) em folhas de
feijoeiro cv. Pérola, apds pulverizagdo com ague),(Bgua e inoculado cor@.
lindemuthianum(Te inoc), acibenzolar S-metil (ASM), acibenzofmetil inoculado
com C. lindemuthianum{ASM inoc), C. citratus (Cc) eC. citratusinoculado comC.
lindemuthianum(Cc inoc). A inoculagédo corg€. lindemuthianunocorreu aos 3 dias
ap6s a pulverizagdo. Barras com mesma letra ndoedif pelo teste de Duncan
(p<0,05). Barras de erros indicam o erro padrao.
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A atividade da peroxidase (POX) manteve-se semidham todos os
tratamentos aos 8 aos 4DAP. Aos 5 DAP, a atividade desta enzima teve um
grande incremento em plantas tratadas com ASM euiadas comC.
lindemuthianum diferindo dos demais tratamentos (Figura 5A). Itaktoal.
(2008), utilizando oleo essencial d€. citratus constataram aumento
significativo, tanto local como sistémica, na atade da peroxidase e da
polifenoloxidase, com méxima resposta para ambas, dois dias apos a
inoculagdo comflternaria solanj em tomateiro. Em outro estudo, Pereira et al.
(2008) observaram que o ASM e o0 Oleo essencialoddllto elevaram a
atividade da peroxidase em folhas de cafeeiro, 2a@s aos 9 dias apds a
pulverizacdo. Como € conhecido, as plantas préigoadas respondem mais
rapidamente e ou de forma eficaz, quando re-exp@siaestresses bidtico ou
abiético (Goellner & Conrath, 2008).

Para a atividade de fenilalanina amdnia liase (FAlbs 3 aos 5 DAP,
nao foi observado efeito significativo dos tratatosnpara plantas inoculadas
nem para as ndo inoculadas (Figura 5B). Mozzettil.ef1995) também né&o
reportaram diferencas nas atividades da FAL enafolte pimenta inoculadas
ou ndo comPhytophthora capsice P. parasitica Porém, em pesquisas com
indutoresbidticos e abidticos eRhaseolus vulgarie Musaspp.,mostraram atividade
tardia da FAL, aos 6, 8 e 12 dias apds os tratamed@ampos et al., 2003; Saravanan
et al., 2004). Em estudos futuros poderiam seuidok tempos de coleta aos 10

e/ou 12 dias, devido a possivel atividade tardsaadenzima.
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Fig. 5. Atividade de peroxidases (POX) (A) e fenilalanaradnia liase (FAL) (B) em
folhas de feijoeiro cv. Pérola, apés pulverizacém @gua (Te), agua e inoculada com
Colletotrichum lindemuthianun{Te inoc), acibenzolar S-metil (ASM), acibenzo&y
metil inoculado comC. lindemuthianum(ASM inoc), C. citratus (Cc) e C. citratus
inoculado comC. lindemuthianum(Cc inoc). A inoculagdo con€. lindemuthianum
ocorreu aos trés dias apds a pulverizagdo. Bamasmesma letra ndo diferem, pelo
teste de Duncan £0,05). Barras de erros indicam o erro padréo.
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Por outro lado, segundo Walling (2001), os vofatsBo potentes
sinalizadores para induzir resisténcia, mas preciser cuidadosamente
avaliados. Como é sabido, muitos dos constituidtes 6leos essenciais s&o
volateis e sua acdo antimicrobiana j4 tem sido cowvagla (Daferera et al.,
2003; Soylu et al., 2006; Lee et al., 2007). A k#gé, de acordo com Almeida
et al. (2012), é que, as menores atividades damasapos a pulverizagdo das
plantas podem estar relacionadas a sinalizacdmaiteada por compostos
volateis. Esses volateis sdo descritos como sigidefesa reconhecidos por
receptores de membranas que respondem por meimpldieacdo de sinais.
Tais mecanismos de amplificacdo de respostas e gequerem baixas
concentragBes proteicas e podem gerar respostas efigiivas e menos
transitorias do que a sintese de enzimas de indle&ssisténcia.

Os O6leos essenciais podem ser uma boa alternasivaodtrole da
antracnose do feijoeiro, pois, além de apresentdoxidez direta ao fungo,
podem também atuar induzindo respostas de defesplaratas. Além disso, os
Oleos apresentam baixa toxicidade em mamiferoshisdi@gradaveis, eficazes
contra os tipos selvagens e as racas resisterdgeesticidas, devido a complexa

mistura de componentes, e sdo economicamente siavei

Conclusdes

O potencial fungitoxico esta relacionado a comg@siguimica do 6leo
essencial, assim como a sensibilidade do patégamn au mais constituintes
em diferentes quantidades.

A acdo fungitéxica direta dos O6leos essenciais (decitratus E.
caryophyllatae C. martinicausa danos severos a ultraestrutura de conielios d

lindemuthianuminvalidando a germinacao.
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O 6leo essencial d€. citratus evidenciou inducdo de enzimas de
defesa.

Os resultados demonstram que estes compostos &a&ieisvicomo
potencial método alternativo de controle de doergpsdem ser incorporados
no manejo integrado da antracnose do feijoeiraesgmtando menos risco para
a saude humana e o ambiente.
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