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RESUMO

IDENTIFICACAO, CARACTERIZA(}AO E CONTROLE IN VITRO DE Phoma
pedeiae (Aveskamp, Gruyter & Verkley) ASSOCIADO A Cedrela fissilis Vell.

AUTORA: Adriana Falcao Dutra
ORIENTADORA: Marlove Fatima Bridao Muniz

A espécie Cedrela fissilis Vell. (cedro) apresenta bom crescimento, produzindo madeira de
excelente qualidade, causando intensa exploracdo pelos madeireiros. Um dos principais
problemas que comprometem a producdo de madeira é a ocorréncia de pragas e doencas,
causando sérios danos ao hospedeiro e alteracdes nos processos fisioldgicos, levando a
morte da planta. Assim, o estudo da atividade biologica de 6leos essenciais (OEs) de
vegetais pode se constituir em uma forma potencial de controle de doencas em plantas. O
objetivo deste estudo foi a identificacdo e caracterizagdo morfofisiolégica e molecular de
Phoma spp. associado a Cedrela fissilis Vell., e avaliar a atividade antifungica do OE de
cedro no controle in vitro de Phoma pedeiae. Foram coletados foliolos de arvores adultas
com sintomas da doenca (Santa Maria, RS) e encaminhados ao Laboratorio de Fitopatologia
Elocy Minussi (UFSM), para isolamento do fungo. O material foi observado em microscépios
estereoscopico e 6tico, e quando estruturas fangicas se faziam presentes, eram transferidas
para placas de Petri contendo BDA. Apos 14 dias de desenvolvimento, o fungo foi purificado
por meio da cultura monospérica e transferido para os meios BDA, CA e V8, para
caracterizacdo morfofisiol6gica e molecular. A patogenicidade do fungo foi realizada por
meio de aspersdo em folhas. As caracteristicas morfofisiologicas analisadas foram:
crescimento micelial (CM), taxa de crescimento micelial (TCM) e indice de velocidade de
crescimento (IVCM), esporulagéo, pigmentagdo das colbnias e caracterizacdo dos conidios.
A extracdo do OE foi conduzida no Laboratério de Extrativos Vegetais, sendo extraido o OE
de foliolos jovens de cedro, na estacdo primaveril dos anos de 2015, 2016 e 2017, por
hidrodestilacdo. A atividade antifangica in vitro do OE dos foliolos foi a partir de colonias
puras de Phoma pedeiae, nas concentracdes de 0,5, 0,75, 1,0 e 1,5 uL mL™, além de
controle positivo e negativo. Foram realizadas medic6es diarias do diametro da colbnia, por
14 dias, sendo obtido o CM, TCM, IVCM e inibicdo do crescimento micelial. . A partir da
caracterizagdo molecular, por meio do sequenciamento de genes das regides ITS e B-
tubulina, as sequéncias foram depositadas no GenBank e tiveram similaridade de 70 e 81%,
respectivamente, com o fungo Didymella pedeiae, forma sexuada de Phoma pedeiae. Os
sintomas causados pelo fungo iniciaram aos 20 dias apoés a inoculagéo, ndo diferindo entre
os dois isolados, causando a morte dos individuos em 50 dias. O fungo apresentou picnidios
arredondados de coloracdo preta, micélio branco e conidios ovais oblongos, sem septo e
hialinos. A esporulacdo no meio de cultura V8 foi superior ao meio BDA e CA. Ao final dos
trés anos de avaliacdo foram identificados 45 componentes do OE de foliolos de cedro,
correspondendo a, aproximadamente, 90% da composicdo total do OE, com a
predominancia das substancias B-cariofileno, espatulenol e 6xido de cariofileno. O OE de
cedro apresentou atividade antifungistatica relativa frente a P. pedeiae a partir da
concentracdo de 0,5 pL mL™. Dessa forma, pode ser indicado para uso no controle de
patdégenos, por se tratar de um metabdlito secundario, ndo causando prejuizos ao meio
ambiente.

Palavras-chave: Fitopatologia. Controle de doencas. Oleos essenciais.



ABSTRACT

IDENTIFICATION, CHARACTERIZATION AND IN VITRO CONTROL OF Phoma
pedeiae (Aveskamp, Gruyter & Verkley) ASSOCIATED WITH Cedrela fissilis
Vell.

AUTHOR: Adriana Falcao Dutra
ADVISER: Marlove Fatima Brido Muniz

The species Cedrela fissilis Vell. (cedro) presents good growth, producing wood of excellent
guality, causing intense exploitation by the loggers. One of the main problems that
compromise the production of wood is the occurrence of pests and diseases, causing serious
damages to the host and changes in the physiological processes, leading to the death of the
plant. Thus, the study of the biological activity of essential oils (OES) of plants can constitute
a potential form of control of diseases in plants. The objective of this study was the
identification and morphological and molecular characterization of Phoma spp. associated
with Cedrela fissilis Vell., and to evaluate the antifungal activity of cedro OE in the in vitro
control of Phoma pedeiae. Leaflets were collected from adult trees with symptoms of the
disease (Santa Maria, RS) and sent to the Elocy Minussi Phytopathology Laboratory (UFSM)
for isolation of the fungus. The material was observed on stereoscopic and optical
microscopes, and when fungal structures were present, they were transferred to Petri dishes
containing BDA. After 14 days of development, the fungus was purified by monosporic
culture and transferred to the BDA, CA and V8 media for morphological and molecular
characterization. The pathogenicity of the fungus was performed by sprinkling on leaves for
two isolates. The morphological characteristics analyzed were: mycelial growth (MG),
mycelial growth rate (MGR) and growth rate index (GRI), sporulation, colony pigmentation
and conidia characterization. OE extraction was carried out in the Laboratory of Extractive
Plants, and OE was extracted from young cedro leaflets, in the spring season of 2015, 2016
and 2017, by hydrodistillation. The in vitro antifungal activity of leaflets OE was on pure
colonies of Phoma pedeiae, at concentrations of 0.5, 0.75, 1.0 and 1.5 yL mL™, in addition to
positive and negative controls. Daily measurements of the colony diameter were carried out
for 14 days, with MG, MGR, GRI and inhibition of mycelial growth. Sequences were
deposited in GenBank and 70 and 81% similarly, with the fungus Didymella pedeiae, sexual
form of Phoma pedeiae, by means of the sequencing of genes from the ITS and B-tubulin
regions. The symptoms caused by the fungus started at 20 days after inoculation, not
differing between the two isolates, causing the death of the individuals in 50 days. The
fungus presented rounded pycnidia of black coloration, white mycelium and oblong oval
conidia, without septum and hyaline. Sporulation in the V8 culture medium was superior to
the BDA and CA medium. At the end of the three-year evaluation, 45 OE components of
cedar leaflets were identified, corresponding to approximately 90% of the total OE
composition, with the predominance of B-caryophyllene, spathulenol and caryophyllene
oxide. The cedro OE presented relative antifungal activity against P. pedeiae starting at the
concentration of 0.5 yL mL™ There fore, it can be indicated for use in the control of
pathogens, because it is a secondary metabolite, not causing damage to the environment.

Keywords: Phytopathology. Disease control. Essencial oils.
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1 INTRODUGCAO GERAL

Segundo dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacédo e a
Agricultura (FAO, 2011), cerca de 49% da area total da América Latina e Caribe sé&o
cobertos por floresta, representando cerca de 22% da area de florestas do mundo. O
Brasil € um dos cinco paises mais ricos em florestas, com 13% da area
florestal global, e com uma alta diversidade climatica e geogréfica, observando-se
uma enorme variedade de patdgenos associados a doencas de plantas (ROEL,
2001). Além disso, o autor salienta que a utilizacdo comercial de espécies nativas,
tanto para consumo interno como para exportacdo, acarreta em preocupacao
guando se refere ao controle de doencas em espécies florestais, sendo esse um
desafio que persiste e tem se agravado anualmente.

A ocorréncia de pragas e doencas tem se tornado um dos principais
problemas que colocam em risco e comprometem a sustentabilidade das florestas, e
a presenca desses agentes bibticos danosos pode ser favorecida por dois fatores: a
condicao climatica que possibilita a realizacdo do ciclo biolégico do patégeno ou
praga, e a adocdo de praticas silviculturais inadequadas, como a utilizacdo de
equipamentos contaminados (ASSIS, 2006).

Nesse sentido, existem poucos relatos acerca de doencas incidentes em
espécies arboreas tropicais. Além disso, o conhecimento dos patdgenos que atacam
as principais espécies florestais, o grau de severidade das doencas e as condi¢cbes
ambientais predisponentes para que as doengas ocorram Sao 0S primeiros passos
para a definicdo de medidas de manejo, com a finalidade de minimizar prejuizos e
promover o estabelecimento da arvore na floresta (ASSIS, 2006).

Para espécies florestais nativas ainda séo escassos 0s relatos de ocorréncia
de doencas. Entretanto, tem-se observado a presenca de fungos causadores de
manchas foliares em diversas espécies, com destaque para Cedrela fissilis Vell.
(Meliaceae), conhecida popularmente como cedro. Trata-se de uma espécie rara,
que se desenvolve no interior da floresta primaria, regenerando-se principalmente
em clareiras e com ampla dispersdo na Regido Sul e Sudeste do Brasil, possuindo
rapido crescimento, produzindo madeira de excelente qualidade, o que tem causado
intensa exploracéo pelos madeireiros (CARVALHO, 1994; REITZ et al., 1988).
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Apesar da caréncia de pesquisas relacionadas a fitossanidade de espécies
florestais nativas, tem sido relatada a ocorréncia de fungos causadores de mancha
foliar em C. fissilis. O género Phoma pertence a familia Didymellaceae,
caracterizado por ser cosmopolita, ocorrendo geralmente em plantas, podendo
causar lesdes foliares e no caule (AVESKAMP et al., 2008, 2010; CHEN et al.,
2015a, b).

Boerema et al. (2004) afirmaram que o género Phoma se associa a quatro
géneros teleomorfos, entre eles Didymella spp. No entanto, Chen et al. (2017)
afirmaram que essa classificacdo ndo se enquadrava quando as espécies eram
analisadas molecularmente. Dessa forma, os autores realizaram uma ampla revisao
taxondmica da familia Didymellaceae com base em dados de sequéncia de DNA
multi-locus e a espécie Phoma pedeiae foi renomeado para Didymella pedeiae.

Segundo os autores, esse estudo possibilitou avangos na compreensao
sobre a distribuicAo e biodiversidade da familia Didymellaceae, embora a
renomeacado de alguns géneros ainda necessite de esclarecimentos. De acordo com
Aveskamp et al. (2010), o género Phoma necessita de uma revisdo abrangente, pois
desempenha um papel importante na delimitacdo de géneros fitopatologicamente
relevantes.

Nesses Ultimos anos tem-se observado um aumento da preocupacédo da
sociedade com relagdo a utilizacdo de produtos quimicos no combate a pragas e
doencas que afetam o desenvolvimento de espécies florestais, e por vezes
aumentando a resisténcia dos organismos aos pesticidas utilizados. Dessa forma,
tém surgido métodos alternativos de controle de patégenos, como o uso de
compostos secundarios presentes no extrato bruto ou em 6leo essencial (OE) de
plantas medicinais e espécies florestais, podendo constituir em uma potencial forma
de controle de doencas em plantas. Os OE oriundos do metabolismo vegetal, tem se
tornado um dos mais promissores, sendo de facil acesso para a pesquisa e
consumidores.

Os OEs apresentam consisténcia viscosa e sao definidos por um conjunto de
propriedades, responsavel pelos aromas, podendo ser de origem natural ou sintética
(CARDOSO et al.,, 2000). Apresentam funcdes ecologicas, especialmente como
inibicdo da germinacao, protecdo contra predadores, atracdo de polinizadores,
protecdo contra perda de agua de folhas e meristemas, aumento da temperatura e

na remocao de espécies reativas de oxigénio (radicais livres) (CRAVEIRO;
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MACHADO, 1986; HARBONE, 1993; GANG, 2005; GLINWOOD et al., 2011). De
forma complementar, varios OEs se mostraram potenciais agentes defensores
contra bactérias, fungos e infestantes (BAKKALI et al., 2008).

Nesse contexto, C. fissilis surge como uma espécie promissora, podendo
gerar produtos madeireiros e ndo madeireiros. Com relagdo a atividade
antimicrobiana de OE de cedro, Lago et al. (2004) avaliaram o efeito do OE no
controle de bactérias em seres humanos, verificando que o 6leo de folhas
demonstrou atividade antibacteriana moderada possivelmente devido a presenca de
substancias como B-cariofileno e bicyclogermacreno, descritas na literatura com
potencial antimicrobiano.

Com base no exposto, o objetivo geral deste estudo foi a identificacdo e
caracterizacdo morfofisiolégica e molecular de Phoma spp., associado a Cedrela
fissilis Vell., e avaliar a atividade antifungica do OE de C. fissilis no controle in vitro

de Phoma pedeiae.
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2 CAPITULO 1 - IDENTIFICAQAO E CARACTERIZA(;AO
MORFOFISIOLOGICA E MOLECULAR DE Phoma pedeiae (Aveskamp,
Gruyter & Verkley) ASSOCIADO A Cedrela fissilis Vell.

2.1 Resumo

Em paises como o Brasil, com elevada diversidade climatica e geografica, observa-
se uma enorme variedade de patdgenos associados a plantas. Nesse contexto, tem
sido relatada a presenca de fungos causadores de manchas foliares em Cedrela
fissilis Vell. (Meliaceae), conhecida popularmente como cedro, acarretando em
alteracdes nos processos fisioldgicos, desfolhamento prematuro da planta, podendo
levar a diminuicdo do crescimento e a morte do individuo. Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi a identificacdo e caracterizacdo morfofisiologica e molecular de
Phoma spp. associado a C. fissilis. Foram coletadas folhas de arvores adultas com
sintomas da doenca na regido central do Rio Grande do Sul, e encaminhadas ao
Laboratorio de Fitopatologia Elocy Minussi (UFSM), para posterior isolamento do
fungo. O material vegetal foi previamente desinfestado e transferido para caixas
gerbox, permanecendo em sala climatizada a 25 * 2°C por trés dias. Apos, 0
material vegetal foi observado em microscopio estereoscopico e oOtico para a
verificacdo da presenca de estruturas do fungo, e, quando se faziam presentes,
foram transferidas para placas de Petri, contendo meio de cultura BDA. Apos 14 dias
de desenvolvimento, os isolados foram purificados por meio da técnica da cultura
monospdrica e transferidos para os meios BDA, CA e V8 para caracterizacao
morfofisiolégica e molecular. Na avaliagdo da patogenicidade foram preparadas
suspensdes de esporos de dois isolados e inoculados por aspersdo em mudas de
cedro. As caracteristicas morfofisiolégicas analisadas foram: crescimento micelial
(CM), taxa de crescimento micelial (TCM), indice de velocidade de crescimento
micelial (ICVM), esporulagdo, pigmentagcdo das colbnias e caracterizagdo dos
conidios. A partir da caracterizacdo molecular, por meio do sequenciamento de
genes das regides ITS e B-tubulina, as sequéncias foram depositadas no GenBank e
tiveram similaridade de 70 e 81%, respectivamente, com o fungo Didymella pedeiae,
forma sexuada de Phoma pedeiae. Com a patogenicidade, foi possivel observar
somente a presenca da forma assexuada (P. pedeiae) e os sintomas tiveram inicio,
aproximadamente, aos 20 dias apos a inoculacdo, ndo diferindo entre os dois
isolados, apresentando manchas amareladas nas bordas das folhas, seguido de
coalescéncia e posterior necrose e desfolha das mudas, causando a morte dos
individuos em, aproximadamente, 50 dias. Com relagdo a morfologia, o fungo
apresentou picnidios arredondados, de coloracdo preta, micélio de coloracao
branca, conidios com comprimento de 3,87 — 4,10 um por 2,07 — 2,85 um de largura,
com formato oval oblongo, sem septos e hialinos. A esporulacdo dos isolados no
meio de cultura V8 foi superior aos demais meios (2,69 — 4,35 x 10° esporos mL™).
Portanto, este é o primeiro relato do fungo Phoma pedeiae em espécies florestais no
Rio Grande do Sul, o qual demonstrou elevada agressividade.

Palavras-chave: Fungo. Mancha foliar. Cedro. PCR.
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2.2 Introducéao

O Brasil € um pais que abrange uma grande diversidade bioldgica,
encontrada nos diversos ecossistemas existentes, com numerosas formas de vida.
No entanto, a utilizacdo dos recursos florestais pelo homem, através dos tempos,
tem provocado uma reducdo drastica das diversas comunidades vegetais,
comprometendo a sustentabilidade e a posterior manutencdo da diversidade
bioldgica das florestas (NASCIMENTO et al., 2001).

A exploracéo intensiva de madeiras de grande valor econdémico de espécies
como Cedrela fissilis Vell. (cedro) tem reduzido suas reservas naturais, colocando
essa populacdo em grande perigo de extingdo. Trata-se de uma espécie que possui
ampla dispersdo na Regido Sul e Sudeste do Brasil (REITZ et al., 1988),
desenvolvendo-se no interior da floresta primaria, podendo ser agressiva na
vegetacao secundaria (CARVALHO, 1994). A alta qualidade e o alto valor comercial
da madeira de cedro, o torna alvo do extrativismo e da exploracao indiscriminada,
acarretando em derrubadas desproporcionais nas formacdes vegetais onde ocorre
naturalmente (RUIZ FILHO et al., 2004). Ainda, Roel (2001) afirma que a producao
de espécies florestais nativas para uso comercial tem gerado uma preocupagao no
que se refere ao manejo de doencas, sendo este, um desafio que persiste e esta em
continuo agravamento.

Um dos principais problemas que comprometem a sustentabilidade das
florestas é a ocorréncia de pragas e doencas, que podem ser favorecidas pela
condicao climética e pela adocdo de praticas silviculturais inadequadas (ASSIS,
2006). A unido desses dois fatores pode ser fundamental na ocorréncia de
patdgenos em espécies florestais, podendo atacar diversas partes da planta, como
raizes frutos e folhas. Fungos causadores de manchas foliares podem causar sérios
danos ao hospedeiro, como alteracdes nos processos fisiologicos, desfolhamento
prematuro da planta, podendo levar a diminuicdo do crescimento e a morte do
individuo (FERREIRA, 1989).

O fungo Phoma pedeiae pertence a familia Didymellaceae, caracterizada pela
distribuicAo em diversos ambientes, ocorrendo geralmente em plantas, podendo
atacar folhas e caule (AVESKAMP et al., 2008, 2010; CHEN et al., 2015 a, b). Dessa
forma, o objetivo deste estudo foi a identificacdo e caracterizagcdo morfofisiologica e

molecular de Phoma sp., associada a Cedrela fissilis Vell.
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2.3 Revisao Bibliografica

2.3.1 A espécie Cedrela fissilis Vell.

A espécie Cedrela fissilis Vell., pertencente a familia Meliaceae, conhecida
popularmente como cedro, € uma arvore de 20 a 35 metros de altura e tronco de 60
a 90 cm de diametro, ocorrendo desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais, nas
florestas semidecidua e pluvial atlantica (LORENZI, 1992). Trata-se de uma espécie
rara, que se desenvolve no interior da floresta primaria, regenerando-se
principalmente em clareiras com areas menores que 60 m2, porém € agressiva na
vegetacdo secundaria (CARVALHO, 1994). Possui ampla dispersao na Regido Sul e
Sudeste do Brasil, apresentando bom crescimento, produzindo madeira de excelente
qualidade (REITZ et al., 1988).

A espécie apresenta elevada plasticidade dentro dos gradientes de luz,
indicada para plantios sob intensidades luminosas reduzidas e a céu aberto, com
excelente comportamento em ambas as situagcdes, podendo ser considerada uma
espécie apta para sistemas de enriquecimento florestal ou de recuperacao de areas
degradadas (GUARIZ, 2006).

O metabolismo secundario de C. fissilis, que tem papel importante
nas defesas vegetais contra a herbivoria e outras defesas inter-espécies, €
caracterizado pela producdo de terpenos, despertando interesses nas areas
industrial e medicinal (STAMP, 2003). A familia Meliaceae é conhecida pela
presenca de substancias chamadas limonoides, que tém amplo espectro de
atividade biologica, em particular como inseticida (AMBROZIN et al, 2006). Carvalho
(2003) descreve a casca dessa espécie como antisséptica, tonica, adstringente e
contra leucorréias. Além disso, tém sido relatadas propriedades terapéuticas como
antiviral, anti-helmintica, antirreumatica, anti-inflamatéria, anticancerigeno,
antimicobacteriana (NUNES et al., 2007).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Defesas_vegetais_contra_a_herbivoria
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2.3.2 Historico de doencas foliares no género Cedrela

Segundo Assis (2006), um dos principais problemas que colocam em risco e
comprometem a sustentabilidade das florestas € a ocorréncia de pragas e doencas.
Dessa forma, o autor salienta que a presenca desses agentes bidticos danosos pode
ser favorecida por dois fatores: a condicao climéatica que possibilita a realizacdo do
ciclo bioldgico do patégeno ou praga e a adocdo de praticas silviculturais
inadequadas que disseminem esses organismos. Nesse sentido, existem poucos
relatos acerca de doencas incidentes em espécies arbdreas tropicais, sendo que o
conhecimento dos patdgenos que atacam as principais espécies florestais, o grau de
severidade das doencas e as condicbes ambientais predisponentes para que as
doencas ocorram s&o 0s primeiros passos para a definicdo de medidas de manejo,
com a finalidade de minimizar prejuizos e promover o estabelecimento da &arvore na
floresta.

Fungos patogénicos que causam manchas foliares podem causar sérios
danos a planta hospedeira, principalmente alteracdes nos processos fisioldgicos,
como a fotossintese e o desfolhamento prematuro da planta, podendo levar a
diminuicdo do crescimento e a morte do hospedeiro (FERREIRA, 1989). Além disso,
Bedendo (1995) salienta que as lesdes provocadas por patdgenos geralmente tém
inicio com pequenos pontos cloroéticos, podendo coalescer e provocar necrose de
grandes areas do limbo foliar, e a area central das lesdes pode apresentar possiveis
estruturas reprodutivas do fungo.

Com relacdo a Cedrela fissilis, foi observada a ocorréncia do género
Phyllachora associado a manchas foliares, com a presenca de corpos de frutificacdo
negros em areas circulares, inicialmente com pequenas manchas cloréticas que
aumentam, em tons de marrom-amarelado, distribuidas ao longo das folhas e
peciolos (FERREIRA, 1989; VIANA, 2012; ZACCARONI et al., 2013).

Lisboa et al. (2016) descreveram a incidéncia de Botryosphaeria dothidea
(Moug. ex Fr.) Ces. & De Not., fungo causador do cancro, apresentando conidios
fusiformes a elipticos, sendo inicialmente hialinos, mas tornando-se castanho claro a
marrom com o passar do tempo. As espécies do género Botryosphaeria possuem
uma distribuicdo cosmopolita e causam sérios danos a varias culturas importantes,

causando cancros em arvores e arbustos (PHILLIPS et al., 2013).
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No estado do Amazonas, foi relatada a presenca do patdgeno
Pseudobeltrania cedrelae Henn, causando manchas foliares e desfolha em C.
odorata Lumber. O patdgeno caracteriza-se por apresentar pequenas pontuacdes
marrons claras, em folhas novas, circundadas por halo clorético, circulares a
angulares, bordas bem definidas, apresentando pontuagdes negras no centro das
lesbes necréticas (HANADA et al., 2005).

Em um levantamento de doencas em viveiros, foi observada a presenca do
patégeno Phomopsis sp. em mudas de C. odorata (TRINDADE; COELHO NETTO,
2003). O patégeno apresenta sintomas com lesBes necréticas arredondadas e
tamanho variavel, de cor marrom claro com fina borda marrom escura (CHARCHAR
et al., 2003). Viana et al. (2012) também relataram a presenca do fungo Curvularia
sp. causando manchas foliares em individuos da mesma espécie. Os sintomas
causados por esse patdbgeno sdo manchas arredondadas, de coloracdo marrom-
avermelhada, ocorrendo a coalescéncia das manchas em casos severos, levando ao
secamento das folhas (SANTOS et al., 2004).

2.3.3 O género Phoma

O género Phoma pertence a familia Didymellaceae, com mais de 5400 nomes
de taxon registrados no MycoBank (CROUS, 2004). A familia foi criada por Gruyter
(2009) para abranger trés géneros principais: Ascochyta, Didymella e Phoma, e
recentemente, a taxonomia de Didymellaceae foi revisada com base em dados de
sequéncia de DNA, melhorando significativamente a compreensdo sobre a
distribuicdo e biodiversidade dessa familia (CHEN et al., 2017).

Grande parte das espécies do género Phoma € encontrada em associacéo
com plantas terrestres, causando principalmente manchas foliares e manchas no
caule (AVESKAMP et al., 2008; ZHANG et al., 2014). Cerca de 50% das espécies de
Phoma spp. descritas por Boerema et al. (2004) s&o reconhecidas como fungos
fitopatogénicos relevantes, incluindo uma série de agentes patogénicos com status
de quarentena.

Tem se tornado consenso de muitos autores que a taxonomia de Phoma é
confusa (RAIl et al., 2014), possuindo mais de 200 espécies conhecidas,

encontradas em todo o mundo. O género foi originalmente descrito por Saccardo em
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1880 e revisado por Boerema e Bollen (1975), e, apés mais de 40 anos de pesquisa
taxondémica, as espécies de Phoma foram organizadas com base em um uUnico ou
apenas alguns caracteres morfologicos e ndo foram confirmados como
biologicamente realistas por estudos de biologia molecular (BOEREMA, 1997;
AVESKAMP et al., 2010; KOVICS et al., 2013).

Recentemente, Chen et al. (2015a) e Chen et al. (2017) realizaram uma
ampla revisdo taxonbmica da familia Didymellaceae com base em dados de
sequéncia de DNA multi-locus. Com base nestes estudos, a espécie Phoma pedeiae
foi renomeada para Didymella pedeiae, sendo, portanto, sinbnimos. Isso ocorreu
devido ao género Phoma ser morfologicamente dificil de distinguir a morfologia
sexual de Didymella. Dessa forma, o estudo foi realizado para esclarecer a
delimitacdo genérica entre esses e outros géneros pertencentes a familia
Didymellaceae.

Algumas espécies do género Phoma, na qual esta classificada também a
espécie Phoma tarda (Stewart) Boerema & Bollen, possuem Didymella spp. como
fase sexuada, sendo consideradas heterotalicas (SALGADO et al.,, 2007). Os
autores relataram a presenca de P. tarda em cultivos de café (Coffea arabica L.) no
Brasil, causando a seca de ponteiros e podriddo no colo de mudas em viveiros,
acarretando em prejuizos na producdo. Ainda, tem sido relatada a ocorréncia do
patbgeno Phoma costarricensis Echandi, causando sintomas em varias partes da
planta (NOJOSA et al.,, 2009). De acordo com 0s autores, espécies desse género
sdo caracterizadas por apresentar potencial de dano elevado sob condi¢oes
ambientais propicias. Em cultivos de ervilha (Pisum sativum L.) tem sido relatada a
presenca do patdgeno Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch,
causando lesBes em folhas e vagens, com aspecto arredondado ou irregular. Essa
doenca é favorecida por alta umidade relativa do ar e temperaturas inferiores a 23 °C
(AGROLINK, 2018).
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2.4 Material e Métodos

2.4.1 Obtencéo do material vegetal

Foram coletadas folhas de arvores adultas com sintomas da doenca em duas
areas, no municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul (29° 43' 11.9" S e 53° 43’
01.9" W; 29° 42' 39.9" S e 53° 43' 02.9" W), durante o més de outubro de 2016
(Figura 1). De acordo com a classificacdo de Alvares et al. (2013), o clima da regiéao
€ subtropical umido, tipo Cfa, caracterizado por apresentar temperatura média do
més mais frio entre -3 e 18 °C, e do més mais quente superior a 22 °C, com

precipitacdo média anual de 1.769 mm e chuvas bem distribuidas ao longo do ano.
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Figura 1. Municipio de Santa Maria, localizado na regido Central do Rio Grande do Sul, onde foi

realizada a coleta dos isolados de Phoma spp. (Fonte: Google Earth, 2018).

Apbs a coleta (Figura 2A), o material vegetal foi devidamente identificado e
encaminhado ao Laboratério de Fitopatologia Elocy Minussi, Departamento de

Defesa Fitossanitaria do Centro de Ciéncias Rurais (UFSM), para posterior analise.
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Figura 2. A) Coleta de folhas com sintomas da doenca em Cedrela fissilis Vell., no municipio de Santa

Maria; B) Isolamento do fungo; C) Folhas de C. fissilis com sintomas da doenga causada por Phoma

spp.

Para o isolamento do patégeno (Figura 2B), o material vegetal com sintomas
da doenca (Figura 2C) foi previamente desinfestado com hipoclorito de sdédio
(NaClO) a 2% (v/v) por 1 min e lavado duas vezes em agua destilada e autoclavada.
Apoés esse procedimento, o material foi transferido para caixas gerbox (previamente
desinfestadas com etanol 70% (v/v) por 30 s e hipoclorito de sédio a 2% (v/v) por 1
min), forradas com duas folhas de papel filtro esterilizadas no forno a 150°C, por 2 h,
com adicdo de a4gua destilada esterilizada.

O material foi incubado em sala climatizada a 25 *+ 2 °C até a formacédo das
estruturas reprodutivas do fungo por, aproximadamente, trés dias. Apds esse
procedimento, o material foi observado em microscopio estereoscopico e oOtico.
Quando estruturas flngicas se faziam presentes, essas eram transferidas para
placas de Petri de 80 mm de didmetro, contendo meio de cultura Batata-dextrose-
agar (BDA) (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Apbés 14 dias de desenvolvimento do fungo, o mesmo foi purificado e
realizada a cultura monospérica (FERNANDES, 1993), sendo posteriormente

transferidos para os meios BDA, CA (cenoura-agar) e V8 (suco de vegetais), com a
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finalidade de verificar o meio de cultura adequado para o desenvolvimento do fungo,
visto que ndo existem relatos na literatura que especifiquem o meio de cultura ideal

para o0 seu crescimento.

2.4.2 Patogenicidade dos isolados de Phoma spp.

A partir da cultura pura dos isolados de Phoma spp., obtido de foliolos de C.
fissilis, conforme descrito no item 2.4.1, foi preparada uma suspensao de esporos.
Os isolados foram cultivados em meio BDA a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, por
14 dias. Apos foram adicionados 10 mL de agua destilada esterilizada em cada
placa, e posterior raspagem do meio, e a suspensdo obtida transferida para um
béquer. A estimativa da concentracdo de esporos (esporos/mL) foi realizada com o
auxilio da camara de Neubauer, tendo a suspens&o, no minimo, 1 x 10° esporos/mL,
conforme sugerido por Alfenas e Mafia (2007). Dessa forma, adotou-se a

concentracéo de 6 x 10° esporos/mL, sendo ajustado por meio da equacao:

Vi= Vi x Ci/Cf,

Onde:

Vf = volume final da suspenséao;

Vi = volume inicial da suspensao;

Ci = concentracao inicial de esporos/mL (quantificada na camara de Neubauer);

Cf = concentracéo de esporos/mL desejada.

2.4.2.1 Inoculagéo

As mudas de C. fissilis foram obtidas por meio de semeadura em vasos de
polipropileno (capacidade aproximada de 3L) contendo substrato comercial a base
de turfa preta. A inoculacdo do fungo foi realizada nas mudas com,
aproximadamente, oito meses de idade pelo método de aspersao nos isolados e o

tratamento controle, com cinco repeticoes.
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As plantas permaneceram em condi¢cdes de camara Uumida por 48 horas
(Figura 3A e 3B), com a finalidade de proporcionar condices ambientais favoraveis
para a penetracdo do patdgeno no tecido foliar do hospedeiro. O experimento foi
realizado em casa de vegetacédo, sem controle da temperatura, com irrigacao diaria

por 50 dias, quando ocorreu a morte da maioria dos individuos.

Inoculacéo por meio de

Phoma sp. ,. £
suspensdo de esporos.
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Figura 3. A) Modelo de camara Umida, utilizada para inoculagdo do fungo Phoma spp.; B) Camara
Umida em vasos contendo mudas vivas de Cedrela fissilis Vell, instaladas em casa de vegetacgéo.
(Fonte: Adaptado de Alfenas; Mafia, 2007; Lazarotto, 2013; Dutra, 2017).

2.4.2.2 Avaliacdo da patogenicidade

Apbs a inoculacdo do fungo nas folhas, foi observado o niumero de dias de
incubacdo até que os primeiros sintomas estivessem aparentes (PARLEVLIET,
1979). A incidéncia da doenca foi obtida de forma visual, a partir do
acompanhamento diario dos sintomas, por um periodo de 50 dias. A patogenicidade
foi classificada como positiva no caso de haver sintomas e como negativa, no caso

de ndo ocorrer sintomas. A partir de um numero padrdao de folhas por muda, foi
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realizada a quantificagcdo da severidade, ou seja, em um total de seis folhas, foi

observada a ocorréncia ou ndo em cada uma dessas folhas.

2.4.3 Caracterizacdo morfofisioldgica dos isolados patogénicos de Phoma spp.

As avaliacfes morfofisioldgicas foram baseadas em metodologia descrita por
Michereff et al. (2003), sendo que os dois isolados de Phoma spp. foram analisados
pelos seguintes parametros: crescimento micelial (taxa de crescimento micelial -
TCM e indice velocidade de crescimento micelial - IVCM), esporulacéo, pigmentacdo

das colbnias e caracterizacdo dos conidios, que estao descritos abaixo.

2.4.3.1 Crescimento micelial

O crescimento micelial (CM) foi determinado a partir da transferéncia de
discos de meio BDA com 6 mm de diametro, obtidos de colonias puras, para outras
placas com meio BDA. Para isso, foram utilizadas quatro repeticdes, sendo cada
repeticdo constituida por uma placa. O CM de cada isolado foi avaliado diariamente
até os 14 dias, por meio da mensuracdo da média do diametro da colbnia em dois
sentidos diametralmente opostos. Com o CM foi possivel a obtencdo da TCM e

IVCM, empregando-se a féormula de Maguirre (1962) adaptado por Oliveira (1991).

TCM =Dn/n
Onde:
TCM = taxa de crescimento micelial;
Dn = diametro da colbnia ao final da avaliagéo;

n = numero de dias apoés a inoculagéo.

IVCM = Z ((D — Da)/N)
Onde:
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;
D = didmetro médio atual da colbnia;

Da = didmetro médio da coldnia do dia anterior;
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N = numero de dias ap0s a inoculagao.

2.4.3.2 Esporulagéao

A esporulacédo foi avaliada aos 14 dias de incubacéo, pela adicdo de 10 mL
de agua destilada estéril em cada placa utilizada para avaliacdo do crescimento
micelial, raspagem das coldnias e peneiramento em camada dupla de gaze, para a
posterior estimativa da concentracdo de esporos (esporos mL™), com o auxilio da
camara de Neubauer, para os meios de cultura BDA, CA e V8.

Para avaliacdo da esporulacdo (bifatorial - isolados x meios de cultura) foi
realizada a analise de variancia, e a variavel média foi comparada pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro, através do programa estatistico
Sisvar versao 5.3 (FERREIRA, 2011).

2.4.3.3 Pigmentagao das coldnias em meio de cultura

A pigmentacgédo das colonias foi determinada nos meios de cultura BDA, CA e

V8, e sua coloracéo foi identificada conforme a Munsell Soil Color Chart (2009).

2.4.3.4 Caracterizacdo dos conidios

Para a caracterizacao dos conidios, foi preparada uma suspensao de esporos
do fungo em agua destilada esterilizada (10 mL) e pipetada uma amostra sobre uma
lamina de microscopia para a observacao. A largura e o comprimento foram medidos
em microscopio 6tico, com micrémetro acoplado, na magnitude de 40 x. Para cada
isolado, foram medidos 40 esporos, sendo esse procedimento realizado para os dois

isolados, cultivados em meio de cultura BDA.



30

2.4.4 Caracterizacdo molecular dos isolados patogénicos de Phoma spp.

Os isolados de Phoma spp. selecionados e identificados foram encaminhados
ao Instituto Biologico de S&o Paulo para a realizacdo da extracdo de DNA e analise
molecular do fungo. A extracdo do DNA foi baseada na metodologia descrita por
Doyle e Doyle (1991) a partir do micélio crescido em meio de cultura BDA. A amostra
de DNA gendmico extraido foi submetida a reagcdo em cadeia pela polimerase (PCR)
para amplificacdo da regido ITS (internal transcribed spacer) do rDNA. Os
oligonucleotideos iniciadores para a regido ITS foram ITS1 (5 -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG — 3') e ITS4 (5 — TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3')
(WHITE et al., 1990). A reacgéo para a PCR consistiu de 1 pL de DNA, 1 pL de cada
primer a 10 uM, 10 pL de tampéo para PCR 5X, 1 pL de dNTPs a 10 mM, 0,2 L de
GoTaq DNA polimerase 5U/uL (Promega) e 35,8 uL H20 MilliQ autoclavada, para
um volume final de 50 pL. O programa de amplificagcdo consistiu de desnaturagao
inicial a 94 °C/2 min seguida de 40 ciclos de desnaturagéo a 94 °C/10 s, anelamento
a 54 °C/30 s, extenséo a 72 °C/45 s, e extenséo final a 72 °C/4 min. A verificacdo
dos produtos amplificados foi realizada através de eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etideo.

Os produtos amplificados foram purificados através de precipitagdo com
polietilenoglicol (SCHMITZ; RIESNER, 2006), submetidos a reacdo de
sequenciamento pelo método de terminacdo de cadeia empregando-se o reagente
Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) e analisados em sequenciador capilar automatico
3500 XL (Applied Biosystems).

Os fragmentos sequenciados foram analisados utilizando o programa BioEdit
(HALL, 1999). Sequéncias similares as obtidas para os isolados do presente estudo
foram encontradas no GenBank através da ferramenta Blast e as que apresentaram
0s maiores scores foram selecionadas e alinhadas, juntamente com as sequéncias
obtidas no sequenciamento pelo algoritmo ClustalWW. A andlise filogenética foi
conduzida utilizando o método estatistico Neighbour—joining com 1000 replicatas,
pelo programa MEGA verséo 4 (TAMURA et al., 2007).
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2.5 Resultados e Discussao

2.5.1 Isolados de Phoma spp.

A partir da observacdo da ocorréncia do fungo Phoma spp. foram
selecionados dois isolados para a realizacdo das analises morfofisiolégica e
molecular, denominados como SMO01 e SM02.

Os sintomas causados por Phoma spp. ocorrem em folhas, ramos, flores e
frutos de plantas, e estd amplamente distribuida em diferentes regides do mundo.
No Brasil, esse fungo foi identificado em 1973, no Estado do Espirito Santo
(SALGADO et al.,, 2007), e algumas espécies desse género possui ocorréncia
limitada por fatores ambientais, tais como temperatura, umidade relativa do ar,
intensidade luminosa e altitude (GOMEZ; BUSTAMANTE, 1977).

Estudos desse fungo em espécies florestais ainda sdo escassos, e ainda nao
existem relatos de ocorréncia desse género em C. fissilis. Porém, a ocorréncia desse
género tem se tornado preocupante em outros tipos de cultivos, como o café (Coffea
arabica), onde ocorre a presenca da doenca conhecida por Mancha de Phoma, que
tem causado sérios danos ao cultivo (NOJOSA et al., 2009).

Esses autores ressaltaram que o fungo Phoma spp. pode ter um potencial de
dano elevado sob condicbes ambientais propicias, geralmente elevada precipitacdo
e umidade relativa do ar. Nesse contexto, Dias et al. (1999) ressaltaram que a
ocorréncia desse género € favorecida pela elevada umidade do solo, motivo este
gue pode ter facilitado a disseminac¢ao deste patdgeno, visto que o periodo de coleta
de material para isolamento fungico foi caracterizado pela precipitacdo acima da
média e elevada umidade relativa do ar, aproximadamente 400 mm e 90%,
respectivamente (INMET, 2017).

2.5.2 Patogenicidade dos isolados de Phoma spp.

Os sintomas causados pelo fungo Phoma pedeiae iniciaram,

aproximadamente, aos 20 dias ap0s a inoculacdo por aspersdo. Os isolados néo

apresentaram diferencas nos sintomas da doenca, o que pode ser explicado pela
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regido de coleta do material vegetal ser de areas proximas. Os sintomas
caracterizaram-se por apresentar manchas amareladas nas bordas dos foliolos,

seguido de coalescéncia e posterior necrose e desfolha das mudas (Tabela 1).

Tabela 1 - Patogenicidade de Phoma spp. em funcdo da incidéncia de manchas
necroticas em folhas de Cedrela fissilis Vell.

Numero médio de Patogenicidade Incidéncia  Severidade

Isolado folhas atacadas (%) (%)

SMO01* 4 Positiva 100 66,7

SMO02 3 Positiva 100 50
Testemunha 0 Negativa 0 0

Em que: *SM: Isolado Santa Maria.

Os isolados ndo apresentaram diferenca com relacdo aos sintomas
causados pelo fungo (Figura 4), diferindo da testemunha, a qual ndo apresentou
sintomas. Tem sido relatada a ocorréncia de Phoma multirostrata (P.N. Mathur, S.K.
Menon & Thirum.) Dorenb. & Boerema, agente causal da Mancha de Phoma, em
mudas de baru (Dipteryx alata Vogel), apresentando como sintomas lesdes foliares
marrons quatro dias apos a inoculacédo (ANJOS et al., 2009).

Zheng et al. (2017) testaram a patogenicidade de trés isolados de P.
Herbarum Westend. em palmeira (Elaeis guineenses Jacq) na China e verificaram
que, sete dias ap6s a inoculacdo, as plantas comecaram a apresentar sintomas
visiveis da doenga, como manchas marrons escuras redondas ou irregulares, com

ou sem halo amarelo na borda, tornando-se oval ou de forma irregular.
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Figura 4. A e B) Sintomas causados por Phoma spp., em mudas de Cedrela fissilis Vell., aos 50 dias
apoés a inoculagdo por aspersdo. C) Sintomas de Phoma spp., observados em microscopio
estereoscopico; D) Picnidio e conidios de Phoma spp, observados em microscopio 6tico (40x) (a:

picnidio; b: conidios; c: hifa).
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2.5.3 Caracterizacédo morfofisioldgica dos isolados de Phoma spp.

Com relacao a morfologia, a colénia do fungo apresentou pigmentacdo marrom
avermelhado (2.5YR4/4) em meio BDA (MUNSELL, 2009), com micélio de coloracao
branca e picnidios arredondados, de coloracdo preta (Figura 5A e 5B). As
caracteristicas morfolégicas relacionadas ao crescimento e a caracterizagdo dos
conidios estdo apresentadas na Tabela 2, sendo possivel observar que o
crescimento micelial (CM), a taxa de crescimento micelial (TCM) e o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) foram semelhantes para ambos os
isolados, bem como o comprimento e a largura dos conidios.

Entre as formas dos esporos, observada em meio BDA, foi verificada a
presenca de conidios ovais oblongos, sem septos e hialinos, em ambos os isolados.
Além disso, tanto o comprimento como a largura ndo apresentaram diferencas,
variando de 4,100 a 3,875 um e 2,850 a 2,075 pm, respectivamente. Com relagéo ao
crescimento micelial, que variou de 32 a 35 mm aos 14 dias, Salgado et al. (2007)
verificaram valores semelhantes aos encontrados no presente estudo para as
espécies P. costarricensis e P. herbarum, com diametro da coldnia variando de 30 a

35 mm.

Tabela 2 — Caracteristicas morfolégicas dos isolados de Phoma spp. obtidas de
plantas sintoméaticas de Cedrela fissilis Vell.

Isolados Esp. CM TCM IVCM Forma Conidios
(.10% (mm) (mm dia®) dos Comprimento Largura
conidios (um) (um)
SM01 6,52 35,02 2,50 6,82 Oval 4,100 2,850
oblongo
SM02 6,45 32,80 2,34 4,31 Oval 3,875 2,075
oblongo

Esp: Esporulagdo aos 14 dias; CM (mm): Crescimento micelial; TCM (mm dia™): Taxa de crescimento
micelial; IVCM (mm dia™): indice de velocidade de crescimento micelial.
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Figura 5. Caracterizagdo morfologica de Phoma spp. A) Col6nia pura de Phoma spp., em meio BDA;
B) Presenca de micélio aéreo branco e picnidios puntiformes negros observados em microscépio
estereoscopico; C) Conidios obtidos de colbnias puras, observados em microscéopio o6tico; D)

Comprimento dos conidios, observados em microscopio 6tico.

Zheng et al. (2017) observaram a presenca de Phoma herbarum em
palmeira (Elaeis guineensis), o qual apresentava conidios de formato oval e
arredondado nas extremidades, com dimensodes variando de 4,4 a 6,4 ym por 1,5 a
2,4 ym, sendo valores semelhantes aos encontrados no presente estudo.

No entanto, Salgado et al. (2007) relataram a presenca de P. costarricensis
e P. herbarum em plantios de café, e, ao realizarem a caracterizacao morfolégica
dos patdégenos, observaram que ambos se diferenciavam morfologicamente. P.
costarricensis apresentava conidios unicelulares fusiformes, hialinos, micélio de

coloragdo branca e conidios de dimensbes 3,0 a 4,0 um por 2,0 a 2,5 pm.
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Entretanto, o patégeno P. herbarum apresentava conidios oblongos, de dimensdes
variando de 4,0 a 5,0 um por 2,0 a 2,5 um, demonstrando a variabilidade existente

entre os conidios de espécies pertencentes ao mesmo género.

2.5.4 Esporulacdo e pigmentacdo da colbnia pura de Phoma spp.em diferentes

meios de cultura

A esporulacéo dos isolados em diferentes meios de cultura esta apresentada
na Tabela 3, ocorrendo interacdo entre os isolados e os meios de cultura. Os
isolados nao diferiram entre si, apresentando esporulacdo semelhante em cada meio
de cultura. No entanto, os meios BDA e CA néo diferiram significativamente,
apresentando diferencas quando comparados ao meio de cultura V8, que

apresentou maior numero de esporos para ambos os isolados.

Tabela 3 — Esporulacdo (x10° esporos/mL) de Phoma spp. mensurada aos 14 dias
em diferentes meios de cultura.

Isolado Meios de cultura
BDA V8 CA
SMO1 1,04 aB 4,35 aA 1,15 aB
SM02 2,32 aB 2,69 aA 1,32 aB
C.V. (%) 24,87

* Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem pelo
teste de Tukey a 5% de significAncia. Onde: BDA: batata-dextrose-agar, V8: suco de vegetais, CA:
meio de cultura composto por cenoura e agar e C.V: coeficiente de variacao.

A pigmentacao das colbnias foi distinta para cada meio de cultura, conforme
Munsell (2009). A coloracdo de ambos os isolados no meio de cultura BDA foi
marrom avermelhado (2.5Y4/4), enquanto os meios CA e V8 apresentaram

coloragéo vermelho claro, 10R5/5.2 e 5R4/4/4, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Aspecto e coloragdo das colénias de Phoma spp. em meio BDA, CA e V8, apés 14 dias de
incubacgdo. Visualizacdo do lado superior (acima na figura) e inferior da placa de Petri (abaixo na

figura).

2.5.5 Caracterizagdo molecular dos isolados patogénicos de Phoma spp.

Foi gerado um dendrograma filogenético para as regides gendmicas ITS
(Tabela 4) e B-tubulina (Tabela 5), e abaixo sdo apresentados 0s acessos utilizados
para a comparacdo filogenética de cada regido, obtidas a partir do GenBank,
seguidas de seu numero de acesso, percentual de cobertura e similaridade. Para a
construgcdo do dendrograma, foram escolhidos acessos com maior similaridade e
cobertura da sequéncia, obtidos ap6s o alinhamento (Figura 7 e Figura 8).
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Tabela 4 — Acesso no GenBank, cobertura (%), similaridade (%) e referéncia das
espécies utilizadas na constru¢do do dendrograma filogenético da regido
gendmica ITS.

Espécies Acessono  Cobertura Similaridade Referéncias
GenBank (%) (%)
Didymella pedeiae KM 507779 98 99 Bohl Stricker et
al. (2015)*
Didymella pedeiae NR 135984 91 99 Aveskamp et al.
(2015)
Phoma moricola KX 065025 98 99 Li et al. (2016)
Phoma sojicula FJ 418182 98 97 Chadha et al.
(2008)
Phoma bellidis JX 406536 95 98 Tang et al.
(2012)
Phoma pedeiae KT 309923 91 99 Johnston e Park
(2015)
Didymella glomerata KT 827261 81 95 Soares e White
(2016)*
Didymella bellidis KX 302080 81 93 Xiang et al.
(2016)
Ascochyta fabae FM 180026 84 94 Sherieff (2008)
Ascochyta fabae FM 180027 84 94 Sherieff (2008)

*Acesso lancado no GenBank, porém, ainda ndo publicado.
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Figura 7. Dendrograma filogenético baseado no método Neighbor-joining a partir de sequéncias de

DNA da regido ITS. Os nimeros sobre os ramos indicam a porcentagem de repeticées da andlise de

bootstrap na qual as repetic6es foram observadas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM507779.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3HZX0BR8014

39

Tabela 5 — Acesso no GenBank, cobertura (%), similaridade (%) e referéncia das
espécies utilizadas na constru¢do do dendrograma filogenético da regido
gendmica B-tubulina.

Espécies Acesso no Cobertura Similaridade Referéncias
GenBank (%) (%)
Didymella pedeiae GU 237641 89 97 Aveskamp et
al. (2010)*
Didymella pedeiae GU 237642 89 97 Aveskamp et
al. (2010)
Didymella glomerata LT 592974 98 99 Valenzuela-
Lopes et al.
(2017)
Phoma pinodellla AY 831511 78 93 Ellwood et al.
(2006)
Didymella KX 821247 89 96 Ahmadpour et
microchlamydospora al. (2017)
Didymella KX 821246 92 96 Ahmadpour et
microchlamydospora al. (2017)
Didymella KX 821245 92 96 Ahmadpour et
microchlamydospora al. (2017)
Phoma sorghina FJ 427174 86 94 Aveskamp et
al. (2009)
Phoma bellidis KR 818909 91 99 Xu (2015)
Didymella bellidis MF 065776 83 94 Gomzhina et
al (2017)

*Acesso lancado no GenBank, porém, ainda ndo publicado.
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Figura 8. Dendrograma filogenético baseado no método Neighbor-joining a partir de sequéncias de

DNA da regido B-tubulina. Os nimeros sobre os ramos indicam a porcentagem de repeticdes da

analise de bootstrap na qual as repeticdes foram observadas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM507779.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3HZX0BR8014
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Com o sequenciamento das regifes ITS e B-tubulina foi possivel definir a
espécie em questdo, como pertencente ao clado de Phoma pedeiae (KT 309923) e
Didymella pedeiae (KM 507779; NR 135984; GU 237641; GU 237642). O isolado de
P. pedeiae do presente estudo pertence ao mesmo clade (ramo) que as espécies P.
pedeiae e D. pedeiae, apresentado uma alta similaridade (99 a 93%), e o suporte de
bootstrap foi de 70% e 81%, respectivamente.

Dessa forma, o isolado Didymella SMO1 foi identificado como Didymella
pedeiae, forma sexual de Phoma pedeiae, pertencente a familia Didymellaceae. O
género Didymella spp. ainda nado foi descrito para C. fissilis e ndo existem
ocorréncias para espécies florestais. Segundo Aveskamp et al. (2010), esse género
necessita de uma revisdo abrangente, pois desempenha um papel importante na

delimitacdo de géneros fitopatologicamente importantes.



41

2.6 Conclusoes

- Este é o primeiro relato do fungo Phoma pedeiae em Cedrela fissilis no Rio

Grande do Sul, o qual demonstrou ser patogénico.

- O fungo Phoma pedeiae apresenta crescimento e esporulacdo superior em

meio de cultura composto por suco de vegetais e agar (V8).
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3 CAPITULO 2 - OBTENCAO, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE
ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL DE Cedrela fissilis Vell.

3.1 Resumo

Os oOleos essenciais (OEs) sdo produtos obtidos de tecidos de plantas, possuindo
funcdes ecoldgicas, como promotores de crescimento, protecdo contra predadores,
atracdo de polinizadores, entre outras funcdes. A espécie Cedrela fissilis Vell.
produz madeira de excelente qualidade com ampla dispersdo na Regidao Sul e
Sudeste do Brasil, desenvolvendo-se no interior da floresta primaria. Em
contrapartida, tem sido relatada a presenca de fungos causadores de manchas
foliares em diversas espécies florestais nativas, entre elas a C. fissilis, porém,
medidas de controle ainda sdo inexistentes para essa espécie. Com isso, tém
surgido métodos alternativos no controle dessas doencas, como o0 uso de OE de
espécies florestais. O objetivo do trabalho foi identificar e caracterizar a composicéo
do OE de foliolos de C. fissilis, coletados na estacdo primaveril dos anos de 2015,
2016 e 2017, e analisar a atividade antifungica de diferentes concentracées do OE
no controle do patdogeno Phoma pedeiae. O experimento foi conduzido nos
Laboratérios de Extrativos Vegetais e de Fitopatologia Elocy Minussi (UFSM), sendo
extraido o OE de foliolos jovens de C. fissilis (Santa Maria, RS). A extracdo do OE
foi realizada pelo método de hidrodestilagédo, utilizando o aparelho de Clevenger
modificado por 3 h, em triplicata. A avaliacdo da atividade antifingica in vitro do OE
dos foliolos de C. fissilis foi a partir de colénias puras de P. pedeiae, repicadas em
discos de 9 mm e transferidos para placas de Petri de 90 mm de diametro,
previamente esterilizadas, contendo 30 mL de meio de cultura BDA, suplementado
com o OE previamente diluido em etanol, nas concentra¢cbes de 0,5, 0,75, 1,0e 1,5
uL mL™?, além de controle positivo e negativo, e incubadas em BOD a 25 °C, com
12h de fotoperiodo e medicdes diarias do didmetro da colbnia. As variaveis
analisadas foram crescimento micelial (CM), taxa de crescimento micelial (TCM),
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e inibicdo de crescimento
micelial (ICM), em delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticoes,
tendo as concentracdes como fatores de variagdo. Ao final dos trés anos de
avaliagcdo foram identificados 45 componentes do OE de foliolos de C. fissilis,
correspondendo a, aproximadamente, 90% da composicao total do OE nos trés anos
de coleta, com a predominancia das substancias B-cariofileno, B-bisaboleno, [3-
elemeno, a-cubebeno, viridiflorol, espatulenol, elixeno e germacreno D. O OE
apresentou atividade fungistatica relativa frente a P. pedeiae a partir da
concentracdo de 0,5 uL mL™, com uma ICM de 43,5%, sendo que a inibigdo foi
superior com o aumento da concentragdo. Dessa forma, o 6leo essencial de foliolos
de Cedrela fissilis é indicado para uso no controle de patdgenos, por se tratar de um
metabdlito secundario de origem vegetal, ndo causando prejuizos ao meio ambiente.

Palavras-chave: Esséncias florestais. Controle de doencgas. Cedro. Phoma sp.
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3.2 Introducéo

Em um pais com dimensdes territoriais como o Brasil, com alta diversidade
climatica e geogréfica, observa-se uma enorme variedade de patdégenos associados
a plantas. Além disso, a utilizacdo comercial de espécies nativas, tanto para
consumo interno como para exportagao, acarreta em preocupacao quando se refere
ao controle de doencas em espécies florestais, sendo esse, um desafio que persiste
e tem se agravado anualmente (ROEL, 2001).

Tem sido relatada a presenca de fungos causadores de manchas foliares
em diversas espécies florestais nativas, com destaque para a Cedrela fissilis Vell.
(Meliaceae), conhecida popularmente como cedro. Trata-se de uma espécie rara,
gue se desenvolve no interior da floresta primaria, regenerando-se principalmente
em clareiras, porém é agressiva na vegetacdo secundéaria (CARVALHO, 1994). A
espécie apresenta bom crescimento, produzindo madeira de excelente qualidade,
possuindo ampla dispersédo na Regido Sul e Sudeste do Brasil (REITZ et al., 1988).

Segundo Carvalho (1994), entre as madeiras leves, o cedro é a que possibilita
o uso mais diversificado, superado somente pela madeira de Araucaria angustifolia.
Ruiz Filho et al. (2004) relataram que a alta qualidade e o alto valor comercial da
madeira de cedro a tem tornado alvo do extrativismo e da exploragao indiscriminada,
acarretando em derrubadas desproporcionais nas formacdes vegetais onde ocorre
naturalmente.

No entanto, algumas doencas que causam mancha foliar tem sido
observadas para essa espécie, fazendo com que, a partir da incidéncia do patégeno,
a planta diminua o seu aparato fotossintético, acarretando em perdas na producéo
de madeira. No entanto, ndo existem produtos quimicos registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA para utilizagdo na espécie em
estudo, e os produtos que ilegalmente possam ser utilizados podem afetar o seu
desenvolvimento, e, por vezes, aumentar a resisténcia dos organismos aos produtos
guimicos utilizados.

Alguns patogenos causadores de manchas foliares tém sido relatados em
espécies florestais causando reducdo da area fotossintética da planta, como a
doenca causada pelo género Phoma, que tem como principais sintomas a desfolha
de arvores, necrose de ramos e rosetas, podendo resultar na queda indireta das

flores, podriddo seca de ponteiros e extremidade dos ramos, resultando em perdas
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significativas (POZZA et al., 2001), podendo ocorrer desde a formacdo de mudas, no
viveiro, até a fase de producao da cultura (LIMA et al., 2010).

Dessa forma, tém surgido métodos alternativos de controle de patdgenos
causadores de mancha foliar, como por exemplo, 0 uso de compostos secundarios,
como o Oleo essencial (OE) de plantas medicinais e espécies florestais, podendo
constituir uma potencial forma de controle de doencas em plantas. Esse produto,
oriundo do metabolismo vegetal, tem se tornado um dos mais promissores, sendo de
facil acesso para a pesquisa e consumidores.

Os OEs apresentam consisténcia viscosa e sdo definidos por um conjunto de
propriedades, responsavel pelos aromas, podendo ser de origem natural ou sintética
(CARDOSO et al., 2000), geralmente produzidos por estruturas secretoras
especializadas, como glandulas, células parenquimaticas diferenciadas, canais
oleiferos ou em bolsas especificas, podendo essas ser encontradas em flores,
folhas, frutos, madeira, casca, raizes, rizomas e sementes (SIMOES; SPITZER,
2004). Do ponto de vista quimico, OE é uma mistura heterogénea e complexa,
podendo ser constituido por 50 a 300 substéncias de classes quimicas diferentes,
entre elas terpenoides (mono, sesquiterpenos e diterpenos), lignoides (alil e propenil
derivados), hidrocarbonetos, fenois, ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois e acidos
(MAIA et al., 1998).

Os OEs apresentam funcdes ecoldgicas, especialmente como inibidores da
germinacao, protecdo contra predadores, atracdo de polinizadores, protecdo contra
perda de agua de folhas e meristemas, aumento da temperatura, remocdo de
espécies reativas de oxigénio (radicais livres) e potenciais agentes defensores
contra bactérias, fungos e infestantes (BAKKALI et al., 2008; CRAVEIRO;
MACHADO, 1986; HARBONE, 1993; GANG, 2005; GLINWOOD et al., 2011).
Entretanto, determinados fatores influenciam a composicdo desses metabdlitos
secundarios, como a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacao
ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, e até mesmo a inducdo por
estimulos mecénicos ou ataque de patégenos (GOBBO-NETTO; LOPES, 2007).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi identificar e caracterizar a
composicdo do Oleo essencial de foliolos de Cedrela fissilis Vell., coletados na
estacdo primaveril dos anos de 2015, 2016 e 2017, e analisar a atividade antifiungica
de diferentes concentracbes do 0Oleo essencial de C. fissilis no controle in vitro do

patdgeno Phoma pedeiae.
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3.3 Revisao Bibliografica

3.3.1 Definicdo de 6leos essenciais

Os 6leos essenciais (OEs) ja foram considerados como um “desperdicio
fisiolégico”, ou ainda como residuo do metabolismo das plantas (SIMOES; SPITZER,
2004; GANG, 2005). No entanto, apOs inUmeras pesquisas relacionadas a esse
produto obtido das plantas, autores salientaram que o OE esta entre os produtos do
metabolismo vegetal mais promissor e de mais facil acesso para a pesquisa de
compostos Uteis ao homem e aos animais (DA SILVA et al., 2017).

Os OEs também sdo conhecidos por Oleos volateis, 6leos etéreos ou
simplesmente esséncias, e sdo definidos pela International Standard Organization
(ISO/DI1S9235, 2013) como produtos obtidos de partes de plantas por meio das
técnicas de prensagem ou expressao, enfloracdo (enfleurage), extracdo assistida
por micro-ondas, extragcdo com solventes organicos, com fluido supercritico, arraste
a vapor d’agua e hidrodestilagdo (VITTI; BRITO, 2003; SIMOES; SPITZER, 2004;
BAKKALI et al., 2008; ZHANG et al., 2011), de acordo com as caracteristicas de
cada espécie vegetal.

Os OEs sédo caracterizados por cheiro aromatico, geralmente de cor
incandescente a ligeiramente amarelada e insolivel em &gua, mas solivel em
solventes organicos (NAZZARO et al.,, 2013). No entanto, a composi¢cdo do OE
varia conforme a espécie vegetal, origem geografica da planta, condi¢des climaticas,
tipo de solo, fase do ciclo vegetativo e parte da planta que foi utilizada para a
extracdo (ANGIONI et al., 2006; MASOTTI et al., 2003 ). Além disso, geralmente sdo
secretados como metabdlitos secundarios com papel importante na polinizagdo ou
mecanismos de defesa contra bactérias e fungos (TAJKARIMI et al., 2010).

Segundo alguns pesquisadores, grande parte dos OEs possuem propriedades
antimicrobianas contra uma ampla gama de micro-organismos, sendo relatados em
varios estudos (JEONG et al., 2014; LEE et al., 2010; SMITH-PALMER et al., 2001),
com caracteristicas de importancia frente aos micro-organismos, como a
hidrofobicidade dos seus componentes, que passam facilmente pela membrana
celular do patégeno interferindo nos mecanismos de transporte molecular levando a
inativacdo celular (BURT, 2004; GONI et al., 2009 ).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0235
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0350
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0015
http://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
http://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pollination
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0455
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0075
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0035
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Dessa forma, a caracterizagdo do OE de plantas, principalmente no intuito de
analisar as propriedades biolégicas dos OE, como sendo antimicrobiano, antiviral,
antimutagénico, anticancerigeno, antioxidante, anti-inflamatério e antifingico tem se
tornado objetivo de estudo (BAKKALI et al., 2008). Segundo Djilani e Dicko (2012) a
producdo e o consumo de OEs estdo aumentando em todo o mundo, com

importancia também do ponto de vista econdémico.

3.3.2 Funcoes ecoldgicas dos 6leos essenciais nas plantas

Nos ultimos anos tém-se observado a importancia que os OEs exercem nos
vegetais, muitas vezes com funcdes especificas, sendo vitais para a manutencao da
espécie (DA SILVA, 2017). Os OEs apresentam diversas fun¢des ecoldgicas, como
potenciais agentes defensores contra bactérias, fungos e plantas infestantes
(BAKKALI et al., 2008). A caracteristica de volatilidade das substancias garante as
plantas um meio de comunicacdo e sinalizacdo quimica (CARDOSO et al., 2000),
importante nas interagdes planta-planta e planta-inseto (GLINWOOD et al., 2011).

Existem alguns fatores que afetam a composicdo quimica dos OEs,
podendo torna-los potenciais para determinado fim, como a variacdo genética,
nutricdo, aplicacao de fertilizantes, localizacédo geogréfica, clima da regido, variacdes
sazonais, estresse durante o crescimento ou maturidade e a secagem e
armazenamento pos-colheita (CROTEAU, 1986; ALVAREZ-CASTELLANOS;
PASCUAL-VILLALOBOS, 2003; HUSSAIN et al., 2008).

Ainda, as diferentes partes da planta também interferem na sua constituicao e
rendimento, ou seja, flores, folhas, hastes, raizes, frutas vao gerar diferentes
composic¢des, com propriedades biolégicas e medicinais. Além disso, na maioria das
vezes, a atividade biolégica do OE € decidida pela unido de dois ou mais
componentes principais, tais como fenois, aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres, éteres
ou hidrocarbonetos (BAKKALI et al., 2008; RUSSO et al.,, 2015; BAYALA et al.,
2014), ou pela combinacao de moléculas que modificam a atividade para exercer um
efeito significativo (ISMAN et al., 2008) e, ainda, a atividade antimicrobiana dos OEs
pode ser completamente associada aos seus constituintes ativos (HYLDGAARD et
al., 2012).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0230
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0230
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De maneira geral, Sharifi-Rad et al. (2017) elaboraram as possiveis funcdes
dos OEs, como a alelopatia, a adaptacéo a estresses abioticos, a sinalizagéo intra-
plantas, a sinalizacédo inter-planta, a defesa direta contra herbivoros e patégenos e a
defesa indireta (indutiveis). Iriti e Faoro (2009) ainda ressaltaram que compostos
volateis, como os OE, também podem repelir organismos patogénicos, incluindo
virus e vetores de fitoplasma, enquanto que as fitoalexinas sdo metabdlitos
antimicrobianos de largo espectro.

Sharifi-Rad et al. (2017) realizaram um profundo estudo sobre as atividades
biolégicas dos OEs e elucidaram sobre 0s seus possiveis mecanismos de acao
(Figura 9), sendo que muitos OEs possuem capacidade citotoxica satisfatoria. Esses
autores relataram que o0s principais mecanismos que intercedem os efeitos
citotoxicos dos OEs incluem a inducédo da morte celular pela ativacdo de processos
de apoptose e/ou necrose, bloqueio do ciclo celular e perda da fungéo das organelas

essenciais, além de poderem atuar como antioxidantes.

Destruicdo

da parede
celular

Reducdo da

Coagulagdo

forca motriz do citoplasma
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antimicrobiana
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Figura 9. Mecanismos que os 6leos essenciais apresentam em relacdo a atividade antimicrobiana
(Adaptado de Khorshidian et al., 2018).

A atividade antimicrobiana pode se referir ao carater hidrofilico ou lipofilico

dos componentes dos OEs, do tipo de micro-organismo e da estrutura da parede
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celular, sendo que as partes principais dos OEs sao hidrofébicas. Assim, interagem
com a membrana  celular e passam facilmente através do
citoplasma (KHORSHIDIAN et al.,, 2018). Os autores ressaltam que a natureza
lipofilica do esqueleto de hidrocarbonetos e a natureza hidrofilica dos grupos
funcionais de OEs desempenham papéis substanciais nos efeitos antimicrobianos
desses compostos.

A maior atividade antimicrobiana em OEs €& encontrada com compostos
fendlicos, seguindo em ordem por aldeidos, cetonas, 4&lcoois, éteres e
hidrocarbonetos (KALEMBA; KUNICKA, 2003 ). A atividade dos fenois € atribuida a
caracteristica acida do grupo hidroxilo. Esses compostos alteram a permeabilidade
celular, agindo nas enzimas envolvidas na producdo de energia e interrompendo a
forca motora de prétons, que, eventualmente, leva a morte celular (BASIM et al.,
2000).

As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios,
muitos dos quais desempenham um papel na protecdo contra predadores e
patdgenos que causam doencas. Os efeitos citotoxicos dos OEs tem sido
principalmente por meio da interrupcdo das membranas, levando a permeabilizacédo
das células bacterianas, acarretando no comprometimento de outras funcfes
celulares, como a atividade de bombear o fluxo e a atividade respiratoria (O'BRYAN
et al.,, 2015; ULTEE et al., 2002; NGUEFACK et al., 2004). Dessa forma, a
capacidade de manter o potencial da membrana e o gradiente de pH é fundamental
para a sobrevivéncia celular e a diminuicdo desses parametros é indicativo de danos
significativos para a membrana celular (OHMIZO et al., 2004).

Ainda, produtos naturais com propriedades antifUngicas também sdo uma
nova alternativa terapéutica, como por exemplo, na substituicdo do controle quimico.
Os OEs tem se tornado mais importantes pelo fato de que, bactérias e fungos estao
cada vez mais resistentes a produtos quimicos (BAJWA; KULSHRESTHA, 2013).
Por outro lado, os OEs de plantas também podem ser usados como controle
alternativo de endo e ectoparasitas (SHARIFI-RAD et al., 2017). Dessa forma, a
atividade biol6gica de compostos secundarios presentes no extrato bruto ou Oleo
essencial de plantas podem se constituir em uma forma potencial de controle
alternativo de doencas em plantas (SCHWAN-ESTRADA, 2009).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0260
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3.3.3 Oleo essencial de Cedrela fissilis Vell.

A familia Meliaceae, pertencente a Ordem Sapindales, é composta por mais
de 51 géneros de plantas e 550 espécies (LOVATTO et al., 2012), com ampla
distribuicdo geogréafica (CARVALHO, 1994). No Brasil, 0s géneros mais comuns que
ocorrem naturalmente sdo Cedrela, Cabralea e Toona (WHITE et al., 2002).

As espécies da familia Meliaceae sdo reconhecidas por fornecerem madeira
de grande valor comercial, além de possuirem destague na producédo de limonoides,
por meio dos metabdlitos secundarios (BANERJI; NIGAM, 1983). Segundo Matos et
al. (2006), as meliaceas sdo caracterizadas quimicamente pela presenca desses
limonoides, que sédo derivados de triterpenos tetraciclicos, onde ocorrem diversas
oxidacOes e rearranjos, levando a formacao de diferentes estruturas. Os limonoides
representam o nivel maximo na sequéncia de producdo de terpenoides em plantas
gue normalmente ndo sdo atacadas por parasitas, exercendo a funcao de protecao
as plantas que os produzem.

Alguns autores relataram o0s limonoides como terpenoides superiores,
relacionando a atividades de protecdo nas plantas, como a inibicdo do crescimento
de micro-organismos, bem como danos na maturacdo e reducdo da capacidade
reprodutiva, podendo levar esses parasitas a morte por inani¢éo ou toxicidade direta
(VIEIRA; FERNANDES, 1999; GODFREY, 1994; HARBORNE, 1993).

Nesse contexto, a espécie Cedrela fissilis Vell. surge como uma alternativa
promissora, podendo gerar produtos madeireiros e ndo madeireiros. Leite et al.
(2008) afirmaram que essa espécie possui compostos ativos para o0 controle da
doenca de Chagas, por ter demonstrado efeito tripanocida. Entretanto, estudos
relacionados as atividades biologicas do OE dessa espécie ainda sdo escassos. A
literatura traz artigos referentes a outras espécies desse género, como a Cedrela
odorata, que possui seu OE empregado para diversos fins, como uso medicinal, na
industria de perfumaria, sendo utilizado para producdo de sabdo, desinfetantes e
purificadores de ar (ASEKUN; EKUNDAYO, 1999).
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3.3.4 O género Phoma spp.

O estudo de doencas causadas pelo patdgeno Phoma spp. € de extrema
importancia, visto que esse fungo é um dos agentes causais de doencas que
causam mancha foliar. Alguns cultivos de importancia econémica tém relatado a
presenca de patdogenos do género Phoma ocorrendo desde a formacédo de mudas,
no viveiro, até a fase de producao da cultura (LIMA et al., 2010).

Phoma pertence a familia Didymellaceae, que possui mais de 5400 nomes de
taxon registrados no MycoBank (CROUS, 2004), e foi criada por Gruyter (2009) para
abranger trés géneros principais: Ascochyta, Didymella e Phoma. Trata-se de um
género cosmopolita, ou seja, distribuida em uma ampla gama de ambientes, sendo
geralmente patdgenos de plantas, ocorrendo em diversos hospedeiros, causando
lesbes foliares e no caule (AVESKAMP et al., 2008, 2010, CHEN et al., 2015a, b).

A doenca causada por Phoma spp. tem como principais sintomas a desfolha
de arvores, queda de botdes florais em decorréncia da necrose, nos ramos ou nas
rosetas, podendo resultar na queda indireta das flores, podriddo seca de ponteiros e
de extremidade dos ramos, resultando em perdas significativas (POZZA et al., 2001).
Esse fungo tem sido relatado com frequéncia em plantios de café (Coffea arabica),
com a ocorréncia de P. tarda, P.costarricensis e P. herbarum, causando sintomas
em varias partes da planta (NOJOSA et al., 2009; SALGADO et al., 2007).
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34 Material e Métodos

3.4.1 Obtencéo e caracterizacdo do 6leo essencial de Cedrela fissilis Vell.

3.4.1.1 Material vegetal e seu preparo para extracéo

O material vegetal utilizado para o estudo consistiu de foliolos frescos,
provenientes de arvores adultas da espécie Cedrela fissilis Vell., coletados no
municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul, nos anos de 2015, 2016 e 2017.

ApOs a coleta (Figura 10A), o material foi encaminhado para o Laboratorio de
Fitopatologia para que fosse realizada a separacédo do material (foliolos destacados
das folhas e hastes). Posteriormente, o material sadio e fresco foi levado ao
Laboratdrio de Extrativos Vegetais, onde ocorreu a extracdo do 6leo essencial.

No Laboratério de Extrativos Vegetais, os foliolos de C. fissilis foram
reduzidos em amostras menores, com o auxilio de uma tesoura de poda e de um
multiprocessador, e foram pesados, com o auxilio de uma balanca analitica (Figura
10B e 10C).

3.4.1.2 Obtencéo do 6leo essencial

A extracdo do o6leo essencial de foliolos de Cedrela fissilis Vell. foi realizada
pelo método de hidrodestilacdo (Figura 10D), utilizando o aparelho de Clevenger
modificado (BRASIL, 2010) por 3 h, em triplicata. Apos a extracdo, o OE teve seu
volume determinado para calculo do rendimento em relacdo ao material vegetal
fresco e seco (somente foliolos) (% v/m), e armazenado em frasco de vidro vedado e

conservado a - 4 °C até o momento da analise da sua composigéo.
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Figura 10. A) Coleta de folhas de Cedrela fissilis Vell.; B) Separagdo entre foliolos e hastes, e
reducdo com o auxilio de uma tesoura de poda; C) Foliolos ap6s passar pelo multiprocessador; D)

Extracdo do 6leo essencial por meio do método de hidrodestilagcéo.

3.4.1.3 Rendimento e identificacdo da composi¢do do éleo essencial

O rendimento do OE foi obtido diretamente a partir da sua massa, que foi
pesada com o auxilio de uma balanca analitica. A caracterizacdo do OE ocorreu
utilizando um cromatdgrafo gasoso Agilent 7890A acoplado a um espectrobmetro de
massas (GC-EM) Agilent 5975C. A coluna capilar utilizada foi HP5-MS (Hewlett
Packard, 5% fenilmetilsiloxano, 30 m x 0,25 mm, espessura do filme: 0,25 ym), e a

energia de ionizacdo utilizada no espectrdmetro de massas foi de 70 eV. Os
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parametros escolhidos para a analise foram: Hélio como gas carreador; split inlet
1:100; programa de temperatura utilizado: 40 °C por 4 min; 40 a 320 °C a 4 °C min™;
fluxo 1 mL min™; temperaturas utilizadas para injecéo e deteccado: 250 °C.

O procedimento para identificacdo dos constituintes do OE ocorreu por
comparacao dos indices de retencdo, determinados pela utilizacdo de uma curva de
calibragdo de n-alcanos injetados nas condicdes mencionadas anteriormente para
as amostras e padrdes de fragmentacdo dos espectros de massas com a literatura
de Adams (2009) e o banco de dados NIST (2010).

A analise quantitativa dos componentes quimicos do extrativo foi obtida por
cromatografia com detector de ionizagdo de chamas (CG-DIC) em equipamento
Agilent 7890A. Os critérios estabelecidos para as andlises foram os mesmos
mencionados para analise por CG-EM, considerando o modo split inlet 1:50, e

utilizando a temperatura de 300 °C para injecdo e deteccao.

3.4.2 Atividade antifungica do 6leo essencial de foliolos de Cedrela fissilis Vell. no

controle in vitro de Phoma pedeiae

A avaliacdo da atividade antifungica in vitro do 6leo essencial dos foliolos de
C. fissilis foi realizada a partir do pool dos OEs obtidos na extracdo dos anos de
2015, 2016 e 2017. O experimento foi realizado em duas fases. A primeira fase
consistiu no teste da concentracdo de 1,0 pL mL™ de OE, que teve a finalidade de
verificar a inibicdo ou ndo do patbgeno com essa concentracao.

A partir de colbnias puras do patégeno, foram repicados discos de 9 mm e
transferidos para placas de Petri de 90 mm de diametro previamente esterilizadas,
contendo 30 mL de meio de cultura BDA, suplementado com o OE previamente
diluido em etanol, na concentracédo de 1,0 pL mL™. Para evitar contaminac&o por
bactérias, foi adicionado 0,04 mg mL™ de sulfafo de estreptomicina ao meio de
cultura.

Com a primeira fase, foi possivel verificar que, com a concentracédo utilizada,
o desenvolvimento do fungo foi parcialmente inibido, em comparacdo com a
testemunha (placas de Petri contendo apenas meio de cultura).

Posterior ao teste de concentracdo padrédo deu-se inicio & segunda fase do

experimento, com a finalidade de verificar a atividade antifungica de diferentes



54

concentracdes de OE de C. fissilis no controle in vitro de P. pedeiae. A metodologia
de instalagdo do experimento foi a mesma descrita para a primeira fase, com

excecdo das concentracfes utilizadas (Tabela 6).

Tabela 6 — Tratamentos utilizados para avaliar a atividade antifangica in vitro do 6leo
essencial de Cedrela fissilis frente ao fungo Phoma pedeiae.

Tratamentos de Controle

Co Testemunha

C- Controle negativo - Etanol (1,0 pL mL™)

C1 0,5puL mL*

c2 0,75 uL mL*

C3 1,0 uL mL*

C4 1,5 uL mL™

C+ Controle positivo — Propconazole® (1,0 uL mL™?)

A partir da instalacdo do experimento, foram realizadas medi¢cdes do
didmetro da colbnia (média de duas medidas diametralmente opostas), com o auxilio
de um paquimetro digital, até os 14 dias. Essas medi¢cdes foram realizadas
diariamente, até o preenchimento de % da placa testemunha. Dessa forma, foi
possivel a obtencdo do crescimento micelial (CM), taxa de crescimento micelial
(TCM), indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM), empregando-se a
férmula de Maguirre (1962) adaptado por Oliveira (1991), e inibicdo do crescimento
micelila (ICM) conforme Nascimento et al. (2013).

TCM = Dn/n
Onde:
TCM = taxa de crescimento micelial;
Dn = didmetro da colbnia ao final da avaliagao;

n = dia da ultima avaliacéo.

IVCM = Z ((D — Da)/N)
Onde:
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;
D = diametro médio atual da colonia;
Da = diametro médio da colonia do dia anterior;

N = numero de dias ap0s a inoculagao.
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ICM = ((Dt — DT/Dt) * 100)
Onde:
ICM = inibicdo do crescimento micelial;
Dt = diametro da testemunha,;

DT = diametro do tratamento.

O experimento foi realizado com seis repeticdes, tendo as concentracdes e
controles positivo e negativo como fatores de variacdo, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro, e para as
concentracbes de OE foi utilizada andlise de regressao para verificar o ajuste da

equacdao, atraves do programa estatistico Sisvar versao 5.3 (FERREIRA, 2011).
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3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Rendimento e composi¢édo quimica do 6leo essencial de Cedrela fissilis Vell.

O rendimento médio obtido para o 6leo essencial (OE) de foliolos frescos
(Figura 11) de Cedrela fissilis, nos trés anos de avaliagdo praticamente ndo se
diferenciou, com excecdo do ano de 2016, que apresentou um rendimento superior
aos demais anos. Nos anos de 2015 e 2017, os rendimentos médios de OE foram
de 0,038% e 0,026%, respectivamente, diferenciando do ano de 2016, que foi de
0,086%.

No ano de 2016, as folhas de C. fissilis apresentavam um excessivo ataque
de insetos, fazendo com que estas folhas apresentassem uma fina camada de
substéancia viscosa nas camadas abaxial e adaxial. Segundo Tajkarimi et al. (2010),
geralmente os OE sdo secretados como um mecanismo de defesa contra pragas,
sendo que a caracteristica de volatilidade das substancias garante as plantas um
meio de comunica¢do e sinalizacdo quimica (CARDOSO et al., 2000), importante
nas interagdes planta-planta e planta-inseto (GLINWOOD et al., 2011). Dessa forma,
sugere-se que o maior rendimento obtido no ano de 2016 tenha sido como resposta
da planta ao ataque severo de pragas, fazendo com que as folhas produzissem mais

metabolitos secundarios como mecanismo de defesa.

Figura 11. Obtencéo do 6leo essencial de Cedrela fissilis Vell., nos anos de 2015, 2016 e 2017, por

meio do método de hidrodestilacéo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0455
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1466856417303211?via%3Dihub#bb0455
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Ao final dos trés anos de avaliagdo foram identificados 45 componentes do
OE obtido de folhas frescas de C. fissilis (30 hidrocarbonetos sesquiterpénicos, 13
sesquiterpenoides oxigenados, 1 diterpenoide e 1 sem identificacdo),
correspondendo a, aproximadamente, 90% da composic¢ao total do OE nos trés anos
de coleta. Como pode ser observado na Tabela 7, grande parte dos constituintes
sdo hidrocarbonetos sesquiterpénicos, naturalmente encontrados em metabdlitos
secundarios, como os OEs, e, muitas vezes, desempenhando um papel importante,
possuindo atividade antibacteriana, antifingica e antioxidante (ABRAHAM, 2001).

A partir da andlise por cromatografia gasosa por detector de ionizagcdo em
chama (GC-DIC) foi possivel observar a predominancia das substancias -
cariofileno, B-bisaboleno, [B-elemeno, a-cubebeno, germacrene D, viridiflorol,
espatulenol e elixeno, presentes, em sua grande maioria, em uma ou mais coletas.
Lago et al. (2004) relataram a presenga de algumas dessas substancias, em analise
da composicdo do OE da mesma espécie de estudo, como o espatulenol, viridiflorol
e B-cariofileno.

Da mesma forma, Maia et al. (2000) ao analisarem a composi¢cdo do OE de
Cedrela fissilis, C. odorata e Toona ciliata, observaram a presenca de, praticamente,
hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Além disso, o componente principal do OE de C.
fissilis foi a substancia biciclogermacreno, encontrada no presente estudo, mas néo
ultrapassando 2% da composicdo do OE.

Com isso, ressalta-se o que foi explanado por Gobbo-Netto e Lopes (2007),
que afirmaram que determinados fatores influenciam o conteddo de metabdlitos
secundarios, como a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacéo
ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, e até mesmo a indugédo por
estimulos mecénicos ou ataque de patégenos.

Com relacao a atividade antimicrobiana de OE de C. fissilis, Lago et al. (2004)
avaliaram a atividade antibacteriana do OE dessa espécie contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, verificando que o 6leo de
folhas demonstrou atividade antibacteriana moderada contra S. aureus e E. coli
guando comparado ao controle positivo cloranfenicol. De acordo com os autores, a
maior atividade antibacteriana do 6leo de C. fissilis poderia estar relacionada com a
presenca das substancias B-cariofileno e biciclogermacreno, descritas na literatura

com potencial antimicrobiano.
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Leite et al. (2008) afirmaram que essa espécie possui compostos ativos para
o controle da doenca de Chagas, por ter demonstrado efeito tripanocida. Entretanto,
estudos relacionados as atividades bioldgicas do OE dessa espécie ainda sao
escassos. A literatura traz alguns artigos referentes a outras espécies desse género,
como a Cedrela odorata, que possui seu OE empregado para diversos fins, como
uso medicinal, potencial aromatico, sendo utilizado para producdo de sabé&o,
desinfetantes e purificadores de ar (ASEKUN; EKUNDAYO, 1999).

Com base nas substancias encontradas no 6leo, verificou-se a presenca do
composto espatulenol nos trés anos de coleta, e de acordo com diversos autores,
esse sesquiterpenoide oxigenado merece atencéo especial, pois além de influenciar
no aroma de muitos Oleos de interesse comercial para a industria de perfumes,
possui propriedade antibacteriana e moderada atividade citotoxica frente células
tumorais (CHINOU et al., 1996; SANTOS et al., 2012; LIMBERGER et al., 2004).
Além disso, foi verificada a presenca de d-Cadinol e 1-Cadinol, substancias essas
gue possuem propriedade antimicrobiana (GEHRKE et al. 2014). Dessa forma, a
combinacdo dessas substancias pode ter um efeito positivo na atividade antifingica,
frente a patégenos agressivos, impedindo o0 ataque severo a espécies florestais de

interesse econdmico e silvicultural.
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Tabela 7 - Composicédo quimica do 6leo essencial, indice de Kovats calculado, indice de Kovats tabelado, e porcentagem da

substéancia presente no OE de foliolos de Cedrela fissilis Vell., nos anos de 2015, 2016 e 2017, Santa Maria, RS.

(continua)
Pico Constituinte indice de Kovats indice de Kovats Ano de coleta (%)
Calculado Tabelado 2015 2016 2017
Intervalo
Hidrocarbonetos Sesquiterpenoides

1 o-Elemene 1326 — 1334 1333 - 0,436 2,260

2 a-Cubebeno 1339 - 1346 1345 - 0,195 15,230

3 a-Copaeno 1376 1374 1,387 2,079 -

4 B-Gurjuneno 1388 1387 - 0,955 -

5 B-Cubeneno 1390 1390 0,299 - -

6 B-Longipineno 1391 1400 1,013 - -

7 B-Elemene 1393 1387 - - 9,148

8 B-Cariofileno 1418 - 1421 1418 3,841 20,814 13,120

9 a-Cariofileno 1419 1423 2,852 3,408 2,842
10 Aloaromadendreno 1433 1434 - - 2,308
11 Seicheleno 1437 — 1459 1460 - 0,317 1,394
12 Aromadendreno 1438 — 1445 1439 2,144 0,217 3,849
13 a-Himacheleno 1442 — 1448 1447 - 0,181 2,173
14 Aristoleno 1451 1455 - 0,268 -
15 Epi-B-Santaleno 1458 1452 - 0,294 -
16 a-Farneseno 1459 - 1503 1462 1,249 2,681 -
17 Biciclogermacreno 1471 — 1476 1471 1,146 0,157 -
18 Y-Muroleno 1473 1473 - 0,268 -
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(continua)

19
20

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

Germacreno D
B-Cadineno

a-Muroleno
Elixeno

Y-Amorpheno
a-Bisaboleno
-Bisaboleno
Germacreno A
Y-Cadineno

0-Cadineno

B-Sesquifelandreno

Germacreno B

Sesquiterpenoides Oxigenados

Nerolidol
Oxido de cariofileno
Epiglobulol
Espatulenol
Viridiflorol
B-Eudesmol
a-Eudesmol
1-epi-Cubenol
T-Cadinol
0-Cadinol

1479 - 1481
1486

1490
1494 — 1499
1495
1498 — 1508
1506
1507
1515
1516 - 1523
1522
1559

1539
1567 — 1584
1568
1574 - 1578
1592 — 1593
1594
1606 — 1623
1628
1630 — 1638
1641 — 1647

1479
1481

1489
1492
1495
1498
1506
1506
1514
1522
1522
1556

1541
1567
1564
1574
1590
1597
1616
1627
1636
1643

1,248

4,102
5,830

1,413

1,679

1,781

3,335

27,504
7,729

1,008
2,520
3,640
3,232

11,177
0,234

1,800

32,904

1,267
7,273

2,167
0,346
1,711

0,261
0,957
0,240
1,376
0,735
0,336
0,474

0,327
0,456

9,100

23,208

3,614

1,571
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(concluséo)

41 T-Murulol

42 a-Cadinol

43 Farnesol
Diterpenoides

44 Fitol

45 Cedrano diol

Total de constituintes identificados

1645 - 1646
1653
1712 -1719

2104
1898

1640
1653
1713

2105
1894

1,726

4,276

85,0

0,258
0,635
0,481

98,0

0,730
0,228
94,0
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3.5.2 Atividade antifungica do 6leo essencial de foliolos de Cedrela fissilis Vell. no

controle in vitro de Phoma pedeiae

Os resultados obtidos demonstraram que o crescimento micelial de Phoma
pedeiae foi parcialmente inibido com a aplicacdo das diferentes concentracdes de
Oleo essencial de C. fissilis. Houve diferencas significativas entre as diferentes
concentracbes de OE analisadas (Figura 12), com inibicdo do fungo a partir da
concentracdo de 0,5 pL mL™, sendo superior com o aumento da concentracdo de
OE. Além disso, as concentracdes de 0,5 e 0,75 puL mL™ diferiram significativamente
das concentracdes de 1,0 e 1,5 uL mL™?, que apresentaram maior percentual de
inibicdo. Ainda, as diferentes concentracbes diferiram significativamente da

testemunha (C0), do controle negativo (C-) e do controle positivo (C+).
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£ :
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2 2460c 24 16
3 &0 : 2 2187
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20,00 -
O
=
5 15.00-
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n
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¢ © ¥i ‘& € © &

Tratamentos (4L mL-1)

Figura 12. Crescimento micelial (mm), aos quatorze dias, de Phoma pedeiae submetidos aos
tratamentos (CO: testemunha; C-: controle negativo; C1: éleo essencial (OE) 0,5 uL mL™; C2: OE 0,75
pL mL™Y; C3: OE 1,0 pL mL™; C4: OE 1,5 L mL™; C+: controle positivo).

Como pode ser observado na Figura 13, o crescimento de P. pedeiae foi
menor quando submetido a concentracées maiores de OE, ou seja, com 0 aumento
da concentracdo de OE, o crescimento do patdgeno foi limitado, quando comparado

a testemunha.
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Figura 13. Crescimento micelial (mm), aos sete dias, de P. pedeiae, submetidas as diferentes
concentracdes de OE (CO: testemunha; C1: 0,5 yL mL™; C2: 0,75 pL mL™, C3: 1,0 yL mL™"; C4: 1,5

uL mL™), com equacao e coeficiente de determinacéo (R?).

O controle negativo (C-) apresentou diferencas significativas quando
comparado a testemunha, demonstrando que esse produto pode ter influéncia no
controle do fungo, porém em menor escala em comparacdo ao uso do Oleo
essencial. Com a aplicacdo do Propconazole® (C+), o crescimento do fungo foi
inibido em 100%, causando a morte do isolado.

Além disso, o crescimento do fungo quando submetido as diferentes
concentracbes de OE foi direcionado na direcdo vertical em relagdo ao disco,
produzindo um micélio aéreo, ou seja, o fungo ndo consegue explorar o meio de

cultura que contém o OE, e acaba explorando o disco repicado (Figura 14).
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Figura 14. Crescimento micelial, aos quatorze dias, de Phoma pedeiae, submetidos aos tratamentos
(CO: testemunha; C-: controle negativo; C1: éleo essencial (OE) 0,5 pL mL™"; C2: OE 0,75 pL mL™,
C3: OE 1,0 uL mL™; C4: OE 1,5 pL mL™; C+: controle positivo). A) visualizacéo do lado superior da
placa de Petri (acima da figura) e B) visualizagc&o do lado inferior da placa de Petri (abaixo da figura).

Dessa forma, quando submetidas as diferentes concentracdes de 6leo, tanto
a taxa de crescimento micelial (TCM) como o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM), que s&o variaveis correlacionadas, apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos, sendo que a Cl e C2 diferiram de C3 e C4,
demonstrando que a inibicdo é maior com o0 aumento da concentracdo de OE, como
pode ser observado na Figura 15. Ainda, os valores de TCM e IVCM variaram de
1,43 - 2,27 mm dia™* e 2,06 — 3,09 mm dia™, respectivamente, para as concentracées

de OE analisadas.
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Figura 15. Taxa de crescimento micelial — TCM (mm dia™) e indice de velocidade de crescimento
micelial — IVCM (mm dia'l) de Phoma pedeiae, submetidos aos tratamentos (CO: testemunha; C-:
controle negativo; C1: 6leo essencial (OE) 0,5 pL mL?; C2: OE 0,75 pL mL*, C3: OE 1,0 pL mL?; C4:
OE1,5puL mL; C+: controle positivo).

Com relacédo a inibicdo do OE frente ao patdgeno P. pedeiae, foi possivel
observar que, com o0 aumento da concentracdo de OE, a inibicdo do crescimento foi

maior, alcancando um ICM de 60,1% com a concentracdo de 1,5 pL mL™* (Figura
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16). O mesmo pode ser observado na Figura 14, na qual estdo dispostos os

tratamentos, e o crescimento micelial de P. pedeiae.
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Figura 16. Inibicdo do crescimento micelial (%), aos quatorze dias, de Phoma pedeiae, submetidos
aos tratamentos (C1: 6leo essencial (OE) 0,5 pL mL™; C2: OE 0,75 puL mL™, C3: OE 1,0 L mL™; C4:
OE 1,5 uL mL™).

Aliado a isso, como pode ser observado na Tabela 8, o 6leo de C. fissilis
possui ha sua composi¢do diversos componentes como espatulenol (20,57%), -
cariofileno (14,78%), a-bisaboleno (4,98%), a- cubebeno (4,95%), elixeno (4,92%),
o-cadinol (2,81%) e oxido de cariofileno (2,47%) sendo muitos desses relatados na
literatura com propriedades antimicrobianas (ADAM et al., 1998; ARANGO et al.,
2004). Dessa forma, sugere-se que a combinagao desses componentes encontrados
no OE possa ter uma acao antifungica frente ao patégeno Phoma pedeiae, o0 que é
corroborado por Silva (2001), o qual afirma que a combinacdo de varios
componentes na composicdo de OEs pode atuar em harmonia sinergética e
apresentar uma ampla gama de atuacao fungicida ou fungistatica (Tabela 8).

Souza et al. (2005) afirmaram que a maior ou menor atividade bioldgica dos
OEs pode ser dependente de constituintes quimicos especificos. No entanto, devido

a complexidade da composicdo quimica de um OE, torna-se dificil relacionar a
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atividade biologica com as substancias presentes, pois a acdo atribuida a um

composto isolado pode ndo ser exata, devido a possiveis interagbes que podem

ocorrer entre os compostos do 6leo (SANTOS et al., 2009).

Tabela 8 - Composicdo quimica do pool de Oleo essencial indice de Kovats

calculado, indice de Kovats tabelado, e porcentagem da substancia

presente no OE de foliolos de Cedrela fissilis Vell., nos anos de 2015,

2016 e 2017, Santa Maria, RS.

Pico Constituinte indice de indice de Kovats  Percentual

Kovats Tabelado (%)
Calculado
Intervalo

1 0-Elemene 1356 1354 0,21
2 a-Copaeno 1386 1384 2,41
3 B-Elemeno 1400 1400 0,72
4 B-Gurjuneno 1402 1403 2,64
5 B-Cariofileno 1434 1434 14,78
6 Aromadendreno 1450 1451 1,08
7 Seicheleno 1454 1457 0,37
8 a-Cariofileno 1466 1465 4,09
9 B-Santaleno 1472 1474 0,67
10 a-Farneseno 1490 1491 3,64
11 Biciclogermacreno 1492 1492 0,57
12 Germacreno D 1498 1498 0,42
13 a-Bisaboleno 1509 1509 4,98
14 Elixeno 1522 1509 4,92
15 B-Bisaboleno 1527 1522 0,43
16 0-Cadineno 1536 1534 0,92
17 Nerolidol 1562 1562 0,84
18 Germacreno B 1578 1557 1,22
19 Espatulenol 1598 1597 20,57
20 Oxido de cariofileno 1601 1601 2,47
21 d-Ledol 1608 1607 2,24
22 Viridiflorol 1617 1612 1,47
23 1-Cadinol 1623 1623 1,56
24 a-Eudesmol 1642 1638 1,25
25 o-Cadinol 1670 1668 2,81
26 a-Cadinol 1684 1680 1,81
27 Farnesol 1733 1740 1,82
28 Fitol 2154 2148 1,40
Total de constituintes identificados 82,32
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O pool do 6leo de C. fissilis apresentou grande quantidade de espatulenol,
qgue além de influenciar no aroma de diversos OEs, possui propriedades inseticida,
citotéxica e antimicrobiana (CANTRELL et al., 2005; PACCIARONI et al., 2000).
Além disso, substancias como biciclogermacreno ndo possuem relatos quanto a
atividade fungicida, porém possuem potencial larvicida comprovado a partir de testes
com as larvas do mosquito Aedes aegypti (SANTOS et al., 2006).

Yang et al. (2000) afirmaram que a substancia 6xido de cariofileno, utilizado
como conservante em alimentos, drogas e cosméticos, foi testado in vitro, tendo sua
atividade antifangica comparada ao ciclopirox olamina e ao sulconazol, que séo
comumente usados para tratar a onicomicose. Ainda, a literatura relata que esse
sesquiterpeno possui atividade anticarcinogénica, anti-inflamatéria, analgésica e
antibacteriana (CHINOU et al., 1996; ZHENG et al., 1992), demonstrando o potencial
antimicrobiano dessa substancia.

O B-cariofileno, constituinte predominante em diversos OEs de espécies
florestais possui influéncia no aroma de frutos e, devido a sua volatilidade possui
diversas atividades biol6gicas, como anti-inflamatoria, antialérgica, anestésica,
antifingica e anticarcinogénica (CHINOU et al., 1996; PASSOS et al., 2007; ZHENG
et al., 1992).

Em estudo similar, Fiori et al. (2000) relataram a inibigdo do fungo Didymella
bryoniae (Fuckel) Rehm, a partir de OE de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf.,
Corymbia citriodora Hill & Johnson e Ageratum conyzoides L. na concentracdo de
20 L mL™. No entanto, para o mesmo fungo, Pattnaik e Subramanyam (1996)
afirmaram que a concentracdo minima de 0,25 pL mL™ de OE de C. citriodora inibiu
completamente o desenvolvimento do fungo.

Souza Junior et al. (2009) observaram que, concentracdes superiores a 1,0
uL mL™? de OE de Lippia sidoides Cham., Ocimum gratissimum L., Lippia citriodora
(Lam.) Kunth e Psidium guajava L., causaram a inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides Penz. em 100% comparando-se com a testemunha.
No entanto, o OE de P. guajava apresentou comportamento semelhante com o OE
de C. fissilis, com inibicdo crescente do micélio, conforme o aumento das
concentracdes de OE.

Ao avaliar a atividade antimicrobiana do OE de Schinus terebinthifolius

Raddi em Staphylococcus aureus R., Luchesi (2017) observou que concentracoes
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de 0,390 - 0,781 pL mL™ causavam a inibicdo da bactéria, demonstrando o potencial
do OE dessa espécie florestal. Ainda, Freddo et al. (2016) em trabalhos de controle
do fungo Fusarium spp. a partir do OE de Aloysia citriodora Palau, relataram o efeito
fungicida do 6leo em concentracdes superiores a 0,125 pL mL™

Alguns autores indicam que o mecanismo de acdo dos OEs pode estar
associado a interrupcdo da membrana da célula do fungo, sendo o ergosterol o
principal componente de esterol (RODRIGUES et al.,, 2013; REUK-NGAM et al.,
2014). Entretanto, a exploracdo do mecanismo de acao antifingica do OE pode ser
influenciada por uma grande variedade de fatores, como os diferentes indices
guantitativos e qualitativos de seus componentes (GULLO et al., 2016). Os autores
ressaltaram que os diferentes componentes de um OE pode ter efeito antagbnico,
sinérgico ou aditivo sobre células microbianas, o que podem influenciar sua
atividade antifangica geral.

Com relacdo ao presente estudo, pode-se observar que o OE de C-fissilis
teve um efeito fungistético relativo em relacdo ao fungo, inibindo parcialmente o seu
crescimento com o aumento da concentracdo de OE. Dessa forma, os resultados
obtidos demonstraram que o 6leo essencial de Cedrela fissilis Vell. inibiu o
crescimento micelial de Phoma pedeiae a partir da concentracdo de 0,5 uL mL™,

indicando boas perspectivas para uso desse 6leo no controle de patdgenos.
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3.6 Conclusoes

- Foram identificados 45 componentes do 6leo essencial obtido de foliolos
frescos de Cedrela fissilis, correspondendo a, aproximadamente, 90% da

composicgédo total do 6leo essencial nos trés anos de coleta;

- As substancias antimicrobianas B-cariofileno, B-bisaboleno, B-elemeno, a-

cubebeno, viridiflorol, espatulenol, elixeno e germacreno D foram predominantes.

- O oleo essencial de Cedrela fissilis Vell. apresenta atividade fungistatica
relativa frente ao isolado de Phoma pedeiae a partir da concentragéo de 0,5 pL mL™
sendo indicado para uso no controle de patdgenos, por se tratar de um composto de

origem vegetal, ndo causando prejuizos ao meio ambiente.
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4  CONSIDERACOES FINAIS

Existem poucos relatos acerca de doencas incidentes em espécies arboreas
tropicais e tratando-se de espécies florestais nativas, o relato da ocorréncia de
doencas ainda € menor. Dessa forma, como pode ser observado no Capitulo 1 deste
estudo, o conhecimento dos patdégenos que atacam as espécies florestais, o grau de
severidade e as condi¢cdes ambientais adequadas para que as doengas ocorram Sao
0S primeiros passos para a definicho de medidas de manejo, a fim de minimizar
prejuizos e promover o estabelecimento da arvore na floresta.

Ainda, com relacdo a sanidade de plantas, ocorre uma caréncia de pesquisas,
principalmente quando relacionadas a espécies florestais nativas, como a Cedrela
fissilis Vell., sendo que foi a partir da incidéncia de patégenos causadores de
manchas foliares que o presente estudo teve sua base inicial, com o isolamento e
caracterizacdo de Phoma pedeiae, ainda ndo descrito para a espécie florestal em
estudo.

Aliado a isso, o controle de patdégenos causadores de doencas tem se
tornado tema central de muitas pesquisas, e o surgimento de métodos alternativos
merece um destaque especial, como o0 uso de compostos secundarios presentes no
extrato bruto ou em 6leo essencial (OE) de plantas medicinais e espécies florestais,
podendo constituir em uma potencial forma de controle de doengas em plantas.

No Capitulo 2 foram abordadas algumas funcbes ecoldgicas que os OEs
apresentam, especialmente na protecdo contra predadores e como potencial agente
defensor contra bactérias, fungos e infestantes. Como pbéde ser observado no
presente estudo, o OE de C. fissilis apresentou compostos ativos que atuaram com
eficiéncia no controle do patégeno P. pedeiae, apresentando uma atividade
fungistética relativa, diminuindo drasticamente o crescimento do fungo quando
comparado a testemunha.

Essa atividade se deve, principalmente, a composi¢do do OE de C. fissilis,
que possui constituintes com caracteristicas, descritas na literatura, com acao
antimicrobiana, e, a partir deste estudo, pode-se afirmar que o OE dessa espécie
também possui acdo fungistatica frente ao patdogeno P. pedeiae, sendo

recomendada a sua utilizacdo, causando o minimo de danos ao meio ambiente.
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ANEXO A — DESCRICAO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NO TRABALHO

Meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)

39 g de BDA,

1 L de agua destilada;

ALFENAS, A. C.; MAFIA, R. G. Métodos em Fitopatologia. Vicosa. Ed. UFV, 2007.
382p.

Meio de cultura suco V8-agar

200 mL de suco V8;
3 g CaCOg;

20 g Agar;

1 L de agua destilada;

ALFENAS, A. C.; MAFIA, R. G. Métodos em Fitopatologia. Vigosa. Ed. UFV, 2007.
382p.

Meio de cultura suco de cenoura-agar (CA)
200 g de cenoura cortada em pedacos;
1 L de agua destilada;

20 g de agar;

ALFENAS, A. C.; MAFIA, R. G. Métodos em Fitopatologia. Vigosa. Ed. UFV, 2007.
382p.



