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RESUMO

No Brasil, vem se notando um crescimento no consumo e,
consequentemente, na produgdo e comercializagdo de cogumelos, em especial
Agaricus bisporus, o champignon. Esse fato ocorre por haver, atualmente, maior
divulgacdo de seu valor nutritivo ¢ medicinal e por seu prego ter se tornado um
pouco mais acessivel a populac@o. Entretanto, a espécie Lecanicillium fungicola
¢ ainda hoje considerada como o patdgeno mais importante de A. Bisporus,
desenvolvendo-se onde quer que se cultive o cogumelo. Além disso, sabe-se que
a sensibilidade do patdégeno vem diminuindo frente aos fungicidas atualmente
utilizados no controle deste. Desta forma, este estudo objetivou avaliar o efeito
de dleos essenciais extraidos de Melissa officinalis (erva-cidreira), Thymus
vulgaris  (tomilho), Origanum vulgare (orégano), Fucalyptus globulus
(eucalipto), Cinnamomum zeylanicum (canela) e Syzygium aromaticum (cravo-
da-india) sobre o crescimento micelial ¢ a germina¢do de conidios de L.
fungicola in vitro; além de verificar a interagdo entre A. bisporus e L. fungicola
por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os 6leos de canela e
cravo na concentragdo 0,4% e tomilho a 0,8% inibiram o crescimento micelial
do fungo, enquanto os 6leos de orégano, erva-cidreira e eucalipto ndo foram
eficientes. A germinacdo de conidios foi inibida pelo 6leo de canela em todas as
concentragdes, o dleo de cravo a 0,4% e o 6leo de tomilho a 0,8%, ao passo que,
os dleos de eucalipto, erva-cidreira e orégano ndo foram eficientes novamente. O
exame de microscopia eletronica de varredura revelou que apds 19 horas da
inoculagdo de L. fungicola em A. bisporus, os esporos ja estdo completamente
germinados, o que indica a ocorréncia da infec¢do. Assim, os resultados deste
trabalho sugerem que os 6leos de S. aromaticum, C. zeylanicum e T. vulgaris sdo
alternativas potenciais para o tratamento de cogumelos no controle de L.
fungicola.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Lecanicillium fungicola. MEV. Controle
alternativo.



ABSTRACT

In Brazil, we notice a rise in consumption and, consequently, in the
production and commercialization of mushrooms, especially Agaricus bisporus,
the popular champignon. This occurs because of the current major promotion of
its nutritional and medicinal properties and for its price having become more
accessible. However, the Lecanicillium fungicola species is considered the main
pathogen for A. bisporus, growing wherever the mushroom establishes. In
addition, it is known that the pathogen’s sensibility decreases because of the
fungicides currently used for its control. Therefore, this study aimed at
evaluating the effect of essential oils extracted from Melissa officinalis (lemon
balm), Thymus vulgaris (thyme), Origanum vulgare (oregano), Eucalyptus
globulus (eucalyptus), Cinnamomum zeylanicum (cinnamon) and Syzygium
aromaticum (India clove) over the in vitro mycelial growth and conidia
germination of L. fungicola; as well as verifying the interaction between A.
bisporus and L. fungicola by means of scanning electron microscopy (SEM).
The cinnamon and India clove oils, in the concentration of 0.4%, and thyme, at
0.8%, inhibited the mycelial growth of the fungus, while oregano, lemon balm
and eucalyptus oils were inefficient. The Scan Electron Microscopy revealed
that, after 19 hours of L. fungicola inoculation to A. bisporus, the spores were
already fully germinated, which indicates the occurrence of infection. Thus, the
results of this study suggest that S. aromaticum, C. zeylanicum and T. vulgaris
oils are potential alternatives in treating mushrooms for controlling L. fungicola.

Keywords: Essential oils. Lecanicillium fungicola. SEM. Alternative control.
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1 INTRODUCAO

Os cogumelos comestiveis, apreciados em muitas dietas europeias e
orientais, vém sendo largamente pesquisados nos ultimos anos, ja que o seu
cultivo possibilita reciclar economicamente certos residuos agricolas e
agroindustriais.

Sob o ponto de vista nutricional, considerando o elevado contetdo
protéico dos cogumelos comestiveis, seu cultivo tem sido apontado como uma
alternativa para incrementar a oferta de proteinas as populacdes de paises em
desenvolvimento e com alto indice de desnutrigio. Além desses aspectos, a
importancia dos cogumelos estd ligada ao mercado em continuo crescimento,
aos avangos tecnoldgicos para melhorar a qualidade, produtividade e o custo de
producdo, ao ainda baixo consumo “per capita”, mesmo nos paises mais
desenvolvidos e, as ilimitadas opgdes de espécies que podem ser cultivadas.

As propriedades medicinais de alguns cogumelos vém incrementando o
seu valor agregado e, sob o ponto de vista empresarial, considera-se que o
cultivo de cogumelos exige tecnologia e, portanto, constitui-se em atividade
diferenciada e seletiva do ponto de vista técnico-econdmico, pois, a diminui¢ao
dos custos de produgdo, pode representar um grande trunfo para o sucesso do
empreendimento.

O cogumelo mais cultivado no Brasil ¢ no mundo ¢ o champignon
(Agaricus bisporus). Entretanto, sua produgdo ¢ afetada por uma grande
variedade de pragas e patogenos. Um grande e persistente problema na industria
de cogumelos é o Lecanicillium fungicola, o agente causal da doenca bolha seca.
Os sintomas causados por este patdgeno vdo a partir de pequenas lesdes
necroticas até massas amorfas no tecido do cogumelo. Entretanto, as

informagdes sobre a sua interagdo parasita sdo limitadas.
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O controle de L. fungicola depende estritamente de saneamento ¢ do uso
de fungicidas. Os poucos fungicidas que tém sido utilizados, ou ndo estdo
disponiveis, ou estdo cada vez mais a tornarem-se ineficazes devido ao
desenvolvimento de resisténcia a fungicidas pelo agente patogénico. Portanto,
s30 necessarias novas formas de combater a doenca bolha seca.

Neste contexto, a atual tendéncia adotada pelos 6rgios legisladores de
producgdo de alimentos e consumidores tem exigido uma progressiva retirada de
fungicidas dos alimentos. Essa tendéncia tem conduzido os produtores e as
industrias alimenticias a buscarem compostos que lhes permitam alcangar suas
metas relacionadas a estabilidade microbiana dos seus produtos em relagdo a
acdo de microrganismos deteriorantes e ou patogénicos. Essa busca impulsiona
também a preocupante realidade com o progressivo surgimento de cepas
microbianas resistentes a fungicidas. Dessa forma, os 6leos essenciais sdo uma
alternativa aos fungicidas, atuando no controle microbioldgico, visando a
obtencdo de alimentos naturais.

Pesquisas evidenciam a potencialidade dos odleos essenciais como
agentes antimicrobianos, sendo muitos deles extraidos de condimentos ou
especiarias que sdo habitualmente utilizados na preparagdo de alimentos, nio
apresentando toxicidade ao homem nas concentragdes utilizadas. Dessa forma,
tornam-se viaveis estudos que evidenciem o uso de produtos naturais como
agentes antissépticos na prevencgdo de doengas.

Além disso, o conhecimento sobre a acdo dos Oleos essenciais no
controle da doenga pode contribuir para o desenvolvimento de produtos
promissores, os quais futuramente reduzirdo os custos de produgdo e estimulardo
0 consumo.

Diante do exposto, objetivou-se neste estudo analisar o potencial in vitro

de 6 dleos essenciais, em diferentes concentragdes, no crescimento micelial e na
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germinagdo de conidios, sobre os isolados de L. fungicola,e verificar a interagao

entre A. bisporus e L. fungicola por meio de andlises ultraestruturais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultivo de cogumelos

As primeiras referéncias escritas sobre cogumelos estdo num epigrama
de Euripedes, datado de 450 AC, no qual ¢ relatada a morte de uma mae e seus
trés filhos envenenados por cogumelos (HERRERA, 2001). Hierdglifos escritos
ha 4600 anos mostram que os egipcios utilizavam os cogumelos em praticas
religiosas e acreditavam que eles asseguravam a imortalidade. Em outros
documentos foram encontrados vestigios do seu uso por outras civilizagdes. Ha
relatos, por exemplo, de que os gregos atribuiam-lhes poderes magicos, os
romanos os viam como “o alimento dos deuses” ¢ os chineses acreditavam que
era o “elixir da vida” (FURLANI; GODOY, 2005).

Apds serem enquadrados durante longos anos entre os vegetais, os
cogumelos foram colocados num reino auténomo denominado Reino Fungi,
devido as suas caracteristicas peculiares (MARTINS, 2004). Neste contexto, 0s
cogumelos pertencem a dois diferentes Filos: o Ascomycota e o Basidiomycota
(HAWKSWORTH, 1995).

Estima-se que o primeiro cultivo intencional de cogumelos tenha
ocorrido em 600 DC, com a espécie Auricularia auricula, na China. Em seguida,
a espécie Flamulina velutipes no ano 800 DC e a terceira espécie foi o Lentinula
edodes, o shiitake, no ano de 900 DC. A primeira técnica empregada pelos
chineses para a produgdo de cogumelos consistia em encontrar os troncos de
arvores caidos na floresta e coloca-los proximos aos troncos frutificados, que,
por sua vez, eram expostos ao vento, para capturar os esporos (HERRERA,
2001). Atualmente, sabe-se que os cogumelos sdo aptos para crescer em uma
grande variedade de substratos, a depender do tipo de nutri¢do de cada espécie e

de suas exigéncias climaticas (EKANEM; UBENGAMA, 2002). No Brasil,
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além da produ¢@o em troncos, o seu cultivo tem sido em bagaco, palha da cana,
folha de bananeira e serragem, tornando a producdo economicamente viavel,
pois estes materiais sdo de baixo custo e encontrados com facilidade
(FURLANI; GODOY, 2005).

O cogumelo mais cultivado no mundo ¢ o Agaricus bisporus
(champignon), seguido do L. edodes (shiitake), Pleurotus spp (cogumelo ostra),
Auricularia auricula (cogumelo orelha de pau) e Volvariella volvacea
(cogumelo palha) (SANCHEZ, 2004). Em 2011 a produgdo mundial de
cogumelos foi de aproximadamente 7,7 milhdes de toneladas, sendo o A.
bisporus considerado o cogumelo comestivel mais importante economicamente,
representando quase metade da produgdo mundial de cogumelos (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2014).

A importancia dos cogumelos estd diretamente ligada ao interesse
comercial que estes podem promover, como no ramo da industria farmacéutica,
na recuperacdo de areas degradadas e na gastronomia (FUNGOS..., 2014).

A utilizagdo de cogumelos na industria farmacéutica consiste na
producdo de substancias antimicrobianas a partir de extratos — de varias espécies
- que apresentam atividade antiviral contra Influenza A (SILVA, 2007). Desta
forma, algumas espécies demonstram ter agdo imunomoduladora, isto ¢, atuam
ao nivel do sistema imunitario, condicionam a resposta imunoldgica, com efeito
anti-tumoral ou imunossupressor (MARTINS, 2004). Além disso, sdo utilizados
para o tratamento e prevengdo de doengas cardiovasculares como hipertensio,
hipercolesterolemia, cancro e diabetes (HELM; CORADIN; KESTRING, 2009).

Os cogumelos desempenham papel fundamental na ciclagem de
nutrientes na natureza, principalmente no ciclo do carbono, na medida em que
sdo excelentes degradadores de lignina. Ademais, sdo utilizados na recuperacio
de 4reas degradadas, através da biorremediacdo, a qual consiste em

microrganismos como agentes recuperadores (SOARES et al., 2011).
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Inumeras pesquisas relatam que, em geral, os cogumelos sdo alimentos
de alto valor nutricional, com baixo teor de carboidratos e de gordura, além de
possuirem elevados teores de proteinas, fibras e vitaminas dos complexos B, C e
D. Caracteristicas estas que os tornam um suplemento nutricional e dietético
ideal (SESLI; TUZEN, 2006; RAI;, PAUL, 2007). Além disso, minerais como
potassio, célcio, ferro, zinco, magnésio e fosforo foram também observados em
quantidades significativas em diversos géneros estudados (IACOMINI, 2008).
Entretanto, a composi¢do quimica varia em fungio das espécies e linhagens,
assim como das condigdes de cultivo — composicdo do substrato e condigdes
ambientais (temperatura ¢ umidade), estdgio de maturag@o, técnica de colheita e
processamento pos-colheita (RIGONI; CORADIN, ROSSO, 2008).

Existem aproximadamente 45 mil espécies de cogumelos descritas na
literatura. Destas, cerca de 2.000 sdo potencialmente comestiveis, mas somente
pouco mais de 25 espécies sdo cultivadas e aceitas como alimento. Ademais,
somente 10 espécies tém se tornado produto de larga comercializagdo, como A.
bisporus, L. edodes e P. ostreatus (URBEN; SIQUEIRA, 2003; FURLANTI;
GODOY, 2007).

Os riscos que a ingestdo de cogumelos pode trazer a satde sdo devidos a
presenca de certos contaminantes existentes no meio ambiente ou durante o seu
processamento (TAVEIRA; NOVAES, 2007). Dessa forma, os cogumelos
comercializados em conservas devem sofrer adicdo de algumas substancias. De
acordo com o Codex Alimentarius, os acidos acético (dosagem maxima de
20g/Kg), latico (dosagem maxima de 5g/Kg), citrico (dosagem méxima de
5g/Kg) e ascorbico, podem ser utilizados como aditivos em cogumelos (MODA
et al., 2005). Assim, a degradagdo de cogumelos comercializados frescos pode
representar um risco para a saude, por apresentarem um curto tempo de vida util,
limitando-se de um a trés dias, a temperatura ambiente, e sob refrigeracao, cerca

de oito a dez dias. Portanto, o processo de tratamento apos a colheita dos
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cogumelos deve ser executado o mais rapido e eficientemente possivel, devido a
sua facil deterioragdo. Vale ressaltar que, a qualidade dos cogumelos ¢ refletida
tendo em conta diversos pardmetros tais como a cor, textura, estagio de

desenvolvimento e contagem microbiana (GONZALEZ-FANDOS et al., 2000).
2.2 Agaricus bisporus

O A. bisporus pertence ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Subfilo
Agaricomycotina, Classe Agaricomycetes, Subclasse Agaricomycetidae, Ordem
Agaricales, Familia Agaricaceae e Género Agaricus (BICALHO et al., 2013). Os
Basidiomicetos apresentam como estrutura caracteristica distintiva do grupo, o
basidio, uma estrutura especializada na producdo de esporos exdgenos,
chamados basididsporos, formados como resultado de cariogamia ou meiose
(CAPELARI; GUGLIOTTA; FIGUEIREDO, 1998).

A ordem Agaricales compreende 300 géneros com cerca de 5 mil
representantes comestiveis, medicinais, alucindgenos, micorrizicos, saprofitos,
parasitas, entre outros, sendo de grande interesse do ponto de vista alimenticio,
etnoldgico, industrial e ecoldgico (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL,
1996).

Na Europa ¢ na Asia sio comercializadas mais de 50 variedades de
cogumelos do género Agaricus, as quais diferenciam-se uma das outras quanto a
forma e cor (liso, escamoso, branco, creme, castanho, marrom), fragilidade,
produtividade, resisténcia a doencas, necessidades nutritivas e condi¢des
climaticas (BONONI et al., 1999).

O A. bisporus (Champignon de Paris) ¢ uma das espécies mais
importantes na induastria de alimentos (NOVAES; NOVAES, 2005) e representa
31,8% da produgdo mundial de cogumelos comestiveis (CHOUDHARY, 2011).

O cultivo de 4. bisporus teve origem na Franga, quando cultivadores de meldo
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perceberam que alguns cogumelos com elevado valor gastrondmico (aroma,
textura e sabor) cresciam sobre as camas utilizadas para estocagem dos frutos,
composta de diversos tipos de palhas (arroz, trigo, aveia) misturadas com
estercos de animais (aves, bovinos, equinos). Dois séculos depois, em 1865, o
cultivo foi introduzido na América utilizando instalacdes semelhantes a uma
industria, e posteriormente passou a ser utilizada na Europa (BONONI et al.,
1999).

No Brasil o Champignon de Paris foi a primeira espécie a ser cultivada.
Segundo a literatura nacional, o inicio do cultivo em escala comercial parece
datar dos anos 50, quando imigrantes italianos fixaram-se em Cabreuva e
Atibaia, no estado de Sdo Paulo e, na mesma época, imigrantes chineses
instalaram-se em Mogi das Cruzes (BONONI, 2003). As metodologias e
tecnologias de cultivo foram sendo aprimoradas, sempre para atender a biologia
do fungo. No caso do champignon, durante sua formago e desenvolvimento, ¢
necessario que a temperatura média do ambiente seja de 17-20 °C, o que
dificulta seu cultivo em paises tropicais, devido a necessidade de climatizagio
para tornar a producdo constante ao longo do ano (SIMPOSIO..., 2006).

Atualmente, a regido produtora de cogumelos no Brasil, e que mais se
destaca, ¢ a de Mogi das Cruzes. Anualmente, mais de 4 mil toneladas sao
comercializadas na regido, representando cerca de 80% da produc@o nacional.
Portanto, estima-se que a producdio brasileira aproxima-se de 5 mil toneladas
anuais, representando 0,15% da produgdo mundial (SAMPAIO; QUEIROZ,
2006).
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2.3 Lecanicillium fungicola

Segundo Fletcher e Gaze (2008) e Largeteau e Savoie (2010), a doenga
mais importante que afeta a cultura do cogumelo comestivel 4. bisporus ¢
conhecida por “bolha seca” (Dry Bubble). Tem sido relatada cientificamente
desde o século 19 por pesquisadores como Constantin e Dufour na Franga em
1892 e posteriormente por Veihmeyer em 1914 na América. A doenga foi
também denominada de “La mole” pelos franceses e havia, na ocasido, certa
confusdo sobre a real identidade do agente etiologico causador das
anormalidades presentes nos cultivos de cogumelos. Atualmente, sabe-se que o
agente causador da doenga bolha seca é o fungo Lecanicillium fungicola
(BERENDSEN et al., 2010) anteriormente denominado Verticillium fungicola.

Zare e Gams (2008), estudando Verticillium fungicola através de
analises morfoldgicas ¢ moleculares observaram que a espécie estava bem mais
proxima do género Lecanicillium. Com isso, a espécie Verticillium fungicola e
sua variedade aleophillum foram renomeados a Lecanicillium fungicola,
enquanto a variedade flavidum foi redefinida como Lecanicillium flavidum. A
espécie Verticillium psalliotae também sofreu modificagdes, passando a ser
identificada como Lecanicillium psalliotae.

O L. fungicola pertence ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo
Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Subclasse Hypocreomycetidae,
Ordem Hypocreales, Familia Cordycipitaceae e Género Lecanicillium. Como
relatado por Brady e Gibson (1976) e Brady e Waller (1976), a espécie L.
fungicola, apresenta as seguintes caracteristicas: 3 a 9 fialides; as fidlides
formam-se em hifas eretas e sdo curtas e espessas (13-25 x 2-25 pm); e os
conidios aparecem em vesiculas elipsoidais longas ou cilindricas, tornando-se

mais finas nas extremidades (3-8,5 x 1-1,5 um).
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Sabe-se que L. fungicola s6 ¢ capaz de infectar a fase reprodutiva de 4.
bisporus e, dependendo do tempo de infeccdo, provoca diferentes sintomas
macroscopicos. Quando a infecgdo ¢ tardia, ou seja, aparece quando os
cogumelos apresentam-se desenvolvidos ou em fase de colheita, ocorre o
aparecimento de manchas escuras de tonalidade castanha, bordos irregulares e
nio definidos na superficie do pileo. Essas manchas sdo comumente pouco
profundas e os tecidos situados logo abaixo da camada superficial sdo em
aparéncia sadios. Podem ocorrer rachaduras, fendilhamentos e consequente
descascamento do estipe; sintoma indicativo de que houve invasao dos tecidos
do mesmo. Quando tais cogumelos s@o cortados longitudinalmente, ¢ frequente
observar-se uma cavidade interna escurecida. Em virtude disto, os cogumelos
tornam-se secos, enrugados ¢ inadequados para o consumo. Um segundo tipo de
sintoma ocorre em uma fase intermedidria do cultivo, quando em fase de botdo,
ou seja, quando comecam a frutificar. Nesse caso, observa-se uma espécie de
estiolamento, isto ¢, o corpo de frutificagdo ndo mais se desenvolve e adquire
coloragdo amarelada. Finalmente, o terceiro tipo de sintoma é indicativo de
infecgdes precoces e mais severas e que significa uma pesada contaminagio do
composto ou do solo de cobertura. Neste caso, como o micélio do 4. bisporus
esta se desenvolvendo no composto e o parasita apresentando a sua fase
vegetativa bem desenvolvida, ambos os micélios se entrelacam. Quando o 4.
bisporus frutifica, d4 origem a corpos de frutificagdo totalmente deformados.
Comumente, ndo ha diferenciag@o entre o estipe e o pileo formando uma massa
disforme (BERENDSEN et al., 2010).

Aparentemente, a infec¢do do L. fumgicola ocorre pela presenga de
hidrofibrinas na parede celular de ambos os fungos (VAN WETTER; WOSTEN;
WESSELS, 2000). A parede celular parasita possui glicogalactomananas que
sdo capazes de reconhecer e se ligar a lectina do hospedeiro. A lectina pode ser

isolada somente a partir dos basidiomas, o que explica o fato da infec¢do ndo
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ocorrer na hifa vegetativa (BERNARDO et al., 2004). Largeteau, Regnault-
Roger e Savoie (2007) confirmaram que a lectina apresenta-se apenas no tecido
do corpo de frutificacdo e esta envolvida no reconhecimento e interagdo com o
hospedeiro.

Apés a ligacdo inicial, o L. fungicola pode crescer inter e
intracelularmente nas hifas do corpo de frutificagdo do A. bisporus. A invasao
ocorre através da combinacdo de dois processos: o enfraquecimento da parede
celular do 4. bisporus devido a produgao de enzimas liticas do L. fungicola e por
pressdo mecéanica através da formagdo do apressorio e estruturas de penetragéo
especializadas (DRAGT et al., 1996).

O controle de L. fungicola depende estritamente de saneamento ¢ do uso
de fungicidas. Dentre os poucos fungicidas que tém sido utilizados, alguns nio
estdo disponiveis e outros estdo se tornando cada vez mais ineficazes devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos mesmos pelo agente patogénico.
Atualmente, o controle da doenga bolha seca depende fortemente da utilizagdo
de Sportak (composto ativo: procloraz — manganés), no entanto, a reducdo da
sensibilidade a este fungicida tem sido relatada e futuramente este e outros
fungicidas serdo banidos do comércio (GEA; NAVARRO; TELLO, 2005). As
tentativas de implementar agentes de controlo bioldgico (BERENDSEN et al.,
2012), ou induzir a resisténcia ao patdgeno (BERENDSEN et al., 2013), ndo
foram bem sucedidas para controlar a doenga eficazmente. Dessa forma, sdo
necessarias novas formas de combater a doenga bolha seca. Além disso, a
elucidacdo detalhada sobre a interagdo patdgeno-hospedeiro seria importante
para o controle da doenga e consequentemente para a seguranga da produgio

agricola (BERENDSEN et al., 2010).
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2.4 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sdo produtos volateis do metabolismo secundario de
plantas aromaticas, normalmente formados em células especiais ou grupos de
células encontrados em muitas folhas e caules de plantas. Eles sdo comumente
concentrados em uma regio em particular na planta e, quando ocorrem em
varios 6rgdos em uma mesma planta, possuem diferentes perfis de composicao
(OUSSALAH et al., 2007). Os 0leos essenciais, também chamados de dleos
volateis ou etéreos, sdo liquidos oleosos aromadticos provenientes de material
vegetal, como flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira,
frutos e raizes (SIMOES et al., 2007).

O método de extracdo de dleos essenciais empregado varia conforme a
localizacdo do dleo na planta, o material disponivel e com a proposta de sua
utilizagdo. Desta forma, as técnicas de extragdo estdo sendo cada vez mais
aperfeicoadas e viabilizam a produgdo com uma determinada composi¢do e
pureza desejada (SIMOES et al., 2007). Podem ser aplicadas diversas técnicas,
como a enfloracdo, arraste por vapor d’agua, extracdo com solventes organicos,
prensagem (ou expressio) e extragdo por CO: supercitrico. Entretanto, o método
de maior aplicaco € o de hidrodestilagdo (BURT, 2004).

De forma geral, os oOleos essenciais sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Entretanto,
entre as suas principais caracteristicas, destacam-se a volatilidade, aroma
agradével e solubilidade em solventes organicos apolares; diferindo assim dos
oleos fixos, mistura de substincias lipidicas, obtidos geralmente de sementes
(SIMOES et al., 2007).

Em geral, na presenga de oxigénio, luz, calor, umidade e metais, os
oleos essenciais sdo muito instaveis; sofrendo inimeras reagoes de degradacio.

Fato que dificulta a sua conservagdo, fazendo com que seu processo de
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armazenamento seja fundamental para a manutengdo de sua qualidade
(GUIMARAES et al., 2008).

Podem apresentar até 60 componentes em concentragcdes variaveis,
sendo que, na maioria das vezes, um ou dois deles sdo encontrados em
propor¢des maiores (20-70%), denominados compostos majoritarios. Vale
ressaltar que, os outros componentes sO estdo presentes em concentragdes
vestigiais (tracos) (BAKKALI et al., 2008). Desta forma, a constitui¢do quimica
¢ muito variada, incluindo hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, dxidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

Além disso, a composi¢do do 6leo essencial de uma planta é também
determinada geneticamente, sendo, geralmente, especifica para determinado
orgdo e caracteristica do seu estagio de desenvolvimento (BANDONI;
CZEPAK, 2008). Contudo, as condigdes ambientais sdo capazes de causar
variagdes, como a influéncia do ciclo vegetativo, em que a concentragdo de cada
um dos constituintes do 6leo pode variar durante o desenvolvimento do vegetal.

O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo também
influenciam a composi¢do quimica dos dleos essenciais (BURT, 2004). Desta
forma, a composicdo pode também diferir entre as estagcdes de colheitas e
condi¢des geograficas (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Apesar da complexidade da composi¢do, os constituintes dos odleos
pertencem de forma quase exclusiva a duas séries, caracterizada por suas origens
biossintéticas distintas: a série terpénica e a série, menos frequente, dos

fenilpropanoides (CARDOSO et al., 2001; BANDONI; CZEPAK, 2008).
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2.4.1 Biossintese de terpendides

Os terpendides constituem uma grande variedade de substancias
vegetais, sendo esse termo empregado para designar todas as substincias cuja
origem biossintética deriva de unidades do isopreno (2-metil-1,3-butadieno)
(Figura 1). A unidade isoprénica, por sua vez, origina-se a partir do acido
mevaldnico. Os esqueletos de carbono dos terpendides sdo formados pela
condensa¢do de um numero variavel de unidades isoprénicas. Os compostos
terpénicos mais frequentes nos dleos essenciais sdo os monoterpenos (90% dos

6leos volateis) e os sesquiterpenos (SIMOES et al., 2007).

NS

Figura 1 Estrutura quimica do isopreno

Os terpenoides sdo sintetizados via mevalonato, o qual ¢ formado pela
condensa¢@o de uma unidade da acetoacetil-CoA com a acetil-CoA, seguida de
uma hidrolise, formando o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Em
seguida, 0 HMG-CoA sofre uma reacdo de reducdo catalisada pela enzima
HMGCoA-redutase a mevalonato. Esse ¢, entdo, convertido em isoprenil-
pirofosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalilpirofosfato (DMAPP). As moléculas
de IPP ¢ DMAPP condensam e formam o trans-geranil-pirofosfato, dando
origem aos monoterpenos (10 carbonos) e sesquiterpenos (15 carbonos) (Figura

2) (SIMOES et al., 2004).
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Figura 2 Biossintese de terpenos via mevalonato
Fonte: (SIMOES et al., 2004).

Outra rota de biossintese de terpenos ¢ a 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato,
conhecida como via DXPS. Inicia-se com a condensa¢@o de uma molécula de
piruvato e outra D-gliceraldeido-3-fosfato, formando a 1-deoxi-D-xilulose-5-
fosfato; apos reacdes sucessivas, a molécula de IPP ¢ DMAPP sdo formadas,

dando origem aos terpenos (Figura 3) (DEWICK, 2002).
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Figura 3 Biossintese de terpenos via DXPS
Fonte: (DEWICK, 2002).

2.4.2 Biossintese de fenilpropanoides

Os fenilpropandides s@o menos abundantes do que os terpendides e
possuem em suas estruturas um anel benzénico com uma cadeia lateral composta
de trés carbonos, que apresentam uma dupla ligacdo e podem ter um grupo

funcional com oxigénio, como ilustra a Figura 4 (TAIZ; ZEIGER, 2004).

X

HO

Figura 4 Representacdo quimica basica de um fenilpropandide
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Os fenilpropandides sdo compostos aromaticos que derivam da rota que
inicia com a formagdo do acido chiquimico. Esse da origem aos aminoacidos
fenilalanina e tirosina, os quais por ag@o enzimatica da fenilalanina amonialiase
(FAL), perdem uma molécula de amoénia, resultando na formagdo dos acidos
cindmico e p-cumarico (Figura 5). Finalmente, por meio de varias reagdes de
reducdo, oxidacdo e ciclizagdo, os acidos cindmico e p-cumarico levam a

formagao de fenilpropanéides (SIMOES et al., 2007).

0. (o]
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Varias reagdes o
HO OH R B
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R=0H Tirosina
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J FAL
OH
\ .
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R=H Acido cinamico
R=0H Acido p- cumarico

|
\ \ \ \

Reducio 3
¢ Oxidagio Redugao

Ciclizacdo
R=H R=0H

Figura 5 Biossintese de fenilpropandides

Fonte: (SIMOES et al., 2007).
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2.4.3 Atividade biologica dos dleos essenciais

O crescente interesse dos consumidores por alimentos naturais obriga a
industria a pesquisar novas alternativas de conservagdo de alimentos. Assim, o
uso de dleos essenciais em alimentos vem ganhando importancia devido ao fato
destes apresentarem componentes naturais, evitando-se o uso de aditivos
sintéticos, demonstrando sua ac¢do fungicida, bactericida e inseticida (PERINI et
al., 2013; KNAAK;FIUZA, 2010; OOTANI et al., 2011). Ademais, s3o menos
perigosos aos seres humanos, em comparagdo aos produtos sintéticos, € menos
toxicos ao meio ambiente, devido a volatilizagdo de seus compostos (SATISH et
al., 2007; PARK et al., 20006).

A atividade antimicrobiana depende do tipo, da composicdo e da
concentragdo da espécie ou do 6leo essencial, do tipo do microrganismo em
questdo, da composi¢do do substrato, do processamento e da condigdo de
estocagem (MARINO; BERSANI; COMI, 2001).

Apesar do conhecimento limitado sobre os mecanismos de ag@o dos
Oleos, estes parecem estar associados ao carater lipofilico dos compostos,
havendo um acumulo em membranas e¢ perda de energia pelas células
microbianas (CONNER, 1993; SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995). De
acordo com Piper et al. (2001), determinados terpenos presentes nos odleos
essenciais sdo capazes de tornar a membrana celular do fungo permeavel,
causando o vazamento de seu contetdo.

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou oleos essenciais tém
indicado o potencial destes no controle de fitopatdgenos, tanto por agdo
fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagdo de esporos,
quanto pela indugdo de fitoalexinas (STANGARLIN et al., 1999). Em estudos
desenvolvidos por Zambonelli et al. (1996), testando 6leo de tomilho em

fitopatdgenos, foi verificado que esse composto causou degeneragio das hifas e
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extravasamento do citoplasma celular. Chalfoun et al. (2004) avaliaram o efeito
in vitro de Oleos essenciais dos condimentos alho, canela, cravo e tomilho
testados em concentragdes de 500, 1000, 1500 e 2000 mg/mL, e do o6leo de
cravo nas concentragdes de 200, 400, 600 e 800 mg/mL, sobre o crescimento
micelial dos fungos Rhizopus sp., Penicillium spp., Eurotium repens De Bary e
Aspergillus niger e constataram uma inibi¢do total do 6leo de canela sobre
fungos testados, os oleos de tomilho e alho tiveram o mesmo efeito nas
concentragdes mais altas, o cravo inibiu o desenvolvimento dos fungos a partir
da concentragdo de 600 mg/mL, exceto o fungo Penicillium spp. que foi
verificado na concentragdo de 800 mg/mL.

Dessa forma, os oleos essenciais apresentam grande potencial para o
manejo integrado de doencas flngicas, uma vez que diferentes autores
observaram efeitos tdxicos desses compostos sobre fungos. Vale ressaltar, ainda,
um fator ecoldgico importante dos oleos essenciais, devido a sua alta
volatilidade, eles ndo se acumulam em solos nem em 4aguas subterrineas

(DHIMA et al., 2010; GROSSO et al., 2010).

2.5 Uso da microscopia eletronica no estudo da interacio fungo-cogumelo

O surgimento dos microscopios eletronicos de transmissdo e de
varredura permitiu o estudo de amostras frescas ¢ o minimo de manipulagdo
possivel durante o processamento (COLLINS et al.,, 1993). Dessa forma, a
microscopia eletronica ¢ considerada uma importante ferramenta de estudos
ultraestruturais, principalmente para o entendimento de processos relacionados
ao desenvolvimento de doengas, como, por exemplo, em cogumelos. Os eventos
que levam ao estabelecimento de relagdes parasiticas, tais como, adesdo,
penetragdo, colonizagdo e reproducdo ocorrem em nivel celular, tanto do

patogeno como do hospedeiro. Assim, Alves, Leite e Kitajima (2008) ressaltam
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que, para visualizar tais processos de infec¢do, o microscopio de luz, o
microscopio eletronico de transmissdo e o microscopio eletronico de varredura
tém proporcionado inestimaveis contribui¢des. Neste contexto, Ware (1933) e
North e Wuest (1993) utilizaram a microscopia eletronica de varredura (MEV),
porém ndo observaram estruturas de penetracio especializadas ou evidéncias de
uma penetragdo direta do patdgeno. No entanto, Dragt et al. (1996) observaram
evidéncia de penetragdo direta e estruturas de penetragdo especializadas do
micoparasita L. fungicola em A. bisporus, através da microscopia de luz e
microscopia eletronica de transmissdo. Tal fato foi confirmado por Calonje et al.
(1997). A resisténcia do micélio vegetativo de A4. bisporus ao L. fungicola
também tem sido analisada por microscopia eletronica (CALONIJE et al., 2000;
SHAMSHAD; CLIFTA; MANSFIELD, 2009).

Apesar dos estudos envolvendo esse patossistema, nenhum estudo
ultraestrutural foi encontrado em relagdo ao mecanismo de acdo de Oleos
essenciais no controle da doenca. Desta forma, a compreensdo da acdo dos éleos
essenciais na interagdo entre o hospedeiro e o patdgeno sera de grande
importancia para a obten¢do de novas técnicas que visam melhorias ¢ medidas

sustentaveis no cultivo de cogumelos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Analise Ultraestrutural do Departamento de Fitopatologia da Universidade

Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Obtencao dos isolados de Lecanicillium fungicola

Os isolados de L. fungicola, denominados LF.1 e LF.2, foram obtidos na
colegdo de cultura do Laboratorio de Cogumelos Comestiveis do Departamento
de Biologia da UFLA. Sendo que as duas linhagens apresentam origens
diferentes, pois foram isoladas de locais distintos. A manutencdo dos isolados
fez-se pelo método tradicional mediante repicagens sucessivas em meio BDA

(batata-dextrose-agar), em placas de Petri e mantido a 25°C.

3.3 Material vegetal

Os oleos essenciais foram selecionados mediante potencial antifungico,

observados em testes in vitro por Regnier e Combrinck (2010) e Tanovié et al.

(2009), e em funcdo da disponibilidade destes no comércio (Tabela 1).
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Tabelal Oleos essenciais sclecionados para a avaliagio de atividade
antifungica sobre L. fungicola

Nome cientifico Nome comum
Cinnamomum zeylanicum Canela
Eucalyptus globulus Eucalipto
Melissa officinalis Erva-cidreira
Origanum vulgare Orégano
Syzygium aromaticum Cravo-da-india
Thymus vulgaris Tomilho

Foram adquiridos 2Kg de cada material vegetal no Mercado Municipal
da cidade de Belo Horizonte. Estes foram posteriormente picados, pesados, e

imediatamente utilizados na extragdo de 6leos essenciais.

3.4 Extracio

A extracdo dos dleos essenciais dos vegetais foi realizada no Laboratorio
de Quimica Organica do Departamento de Quimica da UFLA. O método
empregado para a extragdo dos 6leos essenciais foi a hidrodestilagdo, conforme
descrito por Guimardes et al. (2008), utilizando-se o aparelho de Clevenger
modificado, adaptado a um baldo de fundo redondo com capacidade de 5 litros.

Individualmente, as folhas secas de erva-cidreira e eucalipto foram
picadas, a canela em pau foi quebrada com auxilio de um martelo, e juntamente
com o tomilho, o orégano e o cravo todos foram recobertos com agua dentro do
baldo, o qual foi colocado sobre uma manta aquecedora. A extracdo dos oleos
essenciais foi realizada por um periodo de 2 horas, mantendo a solugdo em
ebuli¢do. Em seguida, o hidrolato obtido foi centrifugado em centrifuga de
bancada de cruzeta horizontal (Fanem Baby® I Modelo 206 BL) a 965,36 XG

por 5 minutos. Apos centrifugacéo, os o6leos essenciais foram retirados com o



31

auxilio de uma micropipeta de Pasteur e acondicionados em frasco de vidro
ambar.

Posteriormente, os 6leos essenciais foram armazenados sob refrigeracio
em frasco totalmente vedado, em ambiente escuro, com o objetivo de evitar
degradagdes, com consequente perda de qualidade e alteracdo da composi¢do
quimica.

Foram realizadas duas extracdes de dleos essenciais para cada espécie

vegetal analisada.

3.5 Avaliagao das concentracdes de cada dleo essencial por meio do Indice

de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)

Para a avaliagdo do efeito in vitro dos compostos de plantas sobre o
crescimento micelial das linhagens LF.1 e LF.2 foram utilizadas as
concentragdes 0,2%, 0,4%, 0,8% e 1,6% v/v (TANOVIC et al., 2009). Em
seguida, foram preparadas placas de Petri de 9 cm de didmetro com o meio de
cultura BDA (batata-dextrose-dgar) previamente esterilizado (em autoclave a
121°C, 1 atm, por 20 minutos). Foi realizada a pré-diluicdo de cada oleo
essencial em uma solugdo de leite em pé comercial estéril (10g.L™"). Em seguida,
1 mL dessa solug¢do foi diluida em 9 mL do meio de cultura BDA momentos
antes da solidificacdo, de modo a obter meio de cultura com as diferentes
concentragdes dos dleos a serem avaliados. No centro de cada placa foi efetuada
a repicagem de um disco de 5 mm de didmetro, contendo micélio da cultura
monospdrica previamente crescida por 7 dias em BDA. Apds este procedimento,
as placas foram vedadas com filme plastico e acondicionadas em incubadora do
tipo BOD a 25°C, sob fotoperiodo de 12 horas (AQUINO et al., 2014).

Os tratamentos empregados foram seis dleos essenciais em quatro

concentragdes diferentes, um padrio de inibicdo do crescimento micelial
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constituido pelo fungicida Sportak, além de uma testemunha constituida pelo
disco de micélio do fungo sobre o meio de cultura composto por 9 mL de BDA e
1 mL da solugio de leite em p6 (10g.L™") e a testemunha absoluta; totalizando 54

tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2 Tratamentos empregados na avaliagio do Indice de Crescimento

Micelial (IVCM)
Tratamentos

1 BDA/LF.1

2 BDA/LF.2

3 BDA + Leite em p6/LF.1

4 BDA + Leite em p6/LF.2

5 BDA + Fungicida Sportak/LF.1

6 BDA + Fungicida Sportak/LF.2

7 BDA + Oleo de canela (0,2%)/LF.1

8 BDA + Oleo de canela (0,4%)/LF.1
9 BDA + Oleo de canela (0,8%)/LF.1
10 BDA + Oleo de canela (1,6%)/LF.1
11 BDA + Oleo de canela (0,2%)/LF.2
12 BDA + Oleo de canela (0,4%)/LF.2
13 BDA + Oleo de canela (0,8%)/LF.2
14 BDA + Oleo de canela (1,6%)/LF.2
15 BDA + Oleo de cravo (0,2%)/LF.1
16 BDA + Oleo de cravo (0,4%)/LF.1
17 BDA + Oleo de cravo (0,8%)/LF.1
18 BDA + Oleo de cravo (1,6%)/LF.1
19 BDA + Oleo de cravo (0,2%)/LF.2
20 BDA + Oleo de cravo (0,4%)/LF.2
21 BDA + Oleo de cravo (0,8%)/LF.2
22 BDA + Oleo de cravo (1,6%)/LF.2
23 BDA + Oleo de tomilho (0,2%)/LF.1
24 BDA + Oleo de tomilho (0,4%)/LF.1
25 BDA + Oleo de tomilho (0,8%)/LF.1
26 BDA + Oleo de tomilho (1,6%)/LF.1
27 BDA + Oleo de tomilho (0,2%)/LF.2
28 BDA + Oleo de tomilho (0,4%)/LF.2
29 BDA + Oleo de tomilho (0,8%)/LF.2

30 BDA + Oleo de tomilho (1,6%)/LF.2
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Tratamentos

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

BDA + Oleo de erva-cidreira (0,2%)/LF.1
BDA + Oleo de erva-cidreira (0,4%)/LF.1
BDA + Oleo de erva-cidreira (0,8%)/LF.1
BDA + Oleo de erva-cidreira (1,6%)/LF.1
BDA + Oleo de erva-cidreira (0,2%)/LF.2
BDA + Oleo de erva-cidreira (0,4%)/LF.2
BDA + Oleo de erva-cidreira (0,8%)/LF.2
BDA + Oleo de erva-cidreira (1,6%)/LF.2
BDA + Oleo de eucalipto (0,2%)/LF.1
BDA + Oleo de eucalipto (0,4%)/LF.1
BDA + Oleo de eucalipto (0,8%)/LF.1
BDA + Oleo de eucalipto (1,6%)/LF.1
BDA + Oleo de eucalipto (0,2%)/LF.2
BDA + Oleo de eucalipto (0,4%)/LF.2
BDA + Oleo de eucalipto (0,8%)/LF.2
BDA + Oleo de eucalipto (1,6%)/LF.2
BDA + Oleo de orégano (0,2%)/LF.1
BDA + Oleo de orégano (0,4%)/LF.1
BDA + Oleo de orégano (0,8%)/LF.1
BDA + Oleo de orégano (1,6%)/LF.1
BDA + Oleo de orégano (0,2%)/LF.2
BDA + Oleo de orégano (0,4%)/LF.2
BDA + Oleo de orégano (0,8%)/LF.2
BDA + Oleo de orégano (1,6%)/LF.2

BDA — Meio de cultura Batata-Dextrose-Agar

As avaliagdes foram realizadas por meio de medigdes didrias do

diametro das colonias, onde foram coletados os dados referentes a média de duas

medidas diametricamente opostas.

O inicio das avaliagdes ocorreu 24 horas apds o preparo das placas, e

terminou no décimo dia. Apds esse periodo, determinou-se o Indice de

Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) utilizando a equac@o adaptada por

Oliveira (1991):
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(D—Da)
IVCM = ZT , ém que:

IVCM - Indice de velocidade de crescimento micelial;
D - diametro médio atual,
Da - didmetro médio do dia anterior;

N - niimero de dias apés a inoculagéo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial (6leos x concentragdes x linhagens) com trés
repeti¢des, cada placa constituindo uma unidade experimental. Os dados foram
analisados utilizando-se o software Sisvar (FERREIRA, 2000). Os tratamentos
foram submetidos a andlise de varidncia, regressdo, ¢ as médias foram

comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.

3.6 Avaliacao da germinacfio de conidios submetidos a exposicio direta de

oleos essenciais em diferentes concentracoes

Foi avaliada a atividade antifingica dos Odleos essenciais sobre a
germinagdo de conidios das linhagens LF.1 e LF.2, utilizando as mesmas
concentragdes dos seis Oleos do ensaio anterior. Dessa maneira, foram
preparadas placas de Petri de 9 cm de didmetro com o meio de cultura Agar-
Agua (AA) a 2%, previamente esterilizado. Foi realizada a pré-dilui¢io de cada
6leo essencial em uma solugdo de leite em pd comercial estéril (10g.L™"), em
seguida 1 mL dessa solu¢do foi diluida a 9 mL do meio de cultura AA
momentos antes da solidificagdo, de modo a obter meio de cultura com as
diferentes concentragdes dos oleos a serem avaliados. Em cada placa foram
adicionados 100 pL de uma solucdo de suspensdo de esporos de L. fungicola

ajustada para 1x10°conidios mL™; previamente obtida por meio da adi¢io de 10
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mL de 4gua estéril, raspagem do micélio da cultura monosporica, crescida por 7
dias em BDA, com alga de Drigalski, filtragem da suspensdo de esporos em gaze
e quantificacdo em camara de Neubauer. Em seguida, as placas foram vedadas
com filme plastico e acondicionadas em incubadora do tipo BOD a 25°C, sob
fotoperiodo de 12 horas.

Utilizando um microscopio de luz, foram contabilizados 50 esporos por
area (2cm?), registrando-se a porcentagem de conidios germinados apds 20 horas
de incubagdo. O ensaio foi composto por trés repetigdes para cada tratamento,
totalizando 150 esporos. A auséncia de qualquer crescimento caracterizou a
atividade antifungica positiva, assim como o0s esporos que apresentaram
qualquer emissd@o de tubo germinativo foram considerados como germinados, ou
seja, atividade antifingica negativa (ITAKO et al., 2008).

Além dos tratamentos compostos pelos seis 6leos essenciais em quatro
repeti¢cdes, foi utilizado o fungicida Sportak como padrio de inibigdo, ¢ as
testemunhas compostas pela solugio de leite em pé (10g.L") e a testemunha

absoluta. Totalizando 54 tratamentos (Tabela 3).
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empregados na avaliagdo da Porcentagem de

Germinagdo (PGERM)
Tratamentos

1 AA/LF.1

2 AA/LE.2

3 AA + Leite em pd/LF.1

4 AA + Leite em p6/LF.2

5 AA + Fungicida Sportak/LF.1

6 AA + Fungicida Sportak/LF.2

7 AA + Oleo de canela (0,2%)/LF.1

8 AA + Oleo de canela (0,4%)/LF.1

9 AA + Oleo de canela (0,8%)/LF.1

10 AA + Oleo de canela (1,6%)/LF.1

11 AA + Oleo de canela (0,2%)/LF.2

12 AA + Oleo de canela (0,4%)/LF.2

13 AA + Oleo de canela (0,8%)/LF.2

14 AA + Oleo de canela (1,6%)/LF.2

15 AA + Oleo de cravo (0,2%)/LF.1

16 AA + Oleo de cravo (0,4%)/LF.1

17 AA + Oleo de cravo (0,8%)/LF.1

18 AA + Oleo de cravo (1,6%)/LF.1

19 AA + Oleo de cravo (0,2%)/LE.2

20 AA + Oleo de cravo (0,4%)/LE.2

21 AA + Oleo de cravo (0,8%)/LF.2

22 AA + Oleo de cravo (1,6%)/LE.2

23 AA + Oleo de tomilho (0,2%)/LF.1
24 AA + Oleo de tomilho (0,4%)/LF.1
25 AA + Oleo de tomilho (0,8%)/LF.1
26 AA + Oleo de tomilho (1,6%)/LF.1
27 AA + Oleo de tomilho (0,2%)/LF.2
28 AA + Oleo de tomilho (0,4%)/LF.2
29 AA + Oleo de tomilho (0,8%)/LF.2
30 AA + Oleo de tomilho (1,6%)/LF.2
31 AA + Oleo de erva-cidreira (0,2%)/LF.1
32 AA + Oleo de erva-cidreira (0,4%)/LE.1
33 AA + Oleo de erva-cidreira (0,8%)/LF.1
34 AA + Oleo de erva-cidreira (1,6%)/LE.1
35 AA + Oleo de erva-cidreira (0,2%)/LF.2
36 AA + Oleo de erva-cidreira (0,4%)/LF.2
37 AA + Oleo de erva-cidreira (0,8%)/LF.2
38 AA + Oleo de erva-cidreira (1,6%)/LF.2
39 AA + Oleo de eucalipto (0,2%)/LF.1
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“Tabela 3, conclusdo”

Tratamentos
40 AA + Oleo de eucalipto (0,4%)/LF.1
41 AA + Oleo de eucalipto (0,8%)/LF.1
42 AA + Oleo de eucalipto (1,6%)/LF.1
43 AA + Oleo de eucalipto (0,2%)/LF.2
44 AA + Oleo de eucalipto (0,4%)/LF.2
45 AA + Oleo de eucalipto (0,8%)/LF.2
46 AA + Oleo de eucalipto (1,6%)/LF.2
47 AA + Oleo de orégano (0,2%)/LF.1
48 AA + Oleo de orégano (0,4%)/LF.1
49 AA + Oleo de orégano (0,8%)/LF.1
50 AA + Oleo de orégano (1,6%)/LF.1
51 AA + Oleo de orégano (0,2%)/LF.2
52 AA + Oleo de orégano (0,4%)/LF.2
53 AA + Oleo de orégano (0,8%)/LF.2
54 AA + Oleo de orégano (1,6%)/LF.2

AA — Meio de cultura Agar-Agua

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial (6leos x concentragdes x linhagens) x 3 repetigdes,
cada area de (2cm?) da placa constituiu uma unidade experimental. Os dados
foram analisados utilizando-se o software Sisvar (FERREIRA, 2000). Os
tratamentos foram submetidos a analise de varidncia, regressdo, e as médias

foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3.7 Estudo da interacfo entre o patégeno L. fungicola e o hospedeiro A.

bisporus por microscopia eletronica de varredura

O composto foi obtido comercialmente pela empresa Sitio dos Micélios,
localizada em Barbacena-MG. Adicionou-se uma camada de cobertura para a
indu¢do da frutificagdo dos basidiocarpos, contendo Latossolo vermelho
distroférrico e calcario calcitico (v:v), a qual foi agregada apds 14 dias, quando o

micélio ja havia colonizado totalmente o substrato de cultivo. Apds sete dias de
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adicdo da camada de cobertura, os compostos foram incubados a 18£1 °C, até a
frutificacdo. Posteriormente a frutificagdo, os cogumelos foram colhidos.
Inicialmente, para o preparo da suspensdo de esporos, o L. fungicola foi
cultivado em meio BDA, por um periodo de 7 dias a 25°C. Em seguida, 5 mL de
uma suspensio de esporos (1x10° conidios mL") foram borrifados em toda a
superficie dos cogumelos, os quais foram dispostos em camara umida e
incubados em BOD a 25°C.

A microscopia eletronica de varredura foi feita com os basidiocarpos
inoculados com L. fungicola, os quais foram cortados a méao livre com bisturi em
pedagos do pileo de no méximo 2cm’. As coletas foram realizadas nos tempos
13, 16, 19 e 23 horas apds a inoculagdo. Em seguida, as amostras coletadas
foram colocadas em microtubos de 1,5mL contendo fixador Karnovsky
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,0% em tampao de cacodilato de sodio
0,05M, CaCl, 0,001M, pH 7,2) e, armazenadas em geladeira, a 4°C por um
periodo de, no minimo, 24 horas.

Apds a fixagdo, foi utilizado o protocolo padrio para microscopia
eletronica de varredura descrita por Bozzola e Russel (1999) e adaptado por
Alves (2004).

As amostras foram lavadas em tampao cacodilato 0,05 M por trés vezes
de 10 minutos cada e transferidas para uma solucdo de tetréxido de dsmio 1%
em agua, por no minimo 1 hora. Posteriormente, foram lavadas em agua
destilada por trés vezes ¢ desidratadas em gradiente de acetona (25%, 50%,
75%, 90%, uma vez ¢ 100%, por trés vezes).

Apds a desidratacdo, as amostras foram levadas para o aparelho de ponto
critico Balzers CPD 030, para substituicdio da acetona por CO, e
complementagdo da secagem. Os espécimes obtidos foram montados em
suportes de aluminio (stubs) com fita de carbono sobre uma pelicula de papel

aluminio e cobertos com ouro no evaporador Balzers SCD 050, para observagao
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em microscopio eletrénico de varredura LEO EVO 40. As imagens geradas
foram gravadas e abertas no software Photopaint do pacote Corel Draw X6, para

preparacdo das pranchas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagao das concentracdes de cada 6leo essencial por meio do Indice

de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM)

De acordo com a analise de varidncia para a variavel IVCM a interagéo
tripla (6leo x concentrag@o x linhagem) ndo foi significativa (p>0,05) (ANEXO
A). Dessa forma, foram analisadas apenas as interagdes 6leo x concentragio e
o6leo x linhagem, as quais foram significativas pela andlise de variancia (p<0,05)
(ANEXO A). As concentragdes de cada 6leo foram analisadas por regresséo e os

resultados estdo representados na figura 6.
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Figura 6 Indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM) do fungo

Lecanicillium fungicola em meio de cultura BDA acrescido de 6leo
essencial de canela (a), éleo de cravo (b), 6leo de erva-cidreira (c),
oleo de eucalipto (d), 6leo de orégano (e) e 6leo de tomilho (f)

Levando-se em consideragdo o b (b0, bl e b2) e o coeficiente de
determinag@o ajustado da analise de regressdo (R?), o modelo quadratico foi o
que melhor se adequou aos dados dos dleos de canela, cravo e tomilho.
Enquanto que para os 6leos de erva-cidreira, eucalipto e orégano o modelo que
melhor representou os dados foi o linear (figura 6).

Os maiores valores do IVCM foram encontrados para a concentragao

0,2% no tratamento com orégano (e), que chegou a 8,28mm, seguido do
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tratamento com erva-cidreira (c), com 8,2mm e por ultimo o tratamento com
eucalipto (d) com 8,07mm. Tais tratamentos apresentaram reducio no IVCM,
conforme o aumento no valor da concentrag@o dos 6leos. No entanto, estes dleos
ndo foram capazes de inibir totalmente o crescimento micelial de L. fungicola.

Barrera-Necha et al. (2008) verificaram que o oleo de FEucalyptus
globulus ndo demonstrou inibi¢do no crescimento micelial de Colletotrichum
gloeosporioides 1isolado de maméao (Carica papaya L.), nas diferentes
concentragdes, concordando com os resultados obtidos neste trabalho.
Entretanto, resultados contrastantes foram obtidos por Soylu, Soylu e Kurt
(2006), visto que foi constatada a atividade antifiingica do 6leo essencial de
orégano, mediante inibicdo total do crescimento micelial de Phytophthora
infestans. No mesmo contexto, Tagami et al. (2009) demonstraram que o extrato
bruto de Lippia alba apresentou acdo fungitdxica sobre o crescimento micelial
do fungo Alternaria alternata e C. graminicola.

Os tratamentos com canela (a) e cravo (b) apresentaram as médias
6,27mm e 4,98mm do IVCM, na concentragio 0,2%, respectivamente. Porém, a
partir da concentragcdo 0,4% a inibi¢do no crescimento micelial foi 100%. No
entanto, o tratamento com 6leo de tomilho (f) apresentou um IVCM de 6,24mm
na concentragdo 0,2%, seguido de 6,56mm na concentracdo 0,4%. Somente a
partir da concentragdo 0,8% o Oleo foi capaz de inibir completamente o
crescimento micelial (figura 6).

Resultados parecidos foram encontrados no trabalho de Souza et al.
(2004), os quais avaliaram o efeito in vitro dos 6leos essenciais de cravo-da-
india, tomilho e canela sobre o desenvolvimento micelial de Rhizopus sp.,
Eurotium repens e Aspergillus niger. Verificou-se que o 6leo essencial de canela
inibiu completamente o desenvolvimento micelial destes na concentragdo de
200uL L', enquanto os oleos essenciais de cravo-da-india e tomilho

apresentaram tal inibi¢io nas concentragdes de 600pL L™
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As médias do desdobramento do fator linhagem dentro de cada nivel de
6leo para a variavel IVCM foram analisadas pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade (Tabela 4).

Tabela 4 Desdobramento do fator linhagem (LF.1 e LF.2) dentro do fator 6leo
essencial para a varidvel Indice de Velocidade de Crescimento
Micelial (IVCM) do fungo Lecanicillium fungicola em meio de

cultura BDA
LINHAGENS*
OLEO LF.1 LF.2

CANELA 1,66Ab 1,47Aa
CRAVO 0,98Aa 1,51Aa
ERVA-CIDREIRA 6,72Ae 8,42Bd
EUCALIPTO 522Ad 7,20B¢
OREGANO 7,18Ae 7,94Bd
TOMILHO 2,90Ac 3,50Bb

* Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e minuscula na coluna, nio
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O efeito dos 6leos de canela e cravo ndo diferiram entre as linhagens
(p>0,05), ou seja, as médias de crescimento micelial para ambas as linhagens
foram iguais. Portanto, as linhagens responderam da mesma maneira aos
tratamentos com os dleos de canela e cravo, os quais apresentam os menores
valores de IVCM.

No entanto, para os tratamentos com 0s 6leos de erva-cidreira, eucalipto,
orégano e tomilho, houve diferenca entre as médias das duas linhagens.

Ja para o desdobramento do fator dleo dentro de cada nivel de linhagem,
observou-se que a linhagem LF.1 apresentou reagdes diferentes em relagdo aos 5
6leos. Sendo o o6leo de cravo o melhor tratamento, pois apresentou o menor
IVCM (0,98mm/dia), os tratamentos menos eficientes foram os 6leos de erva-
cidreira e orégano, com 6,72mm ¢ 7,18mm de crescimentos, respectivamente.

Por outro lado, a linhagem LF.2 teve um comportamento estatisticamente igual
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para os Oleos de canela (1,47mm/dia) e cravo (1,51mm/dia), sendo estes os
tratamentos mais eficientes. Porém, os 6leos de orégano e erva-cidreira foram
novamente os menos eficientes, por apresentarem os maiores valores de IVCM,
7,94mm/dia e 8,42mm/dia, respectivamente.

Com base nestes resultados ¢ possivel observar respostas diferentes aos
oleos essenciais das duas linhagens, fato que se deve, provavelmente, a sua
distinta origem. Contudo, os dleos de canela, cravo e tomilho continuam
apresentando os resultados mais eficientes; assim como os menos eficientes no
controle do crescimento micelial sdo os Oleos de orégano, erva-cidreira e
eucalipto.

Realizada a comparacio entre os tratamentos constituidos por Oleos
essenciais, com as testemunhas (BDA e BDA + solugdo de leite em pd) ¢ o
fungicida, para a varidvel IVCM, demonstrou-se haver diferenga significativa
(ANEXO A). Desta forma, as médias foram submetidas a analise pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade (Figura 7).
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Figura7 Meédias dos tratamentos para a varidvel Indice de Velocidade do
Crescimento Micelial (IVCM) do fungo Lecanicillium fungicola em
meio de cultura BDA. TOM - 6leo essencial de tomilho; CRA — 6leo
essencial de cravo; CAN — dleo essencial de canela; FUN — fungicida
Sportak; EUC — dleo essencial de eucalipto; ERVA — 6leo essencial
de erva-cidreira; ORE — dleo essencial de orégano; CON — controle
absoluto; LEI — controle com leite; 1 — linhagem LF.1; 2 — linhagem
LF.2

Nota: Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna, nio diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Os tratamentos fungicidas Sportak, os oleos de canela e cravo na
concentragdo de 0,4%, 0,8% e 1,6% e o 6leo de tomilho a 0,8% e 1,6%,
apresentaram o mesmo nivel de controle de crescimento (100%) para as duas
linhagens; sendo, portanto, considerados os melhores tratamentos em relacdo ao
controle do crescimento micelial de L. fungicola. Em seguida, observou-se uma
reducdo intermedidria no controle de crescimento por parte da maioria dos
tratamentos.

Em relagdo aos tratamentos que promoveram menor controle no
crescimento micelial, estdo o controle absoluto e o controle com leite para as
duas linhagens; os dleos de eucalipto e orégano a 0,2% e 0,4% e o 6leo de erva-
cidreira a 0,2%, 0,4% e 0,8%, apenas para a linhagem LF.2.

Teixeira et al. (2013) verificaram que os o6leos de tomilho, cravo-da-
india, canela, em concentragdes mais elevadas, ¢ o fungicida Maxim XL®
inibiram completamente o crescimento micelial de Stenocarpella maydis,
responsavel pela podriddo-do-colmo em milho. Similarmente, Viegas et al.
(2005) observaram efeito inibitorio do éleo de canela no crescimento micelial de

isolados de Aspergillus flavus.

4.2 Avaliagao da germinaciio de conidios submetidos a exposicio direta de

oleos essenciais em diferentes concentracoes

Houve interago entre os fatores dleo essencial, concentragdo do dleo e
linhagens do fungo L. fungicola para a variavel Porcentagem de Germinagéo
(PGERM) (ANEXO A) (Tabela 5). Foi aplicado o teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade, para comparar as médias de PGERM dos o6leos dentro da

codificacdo concentragdo x linhagem.
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Tabela 5 Desdobramento do fator dleo essencial dentro da codificacdo
concentragdo x linhagem, para a varidvel Porcentagem de
Germinagdo (PGERM) do fungo Lecanicillium fungicola em meio

Agar Agua
OLEOS

CONC LINH CAN CRA ERVA EUC ORE TOM
0,2% 1 0Aa 16Bb 40Ec 40Ed 34Db 24Cc
0,2% 2 0Aa 30Cc 20Ba 36Dc 46Ec 32Cc
0,4% 1 0Aa 0Aa 16Ba 34Cb 44Db 12Bb
0,4% 2 0Aa 0Aa 20Ba 34Cb 46Db 16Bb
0,8% 1 0Aa 0Aa 20Ba 30Cb 30Ca 0Aa
0,8% 2 0Aa 0Aa 30Cb 26Ba 32Ca 0Aa
1,6% 1 0Aa 0Aa 14Ba 18Ba 24Ca 0Aa

1,6% 2 0Aa 0Aa 10Ba 12Ba 26Ca 0Aa

CONC - Concentragédo dos 6leos; LINH — Linhagem; CAN — 6leo essencial de canela;
CRA - 6leo essencial de cravo; ERVA — dleo essencial de erva-cidreira; EUC — 6leo
essencial de eucalipto; ORE — o6leo essencial de orégano; TOM — dleo essencial de
tomilho. Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e minascula na coluna, ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Os 6bleos essenciais influenciaram de maneira diferenciada a germinagio
de conidios de L. fungicola, quando comparados entre si, considerando-se as
diferentes concentra¢des e linhagens. Observou-se que os 6leos essenciais de
cravo (0,4%, 0,8% e 1,6%) e tomilho (0,8% e 1,6%) inibiram totalmente a
germinagdo de conidios das duas linhagens de L. fungicola; enquanto que o 6leo
essencial de canela inibiu a germinagdo de conidios em todas as concentragdes
para as duas linhagens.

Os tratamentos com os Oleos de erva-cidreira, eucalipto e orégano
proporcionaram redugdo no percentual de germinagdo de conidios, conforme
maior a concentragdo do 6leo essencial no meio de cultura. Entretanto, tais 6leos
ndo foram capazes de inibir totalmente a germinagéo.

Vale ressaltar que todos os tratamentos promoveram inibi¢do superior a

50% de germinag@o de conidios de L. fungicola.
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E possivel observar o mesmo comportamento entre as linhagens nas
concentragdes 0,4%, 0,8% e 1,6%. Apenas na concentracdo 0,2%, nos
tratamentos com os 6leos de cravo, erva-cidreira, eucalipto e orégano, as médias
de porcentagem de germinagdo diferiram entre si.

Os resultados obtidos neste experimento corroboram com os obtidos por
alguns autores. Barrera-Necha et al. (2008) verificaram a eficiéncia dos 6leos de
C. zeylanicum e S. aromaticum, a 50, 100, 150, 200 ¢ 250 pg.mL-1 sobre a
germinagdo de conidios de C. gloeosporioides, com inibi¢do superior a 98%.
Teixeira et al. (2013) verificaram que os Oleos de cravo, tomilho e canela
inibiram totalmente a germinag¢do dos conidios de S. maydis em todas as
concentragdes. Para o dleo de eucalipto, a germinagdo variou na faixa de 35,5%
a 65,75%, o que mostra um desempenho intermediario deste 6leo em relagéo aos
outros tratamentos.

Contudo, Mitchell et al. (2010) apresentaram resultado diferente para o
oleo de orégano, visto que este foi efetivo na inibi¢do da germinagdo de esporos
de fungos do género Aspergillus em um curto tempo de exposi¢do. Os dados
observados no trabalho de Tagami et al. (2009), apontam a atividade antifingica
do dleo L. alba sobre A. alternata, sendo a média de inibi¢do de 24 % para a
germinagdo de esporos.

O desdobramento do fator concentragcdo de o6leos essenciais dentro da
codificagdo 6leo x linhagem foi testada por andlise de regressdo (Figura 8).
Considerando os pardmetros b (b0, bl e b2) e o coeficiente de determinagio
ajustado da andlise de regressdo (R?), o modelo quadratico foi o que melhor se
adequou para representar os dados de porcentagem de germinagdo de conidios
sob influéncia dos dleos de cravo, erva-cidreira e tomilho para as linhagens LF.1
e LF.2, e orégano para a linhagem LF.2. Para os dleos de eucalipto para as
linhagens LF.1 e LF.2 e orégano para a linhagem LF.1, o modelo que melhor

representou os dados foi o linear.
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Figura 8 Porcentagem de Germina¢do (PGERM) do fungo Lecanicillium
fungicola em meio Agar Agua acrescido de O6leo essencial de
cravo/LF.1 (a), 6leo de cravo/LF.2 (b), 6leo de erva-cidreira/LF.1 (c),
oleo de erva-cidreira/LF.2 (d), éleo de eucalipto/LF.1 (e), 6leo de
eucalipto/LF.2 (f), oleo de orégano/LF.1 (g), oleo de orégano/LF.2
(h), 6leo de tomilho/LF.1 (i) e 6leo de tomilho/LF.2 (j)



50

Os resultados do tratamento com o dleo de canela ndo foram
significativos (p>0,05), ou seja, independente da concentragdo e da linhagem,
este 6leo inibiu a germinagio de conidios em 100% em todos os tratamentos.

Os maiores valores de PGERM para a linhagem LF.1 foram observados
na concentragdo 0,2% nos tratamentos com 6leos de cravo (16%), erva-cidreira
(40%), eucalipto (40%) e tomilho (24%). Porém, no tratamento com odleo de
orégano o maior valor foi encontrado na concentragio 0,4%, o qual foi de 44%
de germinacgdo. Para a linhagem LF.2, os maiores valores encontram-se nos
tratamentos a 0,2% para o éleo de cravo (30%), eucalipto (36%), tomilho (32%).
O ¢leo de orégano, contudo, apresentou o maior valor (46%) nas concentragdes
0,2% e 0,4%, e o dleo de erva-cidreira na concentracdo de 0,8% com o valor de
30% de germinagdo.

De um modo geral, os 6leos de erva-cidreira, eucalipto e orégano
apresentaram um comportamento semelhante, ou seja, 4 medida em que as
concentragdes aumentavam, a porcentagem de germinacdo diminuia. Entretanto,
tais tratamentos ndo foram capazes de inibir totalmente a germinagdo de
conidios. Porém, nos tratamentos com os 6leos de cravo a partir da concentragdo
0,4% e tomilho a 0,8% as duas linhagens tiveram a porcentagem de germinagio
inibidas em 100%. Logo, os tratamentos com os 6leos de canela, cravo (0,4%) e
tomilho (0,8%) foram os mais eficientes no controle da germinacdo de conidios
de L. fungicola.

Tais resultados corroboram com outros trabalhos. Abreu (2006),
utilizando o 6leo essencial de canela, verificou redugdo total da germinagdo de
A. solani a partir da concentragio de 750uL L. Possivelmente, os compostos
cinamaldeido e eugenol presentes no 6leo de canela sdo os responsaveis por tal
inibigdo, por apresentarem propriedades antimicrobianas ja comprovadas

(MONTES-BELMONT; CARVAJAL, 1998).
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Pereira et al. (2008) observaram a reducdo da germinacdo de conidios de
Cercospora coffeicola Berk & Cooke, quando submetidos a concentragdes
crescentes do dleo essencial de tomilho. Segundo Zambonelli et al. (1996), tal
efeito, provavelmente, deve-se a presenca dos compostos timol e carvacrol no
oleo de tomilho, os quais apresentam propriedade bactericida e fungicida
(PINTO; LAMEIRA; SANTIAGO, 2001).

No trabalho de Roswalka (2010), o 6leo de cravo ndo apresentou
capacidade de inibir totalmente a germinagdo dos conidios de C.
gloeosporioides, porém, foi observado o maior nimero de conidios ndo
germinados. Neste caso, a toxidez do 6leo sobre o patégeno ¢ atribuida ao
composto eugenol presente em grande concentracdo no 6leo de cravo-da-india
que, segundo Bullerman, Liew e Seier (1977) e Vieira et al. (2004), sdo
conhecidos por suas propriedades antimicrobianas.

O ultimo desdobramento da interagdo tripla da variavel PGERM foram
as linhagens dentro da codificag@o 6leo x concentragdo (ANEXO A). Na tabela
6 estdo apresentadas as médias de PGERM. Para os tratamentos com os dleos de
canela e cravo (0,4%, 0,8% e 1,6%), erva-cidreira (0,4% e 1,6%), eucalipto
(0,2%, 0,4% e 0,8%), orégano (0,4%, 0,8% e 1,6%) e tomilho (0,4%, 0,8% e
1,6%), as médias de porcentagem de germinagdo para ambas as linhagens foram
estatisticamente iguais. Portanto, as linhagens responderam da mesma maneira a

estes tratamentos.
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Tabela 6 Desdobramento do fator linhagem (LF.1 e LF.2) dentro da
codificacdo oleo x concentragdo, para a variavel Porcentagem de
Germinagdo (PGERM) do fungo Lecanicillium fungicola em meio

Agar Agua
LINHAGENS*
OLEO / CONCENTRACAO LF.1 LF.2
CANELA 0,2% 0A 0A
CANELA 0,4% 0A 0A
CANELA 0,8% 0A 0A
CANELA 1,6% 0A 0A
CRAVO 0,2% 16A 30B
CRAVO 0,4% 0A 0A
CRAVO 0,8% 0A 0A
CRAVO 1,6% 0A 0A
ERVA-CIDREIRA 0,2% 40B 20A
ERVA-CIDREIRA 0,4% 16A 20A
ERVA-CIDREIRA 0,8% 20A 30B
ERVA-CIDREIRA 1,6% 14A 10A
EUCALIPTO 0,2% 40A 36A
EUCALIPTO 0,4% 34A 34A
EUCALIPTO 0,8% 30A 26A
EUCALIPTO 1,6% 18B 12A
OREGANO 0,2% 34A 46B
OREGANO 0,4% 44A 46A
OREGANO 0,8% 30A 32A
OREGANO 1,6% 24A 26A
TOMILHO 0,2% 24A 32B
TOMILHO 0,4% 12A 16A
TOMILHO 0,8% 0A 0A
TOMILHO 1,6% 0A 0A

* Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

No entanto, para os tratamentos com os oleos de cravo (0,2%), erva-

cidreira (0,2% e 0,8%), eucalipto (1,6%), orégano (0,2%) e tomilho (0,2%),
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houve diferenca entre as médias das duas linhagens. Desta forma, as linhagens
LF.1 e LF.2 apresentaram comportamentos diferentes frente a estes tratamentos.

Portanto, o 6leo de canela foi o melhor tratamento para as duas
linhagens, pois inibiu em 100% a germinagdo de conidios, em todas as
concentragdes, seguido do déleo de cravo e de tomilho, os quais inibiram em
100% a germinacdo a partir da concentragdo 0,4% e 0,8%, respectivamente.
Porém, os 6leos de eucalipto, orégano e erva-cidreira foram os menos eficientes,
visto que estes reduziram, mas ndo foram capazes de inibir totalmente a taxa de
germinagao.

Posteriormente, foi realizada a analise de variancia entre os tratamentos
com os 6leos, as testemunhas (Agar Agua e Agar Agua + solugdo de leite em po)
e o fungicida, para a variavel PGERM, a qual foi significativa (p<0,05)
(ANEXO A). Desta maneira, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade (Figura 9).
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Médias dos tratamentos para a variavel Porcentagem de Germinagdo
(PGERM) do fungo Lecanicillium fungicola em meio Agar Agua.
TOM - dleo essencial de tomilho; CRA — dleo essencial de cravo;
CAN - 6leo essencial de canela; FUN — fungicida Sportak; EUC —
oleo essencial de eucalipto;, ERVA — dleo essencial de erva-cidreira;
ORE - dleo essencial de orégano; CON — controle absoluto; LEI —
controle com leite; 1 — linhagem LF.1; 2 — linhagem LF.2

Nota: Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Os tratamentos com o fungicida Sportak, os 6leos de canela (0,2%,
0,4%, 0,8% e 1,6%), cravo (0,4%, 0,8% ¢ 1,6%) e tomilho (0,8% e 1,6%),
apresentaram 100% de inibicdo de germinag@o para as duas linhagens. No
entanto, houve um aumento da porcentagem de germinagio por parte dos demais
tratamentos.

Em relagdo aos tratamentos que promoveram menor controle na
germinagdo de conidios estdo os controles absolutos e os controles com leite
para as duas linhagens; o 6leo de orégano a 0,4% para as duas linhagens ¢ 0,2%,
apenas para a linhagem LF.2.

Teixeira et al. (2013) verificaram que a germinag@o de S. maydis foi
reduzida pelos 6leos de tomilho, cravo-da-india e canela. Além disso, o dleo de
eucalipto, comparado com o controle, produziu um efeito intermediario na
germinacdo de conidios.

Portanto, com os resultados obtidos neste trabalho, observa-se o
potencial de alguns o6leos no possivel controle da doenca bolha-seca, porém,
estudos mais aprofundados devem ser conduzidos para que se possa conhecer

melhor o modo de agdo destes.

4.3 Estudo da interacio entre o patégeno L. fungicola e o hospedeiro A.

bisporus por microscopia eletronica de varredura

Na microscopia eletronica de varredura, as hifas de L. fungicola foram
facilmente distinguidas das hifas de 4. bisporus, devido ao seu menor didmetro
(Figura 10), do mesmo modo como foi relatado por Calonje et al. (2000). Além
disso, observou-se que, conforme o maior tempo de coleta das amostras, maior a
quantidade de esporos de L. fungicola e maior a ocorréncia de germinagdo. A
figura 11 (a) mostra o tempo de 13 horas apds a inoculagio, é possivel observar

a presenca de poucos esporos. A figura 11 (b), representa o tempo de 16 horas,
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onde ha um aumento do nimero de esporos e pouca germina¢do. Na figura 11
(c), 19 horas apds a inoculagdo, observa-se um crescimento na germinagéo dos
esporos. Enquanto a figura 11 (d), tempo de 23 horas, ¢ possivel, a observagao
de aglomerados de esporos de L. fungicola (tamanho do esporo 3.8-7.2 x 1.2—

2.4 um; FLETCHER; GAZE, 2008) e em sua maioria germinando.

Figura 10 Eletromicrografia de varredura das hifas de L. fungicola e de A.
bisporus, a fim de indicar a diferenga de tamanho entre as hifas

Nota: Seta indica L. fungicola e cabeca de seta A. bisporus.
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Figura 11 Eletromicrografia de Varredura de 4. bisporus inoculado com L.
fungicola. Tempos de coleta das amostras apds a inoculacdo. (A) 13
horas, (B) 16 horas, (C) 19 horas e (D) 23 horas

Através das micrografias ndo foi possivel a visualizagdo de estruturas de
penetragdo especializadas, ou qualquer evidéncia de penetracdo direta do
patéogeno no tecido do hospedeiro. Tais resultados foram relatados por
Shamshad, Clift e Mansfield (2009). Entretanto, diferenciam-se dos resultados
de North e Wuest (1993) e Dragt et al. (1996), os quais mostraram evidéncias de
penetracdo direta e estruturas de penetracdo especializadas de L. fungicola nas
paredes das células de A. bisporus usando a microscopia eletronica de
transmissdo (MET). A diferenca dos resultados pode ter sido devido as

diferentes técnicas de microscopia eletronica utilizadas.
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5 CONCLUSAO

Os 6leos essenciais de cravo e canela na concentracio 0,4% e o 6leo de
tomilho a 0,8% séo eficientes no controle in vitro de L. fungicola, mas os 6leos
essenciais de erva-cidreira, eucalipto e orégano ndo sdo eficientes.

Contudo, o uso de 6leos essenciais constitui uma ferramenta promissora
como alternativa ao uso de fungicidas sintéticos, embora a rela¢@o custo-eficacia
de aplicacdo deva ser considerada, o que justifica a necessidade de mais
pesquisas sobre o uso pratico de éleos essenciais para o controle de L. fungicola.

Embora nio tenha sido possivel visualizar as estruturas de penetragdo de
L. fungicola em A. Bisporus, através da MEV, os resultados demonstraram que
com o passar das horas ha um crescimento do patdgeno, sugerindo a ocorréncia

da infeccdo com aproximadamente 19 horas.
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TABELA 1A Resumo da andlise de varidncia da interagdo tripla (dleo x
concentragdo x linhagem) para a variavel [VCM

Varidwvel analisada: IVCM

Opgdc de tranaformagdo: Varidwvel sem tranaformagdc ( Y )

Fv GL 30 oM Fc Pr>Fc
COLED 5 1023.296917 204.659333 455.321 0.0000
CONCENT 3 392.976847 130.9922382 291.429 0.0000
LINHLZ 1 8.836900 8.836900 64.156 0.0000
OLEO*CONCENT 15 243.965511 16.264367 36.185 0.0000
OLEC*LINHAG 5 19.480742 3.892148 8.659 0.0000
CONCENT*LINHAG 3 0.621633 0.207228 0.461 0.7101
CQLEC*CCNCENT*LINHRZ 15 11.735575 0.782372 1.741 0.0555
Brro 96 43.150400 0.44594583

Tectal cocrrigideo 143 1764.044575

cvoo(E) = 14.70

Média geral: 4.5620833 Wimeroc de observacfes: 144
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TABELA 2A  Resumo da analise de variancia da interacdo dleo x concentrago

para a variavel IVCM

Andlise do desdcbramento de CONCENT dentrc de cada nivel de:

OLED
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

v GL 5Q oM Fc Pr>Fc
CONCENT /1 3 177.096200 59.032067 131.333 0.0000
CONCENT /2 3 111.900800 37.300267 £2.925 0.0000
CONCENT /3 3 17.938350 5.979450 13.303 0.0000
CONCENT /4 3 71.605213 23.268404 53.102 0.0000
CONCENT /5 3 12.017683 4.005894 8.912 0.0000
CONCENT /6 3 246.334112 82.128037 182.717 0.0000
Erro %6 43.150400 0.449423

Codificagfo usada para o desdcbramento
cod. OLEO

3

EUCALIP
OREGANO
TOMILHO

| | T T

oy 0 b W b
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TABELA 3A Resumo da analise de variancia da interagéo 6leo x linhagem para
a variavel IVCM

Andlise do desdcbramento de LINHAG dentro de cada nivel de:

OLEO
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL sQ oM Fc Pr>Fc
LINHAG /1 i, 0.228150 0.228150 0.508 0.4779
LINHAG /2 1 1.696017 1.696017 3.773 0.0550
LINHAG /3 1 17.306017 17.306017 £.502 0.0000
LINHAG /4 1 23.463038 23.463038 52.200 0.0000
LINHAG /5 1 3.450417 3.450417 7.676 0.0067
LINHAG /6 1 2.154004 2.154004 4.792 0.0310
Erro 96 43.150400 0.4494283

Cedificagdo usada para o desdobramento
cod. OLEO

= CRNELA

CRAVO

ERVA

EUCALIP

OREGANC

TOMILHC

(I T |

O WU ks W N
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TABELA 4A Resumo da andlise de varidncia da compara¢do entre os
tratamentos constituidos por oleos essenciais, as testemunhas
(BDA e BDA + solugdo de leite em pd) e o fungicida Sportak,
para a varidvel [IVCM

Variavel analisada: IVCM

Opgdc de transformagdo: Varidvel sem transformagdo ( Y )

TARELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT 53 2069.950123 39.055663 94.957 0.0055
erro 108 44.420000 0.411296

Total corrigide 161 2114.370123 N
v (%) = 13.61 B

Média geral: 4.7135802 Nimero de observagdes: 162
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TABELA 5A Resumo da analise de varidncia da interacdo tripla (dleo x
concentra¢do x linhagem) para a varidvel PGERM

Varidvel analisada: PGERM

Opgdo de transformagdo: Varidvel sem transformagdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

v GL 5Q o 01 Fc Pr>Fc
CLEO ] 22727.000000 4545.400000 545.448 0.0000
CONCENT 3 6153.000000 2051.000000 246.120 0.0000
LINHAG 1 25.000000 25.000000 3.000 0.0865
OLEO*CONCENT 15 3843.000000 256.200000 30.744 0.0000
OLEO*LINHAG 5 335.000000 67.000000 8.040 0.0000
CONCENT*LINHAG 3 57.000000 19.000000 2.280 0.0842
CLEC*CCNCENT *LINHAG 15 1131.000000 75.400000 9.048 0.0000
erro 96 800.000000 8.333333

Total corrigido 143 35071.000000

cv (%) = 17.06

Média geral: 16.9166667 Numero de observagdes: 144
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TABELA 6A Resumo da analise de variancia do desdobramento do fator déleo
dentro da codificagdo concentragdo x linhagem para a variavel
PGERM

Analise do desdobramento de OLEO dentro de cada nivel de:

CONCENT LINHAG

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

EV GL sQ o2 Fec Pr>Fc
CLEC /1 S 3706.000000 741.200000 88.944 0.0000
OLEC /2 S 3760.000000 752.000000 90.240 0.0000
CLEC /3 S 4858 .000000 971.600000 116.592 0.0000
OLEO /4 5 5056.000000 1011.200000 121.344 0.0000
OLEO /5 5 3400.000000 680.000000 81.600 0.0000
QCLEC /6 5 3928.000000 785.600000 94.272 0.0000
CLEC /3 5 1720.000000 344.000000 41.280 0.0000
QLEC /8 S 1608.000000 321.600000 38.592 0.0000
Erro 96 800.000000 8.333333

Codificagio usada para o desdobramento
cod. CONCENT LINHAG

=3 Wb W N
NN N
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TABELA 7A Resumo da andlise de varidncia do desdobramento do fator
concentragdo de dleos essenciais dentro da codificagdo o6leo x
linhagem para a variavel PGERM

Analise do desdcbramento de CONCENT dentro de cada nivel de:

OLEC LINHAG

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

vV GL SQ o 2! Fc Pr>Fc
CONCENT /1 3 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
CONCENT /2 3 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
CONCENT /3 3 576.000000 192.000000 23.040 0.0000
CONCENT /4 3 2025.000000 675.000000 81.000 0.0000
CONCENT /5 3 1281 .000000 427 .000000 51.240 0.0000
CONCENT /6 < 600.000000 200.000000 24.000 0.0000
CONCENT /7 3 777.000000 259.000000 31.080 0.0000
CONCENT /8 3 1068 .000000 356.000000 42.720 0.0000
CONCENT /9 3 636.000000 212.000000 25.440 0.0000
CONCENT /10 3 921.000000 307.000000 36.840 0.0000
CONCENT /11 3 1188.000000 396.000000 47.520 0.0000
CONCENT 12 3 2112.000000 704.000000 84.480 0.0000
Erxo 96 800.000000 8.333333

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. OLEQO LINHAG
CANELA 1
CANELA 2
CRAVO 1
CRAVC 2
ERVA 1
ERVA 2
EUCALIP 1
EUCALIP 2
OREGANO 1
10 = OREGANO 2
11 = TOMILHO 1
= TOMILHO 2

W3 o iabWN
LI 1 T
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TABELA 8A Resumo da andlise de varidncia do desdobramento do fator
linhagem dentro da codificagdo d6leo x concentracdo para a
variavel PGERM

Andlise do desdobramento de LINHAG dentro de cada nivel de:

OLEO CONCENT
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ (o0} Fc Px>Fc
LINHAG /3 ! 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /2 1 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /3 2 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /4 1 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /5 1 294.000000 294.000000 35.280 0.0000
LINHAG /6 1 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /7 1 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /8 1 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /9 1 600.000000 600.000000 72.000 0.0000
LINHAG /10 : & 24.000000 24.000000 2.880 0.0929
LINHAG /11 1 150.000000 150.000000 18.000 0.0001
LINHAG /12 3 24.000000 24.000000 2.880 0.0929
LINHAG /13 | 24.000000 24.000000 2.880 0.0929
LINHAG /14 1 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /15 1 24.000000 24.000000 2.880 0.0929
LINHAG /16 . § 54.000000 54.000000 6.480 0.0125
LINHAG /17 2 216.000000 216.000000 25.920 0.0000
LINHAG /18 3 6.000000 6.000000 0.720 0.3983
LINHAG /19 1 6.000000 6.000000 0.720 0.3983
LINHAG /20 1 6.000000 6.000000 0.720 0.3983
LINHAG /21 - 96.000000 96.000000 11.520 0.0010
LINHAG b o | 24.000000 24.000000 2.880 0.0929
LINHAG /23 1 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
LINHAG /24 a 0.000000 0.000000 0.000 1.0000
Erro 96 800.000000 8.333333

Codificagdo usada para o desdobramento
cod. OLEO CONCENT

1 = CANELA 0,2 7 = CRAVO 0,8 13 = EUCALIP 0,2 19 = OREGANO 0,8
2 = CANELA 0,4 8 = CRAVO 1,6 14 = EUCALIP 0,4 20 = OREGANO 1,6
3 = CANELA 0,8 9 =ERVA 0,2 15 = EUCALIP 0,8 21 = TOMILHO 0,2
4 = CANELA 1,6 10 = ERVA 0,4 16 = EUCALIP 1,6 22 = TOMILHO 0,4
S = CRaVO 0,2 11 =ERVA O,8 17 = OREGANO 0,2 23 = TOMILHO 0,8
6 = CRAVO 0,4 12 =ERVA 1,6 18 = OREGANO 0,4 24 = TOMILHO 1,6
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TABELA 9A Resumo da andlise de varidncia da compara¢do entre os
tratamentos constituidos por dleos essenciais, as testemunhas
(Agar Agua e Agar Agua + solugdo de leite em p6) e o fungicida
Sportak, para a varidvel PGERM

Varidvel analisada: PGERM

Opcdo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRAT B _-;3 113872.000000 2148.528355“ 290.051 0.0056
erro 108 £00.000000 7.407407

Total corrigido 16l 114672.000005- ______ -
cv (%)_; 12.13 o N

Média geral: 22.4444444 Nimero de observagbes: 162




