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CARACTERIZACAO E SENSIBILIDADE DE Colletotrichum spp.
ISOLADO DE Vitis labrusca A OLEOS ESSENCIAIS

RESUMO: A viticultura é uma atividade de importancia econémica e social, sendo a uva
a quarta fruta mais produzida no Brasil. Entre os anos de 2016 e 2021, houve reducdes
nas areas cultivadas e na produtividade de uvas. As adversidades climaticas, a ocorréncia
de doencas e a dificuldade no controle destas constituem entraves para a sua producao.
Dentre as enfermidades que afetam a cultura, a antracnose e a podriddo da uva madura
sdo doencas importantes, pois além de serem destrutivas, afetam varias cultivares de
videira. Sao responsaveis por ocasionar danos na producao, reduzindo significativamente
a qualidade e quantidade de frutos. A antracnose é relatada como causada pelo fungo
Elsinoe ampelina e a podriddo da uva madura € associada a Glomerella cingulata. No
entanto, estudos recentes apontam espécies de Colletotrichum como agentes causais das
duas doencas. O controle ocorre basicamente por fungicidas e seu uso continuo e nao
racional pode promover a selecdo de genoétipos resistentes do patégeno. Desta forma,
novas alternativas sdo estudadas para o controle de fitopatdgenos que agregam aos
métodos convencionais, como a utilizacdo de o6leos essenciais e seus compostos
majoritarios. Ha indicativos que os mesmos sejam eficientes na prevencdo do
desenvolvimento de populacgdes resistentes de patdgenos e pragas. Este estudo teve como
objetivo caracterizar os agentes causais da antracnose da videira coletados nos estados do
Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Além disso, avaliar a
sensibilidade dos mesmos aos 6leos essenciais de cravo-da-india (Syzygium aromaticum
[L] Merr. et Perry), canela (Cinnamomum cassia Presl) e eucalipto (Eucalyptus globulus
Labill) e seus compostos majoritarios, eugenol, cinamaldeido e eucaliptol,
respectivamente. Foi realizada a caracterizacdo cultural e morfoldgica dos isolados de
Colletotrichum spp., teste de patogenicidade em folhas e frutos e avaliacdo da atividade
antifangica dos 6leos e compostos citados sobre os isolados, in vitro. De acordo com as
caracteristicas culturais encontradas nos isolados de diferentes origens geogréaficas, os
padrdes de caracterizacdo cultural e morfolégica sugerem que 0s mesmos podem
pertencer aos complexos de C. gloeosporioides, C. acutatum e Elsinoe ampelina. As
substancias testadas foram eficazes no controle de Colletotrichum spp. e os resultados
indicam que as mesmas exerceram efeitos fungistaticos e fungicidas. Cada 6leo essencial
e seu composto apresentou um comportamento diferente frente aos isolados e isso pode
estar relacionado a sua composicao. Os resultados sugerem que 0s mesmos podem ser
explorados como tratamento alternativo e no desenvolvimento de novos produtos para o
controle da antracnose e da podridédo da uva madura no campo.

PALAVRAS-CHAVE: 6leos volateis, Colletotrichum spp., Elsinoe ampelina, eugenol,
eucaliptol, cinamaldeido.



CHARACTERIZATION AND SENSITIVITY OF Colletotrichum spp. from Vitis
labrusca ISOLATED TO ESSENTIAL OILS

ABSTRACT: Viticulture is an activity of economic and social importance, with grapes
being the fourth most produced fruit in Brazil. Between 2016 and 2021, there were
reductions in cultivated areas and grape productivity. Climatic adversities, the occurrence
of diseases and the difficulty in controlling these constitute obstacles to its production.
Among the diseases that affect the crop, anthracnose and ripe grape rot are important
diseases, because in addition to being destructive, they affect several vine cultivars. They
are responsible for causing damage to production, significantly reducing the quality and
quantity of fruits. Anthracnose is reported to be caused by the fungus Elsinoe ampelina,
and ripe grape rot is associated with Glomerella cingulata. However, recent studies point
to Colletotrichum species as causal agents of both diseases. Control occurs basically by
fungicides, and their continuous and non-rational use can promote the selection of
resistant genotypes of the pathogen. In this way, new alternatives are studied to control
phytopathogens that add to conventional methods, such as the use of essential oils and
their major compounds. There are indications that they are efficient in preventing the
development of resistant populations of pathogens and pests. This study aimed to
characterize the causal agents of grapevine anthracnose collected in Mato Grosso do Sul,
Parang, Santa Catarina, and the Rio Grande do Sul. In addition, to evaluate their
sensitivity to clove (Syzygium aromaticum [L] Merr. et Perry), cinnamon (Cinnamomum
cassia Presl), and eucalyptus (Eucalyptus globulus Labill) essential oils and their major
compounds, eugenol, cinnamaldehyde, and eucalyptol, respectively. Cultural and
morphological characterization of Colletotrichum spp. isolates, pathogenicity test on
leaves and fruits, and evaluation of the antifungal activity of the oils and compounds
mentioned on the isolates were carried out in vitro. According to the cultural
characteristics found in the isolates from different geographic origins, the cultural and
morphological characterization patterns suggest that they may belong to the complexes
of C. gloeosporioides, C. acutatum and Elsinoe ampelina. The substances tested
effectively controlled Colletotrichum spp., and the results indicate that they exerted
fungistatic and fungicidal effects. Each essential oil and its compound showed a different
behavior than the isolates, which may be related to its composition. The results suggest
that they can be explored as an alternative treatment and in developing new products to
control anthracnose and ripe grape rot in the field.

KEYWORDS: volatile oils, Colletotrichum spp., Elsinoe ampelina, eugenol, eucalyptol,
cinnamaldehyde.



1 INTRODUCAO

A viticultura € uma atividade de importancia econémica e social, sendo a uva a
quarta fruta mais produzida no Brasil, com aplica¢des na inddstria de alimentos e vinhos.
Atualmente a &rea plantada com videiras é de aproximadamente 75 mil hectares, com
vinhedos estabelecidos desde o extremo sul do pais até regides situadas muito proximas
a linha do equador (EMBRAPA, 2021).

A produgéo de uvas no Brasil, em 2020, foi de aproximadamente 1.400 toneladas,
2,03% inferior & produzida em 2019 (MELLO e MACHADO, 2021). A dificuldade no
controle de doencas e pragas, 0s problemas climaticos enfrentados pelos vitivinicultores
e a falta de assisténcia técnica, constituem entraves para a producdo qualitativa e
quantitativa de uva (GARRIDO et al., 2005; KOWAL et al., 2022).

Dentre as enfermidades que afetam a cultura, a antracnose e a podriddo da uva
madura sdo doencas importantes, pois além de serem destrutivas, afetam varias cultivares
de videira. Sdo responsaveis por ocasionar danos severos na producao, reduzindo
significativamente a qualidade e quantidade de frutos (BRAGA et al., 2019).

A antracnose € relatada como causada pelo fungo Elsinoe ampelina e a podriddo
da uva madura é associada a Glomerella cingulata. Entretanto, técnicas de classificacédo
morfoldgica e molecular permitiram a identificacdo de espécies de Colletotrichum como
agentes etiologicos tanto da antracnose quanto da podridao da uva madura (SANTOS et
al., 2018; ECHEVERRIGARAY et al., 2020).

Colletotrichum é um género que reine mais de 200 espécies. Afeta plantas
cultivadas causando lesdes em diferentes 6rgdos, com sintomas em folhas, caules e frutos.
A videira € suscetivel a infeccdo por Colletotrichum no seu ciclo vegetativo, desde a
floracdo até o inicio do amadurecimento (CANNON et al., 2012; ECHEVERRIGARAY
et al., 2020).

O controle de ambas as doengas inclui o uso de fungicidas e seu uso continuo tem
causado problemas como a selecéo de fungos patogénicos resistentes (FURUYA et al.,
2010). Além disso, tem sido um desafio para a fruticultura a produgdo de alimentos de
qualidade, para atender os requisitos de sustentabilidade ambiental, seguranca alimentar
e viabilidade econdmica, utilizando tecnologias mais seguras ao meio ambiente e a saude

humana (ANDRIGUETO et al., 2002). Assim, os produtos de origem vegetal e seus



analogos, sdo importantes fontes de novos defensivos agricolas para serem utilizados no
controle de doengas.

Os o6leos essenciais, caracterizados como metabdlitos secundarios de plantas, sdo
de baixa toxicidade aos mamiferos e vém sendo testados no controle de fitopatégenos
(AMADIOHA, 2000). Estudos tém comprovado o efeito dos compostos majoritarios
extraidos de 6leos essenciais e que atuam como fungicidas naturais inibindo a atividade
fangica (MAIA et al., 2015).

Considerando o exposto, este estudo teve como objetivo caracterizar os agentes
causais da antracnose da videira coletados nos estados do Mato Grosso do Sul, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Além disso, avaliar a sensibilidade dos mesmos aos
Oleos essenciais de cravo-da-india (Syzygium aromaticum [L] Merr. et Perry), canela
(Cinnamomum cassia Presl) e eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) e seus compostos

majoritarios eugenol, cinamaldeido e eucaliptol.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Panorama da viticultura brasileira

A viticultura brasileira apresenta caracteristicas regionais distintas e importancia
econdmica e social pela geracdo de empregos e rendas, principalmente onde predominam
as pequenas propriedades de agricultura familiar. Além disso, existe também o
desenvolvimento territorial associado as atividades ligadas ao turismo (ZANUS, 2015;
FERRANTI, 2017).

A produgéo de uvas no Brasil, em 2020, foi de aproximadamente 1.400 toneladas,
concentrando a maior producdo na regido Sul, que representa 61% da producdo nacional.
A regido Nordeste é segunda maior produtora da fruta, contribuindo com 27% da
producdo, sequida da regido Sudeste, cuja producdo de uvas representou 12% (MELLO
e MACHADO, 2020).

Cada regido produtora apresenta particularidades em relagéo ao ciclo de producéo,
época de poda, época de colheita, cultivares, tratos culturais, tipo de produto e foco de
mercado. Basicamente a producdo é dividida em dois grupos, uva para consumo in natura
e uva para o processamento (MELLO e MACHADO, 2019). O segmento de uvas de mesa
(finas e rusticas) representa mais da metade da area cultivada, e as uvas para
processamento, sdo destinadas a elaboracdo de vinhos finos, vinhos de mesa, espumantes,
suco de uva, além de destilados e vinagres (ZANUS, 2015).

Importantes avangos ocorreram no setor, como a adogédo de cultivares adaptadas
a diferentes regides, uso de praticas e processos mais sustentaveis e implementacédo de
novas tecnologias, possibilitando a ampliacdo da fronteira viticola (CAMARGO et al.,
2011; NETO, 2021).

Atualmente a area plantada com videiras é de aproximadamente 75 mil hectares,
com vinhedos estabelecidos desde o extremo sul do pais até regifes situadas muito
préximas a Linha do Equador (EMBRAPA, 2021). De acordo com Mello e Machado
(2021), a maior é&rea cultivada estd concentrada na regido Sul, com 54.716 ha,
representando 73,12% da area viticola. Nessa regido, o Rio Grande do Sul é o principal
estado produtor, seguido do Parana e Santa Catarina. A regido Sudeste apresenta area
ocupada por videiras de 9.464 ha, constituindo 12,65% da area viticola do pais, essa
regido engloba o estado de Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro. A

regido Nordeste, possui 10.268 ha de vinhedos e representa 13,94% da area viticola



nacional, essa regido concentra sua viticultura no Vale do Séo Francisco (Pernambuco e
Bahia). A regido centro-oeste, compreendida pelos estados do Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Goias e Distrito Federal, possui 190 ha de area cultivada, correspondendo a 0,3%
da producéo nacional de uvas.

Em fungdo da diversidade ambiental, existem diferentes polos de viticultura no
pais, que podem ser divididos em trés categorias: clima temperado, subtropical e tropical.
A viticultura de clima temperado é considerada tradicional, concentrada nos estados do
Sul e do Sudeste do Brasil e a maior parte da uva produzida é utilizada para
processamento de vinhos, sucos e outros derivados (PROTAS et al., 2006). Nessas
regides, 0s invernos apresentam temperaturas baixas e por periodos prolongados, em
decorréncia disso, somente uma colheita é possivel no ano. No verdo, as temperaturas sdo
amenas e as chuvas ao longo do ano sdo regularmente distribuidas. Nesta regido as podas
sdo realizadas ainda no inverno, entre o fim de julho e inicio de agosto, e a brotagdo inicia-
se no final do inverno e inicio da primavera, quando as temperaturas sobem. A colheita
vai do inicio de janeiro até final de abril com cultivares mais tardias. As variedades mais
utilizadas sdo a Nidgara Rosada, Niagara Branca e Isabel (MAIA et al., 2018).

A viticultura subtropical se desenvolveu no Norte do estado do Parana e no leste
de Séo Paulo, predominando o cultivo de uvas finas para consumo in natura (PROTAS
et al., 2006). Os invernos sdo amenos e curtos, porém, sujeitos a ocorréncia de geadas.
Nessas condicdes, a videira tem um periodo de dorméncia natural nos meses de junho e
julho, quando manejada da maneira tradicional, apresenta apenas um ciclo por ano.
Porém, dependendo do manejo adotado, podem ser realizados dois ciclos vegetativos,
com a obtencdo de duas colheitas por ano (CAMARGO et al., 2011).

As regides do Vale do Sao Francisco, Noroeste Paulista e Norte de Minas Gerais
correspondem a viticultura tropical. Esta categoria € tipica de regiGes onde o inverno ndo
é severo, e, portanto, a dorméncia das videiras ndo ocorre naturalmente, elas passam
somente por repouso vegetativo. Assim, apds a poda, é necessaria a aplicacdo de indutores
para estimular e padronizar a brotacdo. Com o uso de tecnologia apropriada é possivel a
obtengdo de duas ou mais colheitas por ano no mesmo vinhedo. Dentre as cultivares
utilizadas a predominante é a Niagara Rosada, uma variedade rastica com melhor
adaptacédo as condicOes edafoclimaticas da regido (CAMARGO et al., 2011; SILVA et
al., 2019).

Entre as espécies de videiras exploradas, as mais importantes para a viticultura

brasileira sdo as espeécies Vitis labrusca L., origindria da América do Norte, e a Vitis



vinifera L., originaria da Asia-Europa. As cultivares de V. labrusca, ou hibridas, de maior
destaque para o Brasil, séo a Isabel, a Niagara Branca, a Nidgara Rosada, a Concord e a
Ives. Da espécie V. vinifera, destacam-se as cultivares Cabernet Sauvignon, Merlot,
Chardonnay, Italia e suas mutac6es (Rubi, Benitaka e Brasil) (MANDELLI et al., 2009).
Além dessas, as cultivares apirénicas também sdo importantes, como a BRS Clara, BRS
Linda, BRS Vitdria, BRS Isis, BRS Melodia e BRS Taind (EMBRAPA, 2022).

Com as tecnologias voltadas para 0 campo, a vitivinicultura vem experimentando
mudancgas nas técnicas de producdo em varias regides, despertando interesse por
pesquisas no setor, principalmente quando a atividade € realizada em territorios
produtores, que apresentam grande capacidade de producdo de uva e vinhos de alta
qualidade e com perspectivas de crescimento (HORA et al., 2016). Para Almeida et al.
(2017), o setor beneficia-se da evolucdo da biotecnologia e da genética mediante a
introdugdo de novas cultivares. Além de mudangas no processo de produgdo, com
inovacgBes nas técnicas de cultivo, como a reconversao dos vinhedos, implantacdo do
cultivo protegido e adocao da cultura organica.

Apesar de todos esses avangos no setor, a area plantada e a producgéo de uvas no
Brasil vém diminuindo com o passar dos anos. Entre 2017 a 2020, a reducdo na area com
videiras foi de 4% e a producgéo de uvas teve queda de aproximadamente 16% (MELLO
e MACHADO, 2021).

Em grande parte de suas regides, o Brasil possui caracteristicas climaticas
favoraveis ao aparecimento de doencas nos vinhedos, que afetam tanto a produgdo quanto
a qualidade dos frutos produzidos. Durante todo o ciclo da cultura, a videira esta sujeita
a uma serie de doencas, principalmente as causadas por fungos, que podem ocorrer em
todas as partes da planta, como raizes, troncos, ramos, folhas, brotos e cachos (NAVES
et al., 2005; NOGUEIRA JUNIOR et al. 2021).

Os fungos do género Colletotrichum sdo fitopatdgenos importantes, causadores
de uma diversidade de doencas, dentre elas a antracnose e a podridao da uva madura em
videiras (BAILEY e JEGER, 1992). Sdo enfermidades destrutivas e afetam varias
cultivares de uvas, responsaveis por ocasionar danos severos na producdo, reduzindo

significativamente a qualidade e quantidade de frutos produzidos (BRAGA et al., 2019).
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2.2 Colletotrichum spp. em videira

2.2.1 Antracnose da videira

A antracnose da videira € uma doenca de origem europeia, conhecida também
como variola, olho de passarinho, negrdo ou carvéo, e esta presente nas regides produtoras
de videira no Brasil (SONEGO et al., 2003). E relatada como sendo causada por Elsinoe
ampelina (de Bary) (anamorfo Sphaceloma ampelinum) (SHEAR, 1929). No entanto,
estudos recentes relatam como agentes causais da doenca algumas espécies de
Colletotrichum  (Colletotrichum  gloeosporioides,  Colletotrichum  acutatum,
Colletotrichum capsici) (CHOWDAPPA et al. 2009; SAWANT et al. 2012; GARRIDO
e GAVA, 2014; PIVA, 2017; LI et al. 2019). Para Pirrello et al. (2019),
independentemente do agente causal os sintomas relatados para a doenca séo
semelhantes.

Esta doenca é importante principalmente em regiGes de clima umido, podendo
causar serios danos ndo sé a producdo do ano, como também as producdes futuras. As
condicdes climaticas favoraveis ao desenvolvimento da doenca sdo ventos frios e
umidade relativa elevada. Temperaturas de 2°C a 32°C permitem que o patdgeno cause
infeccdo, embora a faixa de temperatura 6tima para o seu desenvolvimento seja de 24°C
a 26°C. A temperatura e a umidade sdo fatores ambientais que mais influenciam no
desenvolvimento da doenca (NAVES et al., 2006).

A antracnose é responsavel por ocasionar danos severos na producéo, reduzindo
significativamente a qualidade e a quantidade de frutos. A doenca surge desde a abertura
do botdo até o final do ciclo da cultura, o fungo pode afetar toda a parte aérea da planta,
sendo mais prejudicial aos tecidos jovens (BARROS et al., 2015). Os sintomas podem
aparecer em folhas, caules, peciolos, raquis, gavinhas e bagas. As lesGes sdo0 numerosas,
circulares e longitudinais, variam de 1 a 5 mm e apresentam coloragcdo marrom-escuro a
cinza-escuro, com margens pretas e bem definidas (AGRIQOS, 2005; THIND, 2015).

Sphaceloma ampelinum produz acérvulos no exterior das lesbes, com conidios
unicelulares, hialinos e ovoides (3-6 x 2-8 um), formados sobre conidioforos curtos e
cilindricos. Durante o crescimento vegetativo da videira, os conidios ou ascosporos em
peritécios, formados na fase sexuada do patdgeno, sdo disseminados pela chuva e o vento,
quando atingem o tecido jovem do hospedeiro, germinam e iniciam a infeccdo priméria
(forma perfeita ainda nao foi constatada no Brasil) (Figura 1). Nas lesGes primarias

resultantes, produz-se o inoculo secundario, responsavel por lesdes em outras partes da
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videira, como gavinhas, peciolos, folhas, pedunculos e bagas. O patdgeno requer pelo
menos 12 horas de molhamento do tecido vegetal e os sintomas aparecem 7 dias apos a
infeccdo. Quando a producdo de acérvulos cessa, esclerédios sdo formados nas
extremidades das lesdes, sendo as principais estruturas de sobrevivéncia do fungo durante
o inverno em clima temperado. O patdégeno também pode sobreviver em restos culturais
e em lesdes na planta. A propagacdo da doenca a grandes distancias se da pela utilizacéo
de material de propagacéo infectado (SONEGO et al., 2003; GARRIDO e GAVA, 2014).

Ascocarpe (ainda ndo relatado no Brasil)
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FIGURA 1. Ciclo da antracnose da videira. Fonte: SONEGO et al., 2003.

2.2.2 Podriddo da uva madura

A podriddo da uva madura ou podriddo de Glomerella é uma das principais
podriddes de cachos e se tornou um sério problema para a viticultura no Sul do Brasil,
principalmente em anos com alta umidade e altas temperaturas. E uma doenca importante
a partir do estadio de maturacéo e provoca perdas tanto na qualidade (cor e sabor) como
na quantidade de uvas produzidas (GARRIDO e SONEGO, 2004; CARVALHO et al.
2011).

A doenga é causada pelo fungo Glomerella cingulata (Penz.) (anamorfos
Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum acutatum) (GARRIDO e GAVA,
2014), porém, segundo Echeverrigaray et al. (2019), outras espécies desse género tém

sido associadas a doenca em varias regides vitivinicolas do mundo, como Colletotrichum
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fruticola, Colletotrichum viniferum e Colletotrichum capsici. A prevaléncia dessas
espécies varia de acordo com a regido.

Essa doenca pode afetar as folhas e caules da videira, porém, os sintomas tipicos
geralmente aparecem nas bagas maduras. No final da floragdo ou em bagas jovens, o
fungo penetra na epiderme e fica latente até os estddios mais adiantados da maturacéo,
quando os primeiros sintomas comegam a aparecer. Inicialmente sdo manchas circulares
marrom-avermelhadas que aumentam em lesfes concéntricas atingindo todo o fruto. Em
condicdes ideais, pode ocorrer o desenvolvimento de acérvulos (corpos frutiferos
assexuados), os quais aparecem em forma de pontuagdes escuras e concéntricas, com
exsudacOes laranja a rosa, que correspondem a massa de conidios do fungo. As bagas
escurecem, perdem o turgor e murcham, podendo permanecer na raqui ou cair no solo.
Durante o inverno, o patdgeno da podridao da uva madura sobrevive principalmente em
frutos mumificados, pedicelos infectados e micélio dormente, que sdo fontes de indculo
primario. Na primavera ascosporos ou conidios produzidos pelo micélio sobrevivente
causam a infeccdo primaria. A fase perfeita ou sexual é importante na sobrevivéncia do
patégeno, porém, no ciclo da doenca nao é relevante. No entanto, é responsavel pela
infeccdo priméria e pelos processos que levam a variabilidade genética do patdgeno
(Figura 2) (MILHOLLAND, 1988; GARRIDO e SONEGO, 2004; CAVALCANTI e
GARRIDO, 2015).
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FIGURA 2. Ciclo de vida do fungo Glomerella cingulata na uva. Fonte: GARRIDO e
SONEGO, 2004.
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Os conidios sdo hialinos, variando no formato e no tamanho (12-21 x 3,5-6 um).
Esses esporos sdo produzidos em condicOes favoraveis, entre 20 e 30°C, envoltos em uma
massa mucilaginosa hidrossoltvel. Em condi¢des de alta umidade, a mucilagem que os
envolve é desfeita possibilitando a disseminacdo do patégeno. Quando os conidios
germinam, produzem o apressorio e penetram a cuticula dos frutos. Em frutos verdes, o
fungo cessa o crescimento ap6s a penetracdo, causando uma infecgdo latente, até o
amadurecimento. A esporulacdo em frutos maduros, proximo a colheita, produz inoculos
secundarios (GARRIDO e GAVA, 2014).

2.2.3 Controle

O controle da antracnose da videira e da podriddo da uva madura ocorre
basicamente pelo uso de fungicidas. Para a antracnose, a aplicacao deve ser feita no inicio
da brotacdo de ramos novos, ocorrendo semanalmente até o inicio da maturagdo. O
numero de pulverizacdes necessarias varia entre 12 a 16 por ciclo produtivo. Quando a
doenca ja atingiu a producdo em anos anteriores, deve-se iniciar o controle no periodo de
repouso da cultura, através de poda e queima de ramos dormentes ou tratamento quimico
de inverno, ambos visando a eliminagdo ou diminuigéo do indculo ja instalado (JUNIOR,
2009).

Para o controle da podriddo da uva madura, deve-se realizar pulverizagdes com
fungicidas em alguns estadios de desenvolvimento da planta, sendo eles: apés a floragéo,
na fase de grdo chumbinho, no inicio da compactacdo do cacho, no inicio da maturacéo e
durante a maturacdo da uva, respeitando sempre o periodo de caréncia do fungicida
utilizado. A remocéo e queima de cachos mumificados e das partes que foram podadas
no inverno, s&o medidas que reduzem fontes de indculo, auxiliando no controle da doenca
(GARRIDO e SONEGO, 2004; SONEGO et al., 2005).

Os grupos quimicos de fungicidas registrados para o controle de ambas as
doencas, no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sdo 0s
ditiocarbamatos, estrobilurinas, isoftalonitrilas, triazois, benzimidazois e os inorganicos.
Para a antracnose da videira, além desses, também s&o utilizadas as dicarboxamidas e as
quinonas. Um total de 67 produtos formulados estdo inseridos no Sistema de Agrotdxicos
Fitossanitarios (AGROFIT) para o controle da antracnose da videira e 40 produtos estdo
registrados para o controle da podridao da uva madura (MAPA; AGROFIT, 2022).

No controle podem ser empregados fungicidas multissitios, que interferem em

muitos processos metabolicos do fungo, como os baseados em cobre (hidroxido e
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oxicloreto de cobre) e nos grupos quimicos isoftalonitrila, ditiocarbamato, ftalimida e
quinona. Uma vez absorvidos pela célula fungica, agem sobre processos como a atividade
enzimatica, desorganizando numerosas rotas metaboélicas. Também podem ser utilizados
fungicidas de sitio-especifico, os quais sdo ativos contra um Unico ponto da via
metabdlica do patdgeno ou contra uma Unica enzima ou proteina necessaria para o fungo.
Por exemplo, o grupo quimico dos tiofanatos, que atuam na interferéncia da mitose
celular, os triazdis, inibem a sintese do ergosterol e os do grupo metoxi-acrilato
(estrobilurinas), interferem na respiracédo celular (GODOY et al., 2018; FRAC, 2020).

O uso indiscriminado dos produtos quimicos tem elevado a resisténcia dos fungos
fitopatogénicos e a contaminacdo do meio ambiente (OOTANI et al., 2013). Até o
momento, mais de 50 modos de acdo foram identificados para fungicidas, e aqueles que
tém modo de acdo em sitio-especifico sdo mais problematicos, uma vez que a resisténcia
pode evoluir rapidamente por uma Unica mutacdo. Os patégenos apresentam resisténcia
cruzada a compostos com 0 mesmo modo de agdo (FRAC, 2020).

Para Garrido e Botton (2021), o controle adequado e racional das doencas da
videira inicia-se com a identificacdo do problema, as condicdes favoraveis ao patdgeno,
os métodos de controle disponiveis e a utilizacdo correta dos agrotdxicos. O manejo da
resisténcia € importante na cultura, principalmente quando ndo se dispde de grande
namero de classes quimicas de produtos para o controle do organismo-alvo. A finalidade
¢ prevenir ou postergar a0 maximo o acumulo de individuos resistentes em uma
populacdo de patdgenos, preservando a efetividade dos produtos disponiveis.

Devido a esse e outros potenciais impactos negativos da aplicacdo excessiva de
fungicidas, ha necessidade de desenvolver novos produtos para o controle de doencas.
Portanto, tém-se aumentado o interesse em desenvolver e resgatar a utilizacdo das
substancias naturais contra os patdgenos. Além disso, com o avango do sistema organico
de producdo, a busca pela reducdo dos impactos ambientais e a seguranga alimentar,
houve a necessidade de pesquisar novas moléculas bioativas naturais para o controle de
doencas (DE MORAIS, 2009; DE CARVALHO et al. 2015).

Algumas plantas produzem compostos secundarios que podem ser utilizados para
o desenvolvimento de defensivos naturais ou serem precursores de semi-sintese quimica,
na fabricagdo de novos produtos fitossanitarios (DE MORAIS, 2009). Entre os extratos
vegetais que favorecem o desenvolvimento de estratégias de manejo eficientes contra os
patdgenos culturais, os 6leos essenciais e seus componentes tém sido investigados entre

o0s agentes antimicrobianos (VELOZ et al., 2020). O crescente interesse das industrias por
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produtos naturais impulsiona os pesquisadores na busca pelo isolamento, caracterizagao
e estudo das propriedades das substancias bioativas presentes nos 6leos, que tém sido
comumente utilizados e reconhecidos mediante sua acdo antimicrobiana. Além disso, a
diversidade da flora brasileira apresenta um imenso potencial para a produgdao de
compostos secundarios que podem ser utilizados no controle das doengas flngicas
(SIMOES et al., 2016).

2.3 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais, também chamados de 6leos volateis ou 0Oleos etéreos, sdo
misturas complexas de substancias volateis, com baixo peso molecular, lipofilicas e
geralmente odoriferas (odor agradavel e marcante). Em temperatura ambiente apresentam
aspecto oleoso, geralmente sdo incolores ou levemente amarelados, possuem sabor acido
e picante e sdo instaveis na presenca de luz, calor, ar e umidade. S&o soltveis em alcool,
éter e outros compostos graxos, porém, insoltveis em agua (MAIA et al., 2015; MORAIS,
2009; ANDREI et al., 2005).

A producéo dos 6leos essenciais ocorre em estruturas secretoras especializadas,
como os tricomas glandulares, cavidades secretoras, células parenquimaticas
diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas especificas. Estas estruturas podem estar
localizadas em algumas partes especificas ou por todos os érgdos das plantas, como flores,
folhas, caules, sementes, frutos, raizes, madeira, cascas das arvores e dos frutos (VITTI e
BRITO, 2003). O método de extracdo pode ser por fermentacdo e enfleurage, porém, o
método de destilacdo a vapor é o0 mais utilizado para a producdo comercial de 6leos
volateis (BURT, 2004).

Os 0leos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario que desempenham
um papel importante na defesa das plantas. Chamamos de metabolismo o conjunto de
reacGes quimicas que ocorrem continuamente nas células, direcionadas pela acdo das
enzimas. Os metabolismos primario e secundario sao responsaveis pela producdo de
moléculas imprescindiveis para a sobrevivéncia das plantas (DE MORAIS, 2009).

Os compostos sintetizados no metabolismo primario s&o macromoléculas, que
estdo relacionadas com a manutencao e sobrevivéncia dos organismos, como a celulose,
lignina, proteinas, lipideos, agucares, entre outras. Ja as substancias resultantes do
metabolismo secundario, aparentemente ndo possuem relacdo com crescimento e
desenvolvimento da planta (TAIZ e ZEIGER, 2006). Os compostos secundarios sdo

substancias que conferem vantagens a sobrevivéncia do vegetal e estdo envolvidos na
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adaptacdo das plantas no ambiente. Desempenham papéis ecoldgicos, como a protegdo
contra herbivoros e ataque de patdgenos, competicdo entre plantas e atracdo de
organismos benéficos, como polinizadores, dispersores de sementes e microrganismos
simbiontes (RIFFEL e COSTA, 2015).

A composicdo quimica e o rendimento dos 6leos essenciais sdo influenciados pelo
clima, estacdo do ano (luminosidade, temperatura, pluviosidade), condi¢des geograficas
(radiacdo, composicao atmosférica), época e periodo de colheita (hora e dia), idade e
estadio de desenvolvimento da planta, estado nutricional, 6rgdo extraido, técnica de
extracdo, preparacdo da matéria prima (secagem), entre outros fatores (MAIA et al.,
2015). Para obter 6leos essenciais com composic¢ao constante, estes devem ser extraidos
nas mesmas condicdes, além de serem provenientes do mesmo 6rgdo da planta, mesmo
solo, clima e colhido na mesma estacdo (BAKKALI et al., 2008).

Os 06leos essenciais sdo uma mistura complexa de dezenas de compostos com
diferentes comportamentos, grupos funcionais e polaridade (MIRANDA et al., 2016). A
constituicdo quimica é muito variada, podendo conter de 20 a 60 componentes em
concentracdes diferentes. Sdo caracterizados basicamente por dois ou trés constituintes
principais, chamados compostos majoritarios, que se encontram em maiores proporcgdes
(20-70%) em comparagdo com outros componentes. Cerca de 30 a 40 compostos sdo
minoritarios com concentracdo inferior a 1%. Geralmente, 0s componentes principais
determinam as propriedades biol6gicas dos 6leos essenciais (BAKKALI et al., 2008). A
analise composicional detalhada pode ser obtida através da cromatografia gasosa e
espectrometria de massa (BURT, 2004).

Os componentes quimicos presentes nos Oleos volateis podem ser divididos em
duas classes com base na biossintese. Na primeira se encontram os derivados dos
terpenos, sintetizados no citoplasma das células vegetais, formados pela via do acido
mevalbnico-acetato, responsavel pela formagdo dos monoterpenos e sesquiterpenos.
Também existem cadeias mais longas, como diterpenos e triterpenos. Alguns exemplos
de terpenos incluem p-cimeno, limoneno, terpineno, sabineno e pineno (CABALLERO
et al., 2003; HYLDGAARD et al., 2012). Segundo De Morais (2009), os monoterpenos
e 0s sesquiterpenos sdo compostos encontrados com maior frequéncia na natureza, sendo
0s responsaveis por grande parte das atividades bioldgicas dos 6leos essenciais. Quando
um terpeno contém oxigénio, o0 mesmo € denominado de terpenoide, podendo apresentar
diferentes funcbes quimicas, entre as quais: acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres,

fenois ou epoxidos terpénicos. Alguns exemplos de terpenoides: 1,8-cineol (eucaliptol),
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linalol, canfora, acetato de geranila, acetato de nerila, geraniol, nerol, terpinen-4-ol e
cinamaldeido (RAO et al., 2019). De acordo com Lorena e Bicas (2017), de forma geral,
0s Oleos essenciais sao constituidos majoritariamente por terpenos ou seus derivados.

Na segunda classe de biossintese, se situam os derivados do fenilpropanoide,
compostos aromaticos formados pela via do &cido chiquimico (KNAAK e FIUZA, 2010).
Constituem uma parte relativamente pequena dos 6leos essenciais, € 0s mais estudados
sdo timol, eugenol e carvacrol (HYLDGAARD et al., 2012).

A caracterizacdo dos 6leos essenciais da uma visdo geral de seu espectro de
atividade bioldgica devido a presenca de diferentes compostos quimicos bioativos, que
podem ter atividades bioldgicas variadas, como antibacteriana, antiflngica, larvicida e
inseticida (BASAK e GUHA, 2018). No geral, os constituintes dos 6leos essenciais que
exibem alta eficacia antimicrobiana sdo os fendis e os terpendides (CHOUHAN et al.,
2017; RAO et al., 2019; VELOZ et al., 2020).

A diversidade de substancias ativas presentes nas plantas tem motivado o
desenvolvimento de pesquisas envolvendo 6leos essenciais, tendo em vista o controle de
doencas. Existem relatos da atividade direta sobre fitopatdgenos e/ou indireta, com a
ativacdo de mecanismos de defesa das plantas (OOTANI et al., 2013). De acordo com
Daferera et al. (2000), a atividade antimicrobiana do 6leo essencial pode ser devido ao
efeito isolado dos componentes principais ou devido a um efeito sinérgico de seus

componentes secundarios.

2.3.1 Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum [L] Merr. et Perry). e
composto eugenol

O cravo-da-india é uma arvore com copa alongada, que varia de 10 a 15 m de
altura, possui folhas ovais grandes, verde-brilhantes e onduladas. Suas flores séo
pequenas, fortemente aromaéticas, de cor verde-amarelada a vermelha que se apresentam
em numerosos grupos de cachos terminais. Pertence a familia Myrtaceae (rica em 6leos
essenciais), nativa das ilhas Maluku no leste da Indonésia e aclimatada na Africa e no
Brasil (ALMA et al., 2007; DA GRACA CARDOSO et al., 2007). E conhecida
cientificamente pelo nome de Syzygium aromaticum [L] Merr. et Perry, porém, apresenta
alguns sindnimos taxonémicos: Eugenia caryophyllus (Sprengel) Bullock et Harrison,
Caryophyllus aromaticus L, Eugenia caryophyllata Tumb e Eugenia aromatica (L) Baill
(MAEDA et al., 1990).
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A espécie é explorada principalmente para extra¢do industrial do 6leo essencial,
que é obtido a partir dos botdes florais, folhas e outras partes da planta (LORENZI e
MATQOS, 2002). Pode ser extraido a partir de processos relativamente simples, sendo a
destilacdo por arraste a vapor a mais utilizada, por gerar um 6leo essencial de excelente
qualidade e permitir o processamento de grandes quantidades de matéria prima
(SILVEIRA et al. 2012). No Brasil, o cultivo do cravo ocorre principalmente no estado
da Bahia, o qual apresenta uma produc&o estimada de 2.500 toneladas por ano (CORTES-
ROJAS et al., 2014)

O oleo essencial de cravo é amplamente utilizado e conhecido por suas
propriedades medicinais. Além disso, estudos relatam atividades antifungicas,
antibacterianas, anticarcinogénicas, antioxidantes, inseticida, anestésicas e anti-
inflamatdrias (RANA et al.,, 2011; COSTA et al.,, 2011; AFFONSO et al., 2012).
Apresenta como seu principal componente o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) e possui em
proporcdes menores o acetato de eugenol (B —cariofileno), além de outros compostos com
propor¢des pouco significativas (AFFONSO et al., 2012).

O eugenol (C10H1202) é um composto de ocorréncia natural e esta presente em
varias familias de plantas, porém, sua principal fonte natural é o S. aromaticum, (45 a
90%) (KAMATOU et al., 2012). Trata-se de um liquido incolor ou amarelado com odor
caracteristico de cravo e um sabor picante. Apresenta peso molecular de 164,20 g/mol e
densidade de 1,0664 g/L. E classificado como um fenilpropanoide, com um guaiacol
substituido por cadeia alila, considerado um &cido fraco pouco sollvel em agua e soltvel
em &lcool etilico, éter, cloroférmio e 6leo (OLIVEIRA et al., 2009; NEJAD et al., 2017).

De acordo com Kamatou et al. (2012), o eugenol € uma molécula versatil com
aplicacdes na industria farmacéutica, agricola, de fragrancias, aromatizantes, cosméticos,
entre outras. Possui atividades antimicrobianas, anti-inflamatdrias, analgésicas,
antioxidantes, anticancerigenas e antifingicas. Amplamente utilizado em aplicacfes
agricolas para protecdo de grdos contra microrganismos durante o periodo de
armazenamento (Penicillium, Fusarium e Aspergillus e Alternaria alternata) e também
como pesticida e fumigante. Segundo Nisar et al. (2021) o eugenol tem efeitos letais no
crescimento de diferentes linhagens de fungos como Fusarium graminearum, F.
moniliforme, Tricophyton rubrum, Penicillium citrinum, Candida tropicalis, C. krusei e

Aspergillus ochraceus.
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Pode ser obtido por diferentes técnicas como, por exemplo, destilacdo a vapor,
extracdo solvente, hidrodestilagdo, extragdo assistida por microondas, extracao de dioxido
de carbono supercritico e extracdo a base de ultrassom (KHALIL et al., 2017).

Nos ultimos anos, o eugenol tem atraido a atengdo de muitos pesquisadores devido
suas inumeras atividades farmacoldgicas e bioldgicas, além disso, apresenta beneficios
para o setor industrial e a sociedade, uma vez que pertence ao grupo de compostos
monoaromaticos livres, enquadrando-se no ambito de recursos renovaveis. Como
resultado, estudos com produtos de eugenol e 6leo de cravo estdo sendo realizados para
destacar sua importancia na fitoterapia e na industria, bem como elucidar seus
mecanismos de acdo sempre que possivel. O interesse da comunidade cientifica pelo
eugenol é justificado pelo fato do mesmo ser utilizado como material de partida na sintese
de diversos produtos naturais e bioativos (KAMATOU et al., 2012; DA CUNHA LIMA
et al, 2019).

2.3.2 Oleo essencial de canela (Cinnamomum cassia) e composto cinamaldeido

A espécie vegetal Cinnamomum cassia, conhecida também como Cinnamomum
aromaticum, popularmente chamada de Canela da China, € uma das especiarias mais
antigas do mundo. Proveniente da China, Vietnam e Indonésia, possui grande valor
econbmico e é considerada um dos recursos naturais mais importantes, amplamente
utilizada nas &reas da industria farmacéutica, de alimentos, cosmeticos e de bebidas (LI
etal., 2013).

E uma arvore perene, cresce de 10 a 15 m de altura e possui folhas ovais de
coloracdo verde-escuro. As flores sdo dispostas em paniculas, de cor esverdeada e de odor
caracteristico. O fruto da canela é uma baga de cor roxa com uma Unica semente. O seu
sabor deve-se a presenca de Gleos essenciais aromaticos (JAKHETIA et al., 2010).

Cinnamomum é um género da familia Lauraceae reconhecido mundialmente pelos
seus inumeros beneficios, incluindo sua utilidade na culinaria e fitoterapia. Espécies desse
género sdo produtoras de Oleos essenciais, que apresentaram propriedades bioldgicas
importantes, como acéo anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante e inseticida (DA
SILVA et al., 2020).

O dleo essencial de canela contém principalmente cinamaldeido, acido cinamico,
cinamato e alguns compostos resinosos (SHREAZ et al., 2016), porém, estudos apontam
que ha uma diferenca na composic¢do quimica nos 6leos essenciais em relacéo as partes

da planta utilizadas para a extracdo, a exemplo, o 6leo essencial da casca é rico em
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cinamaldeido e suas folhas ricas em eugenol, no entanto, esses constituintes majoritarios
podem variar dependendo da espécie (VANGALAPATI et al., 2012; JOSHI, 2019).

O cinamaldeido (3-fenil-2-propenal), um alcool terpeno ciclico, é o principal
componente ativo do 6leo essencial da casca da canela (60-75%) e tem demonstrado
exercer atividades antifingicas e antibacterianas (SILVA et al., 2018). E o composto
organico responsavel pelo sabor e odor da canela, caracterizado por um liquido amarelo
oleoso (YEH et al. 2013).

De acordo com Xie et al. (2017), estudos indicam que tanto o 6leo essencial da
casca da canela, quanto o seu principal componente, o cinamaldeido, possuem atividades
antifungicas contra fungos alimentares e de podriddes. De acordo com os autores, ambos
0s produtos exibiram potente atividade fungicida contra Rhizoctonia solani e Fusarium
oxysporum. Segundo Shreaz et al. (2016), o cinamaldeido € um dos constituintes
quimicos mais ativo dos 6leos essenciais de canela, contribuindo assim para suas varias
atividades bioldgicas. Wu et al. (2020) também mencionam que o cinamaldeido tem
demonstrado atividades antifungicas e antibacterianas, evidenciando que tanto os 6leos
essenciais quanto seus compostos podem ser substancias alternativas aos fungicidas

sintéticos no manejo de doengas de plantas.

2.3.3 Oleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) e composto eucaliptol

Eucalyptus globulus é uma das plantas medicinais mais utilizadas no mundo
devido ao seu amplo espectro de atividades bioldgicas, atribuidas principalmente a
diversidade dos seus constituintes fitoquimicos. Os seus componentes apresentam
potencial bioativo, antioxidante, antimicrobiano, fitorremediador, atividades herbicidas,
fungicidas e inseticidas, podendo assim serem precursores para o desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos e agroquimicos, bem como conservantes de alimentos
(SHALA e GURURANI, 2021).

Pertence a familia das Myrtaceae, € uma arvore de grande porte, podendo atingir
até 90 metros de altura, possui tronco liso, folhas perenes, lanceoladas e opostas, cobertas
por glandulas oleriferas. A espécie possui flores de até 4 cm de didmetro, solitarias ou em
pequenos grupos, que possuem NumMerosos estames macios que podem ser brancos,
cremes, amarelos, rosas ou vermelhos. Os frutos apresentam-se em forma de capsula de
aproximadamente 3 cm. A casca possui coloragéo esverdeada, e apresenta fibras e estrias

cujo grau varia de acordo com a idade da planta (SHAH et al., 2012).
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Eucalyptus globulus tem atraido cada vez mais a atencdo de pesquisadores e é
comumente utilizado na industria de celulose e na regeneracéo de areas devastadas pelo
seu rapido crescimento, alem disso, suas folhas sdo utilizadas para extracdo de Oleos
essenciais, um dos mais comercializados em todo o mundo (SHALA e GURURANI,
2021).

O oleo essencial de eucalipto pode ser obtido a partir de suas folhas ou cascas,
pelos métodos de hidrodestilagdo ou por arraste de vapor. A sua composi¢do quimica é
uma mistura complexa de substancias, comumente contém de 20 a 54 componentes em
concentragdes variadas. S&o ricos em compostos monoterpénicos, como o eucaliptol (1,8-
cineol) seu componente majoritario (KASSAHUN e FELEKE, 2019).

Segundo Duke e Bogenshutz (2004), entre os varios componentes do 6leo de
eucalipto, o 1,8-cineol é o mais importante e, de fato, um composto caracteristico do
género Eucalyptus, sendo o responsavel por suas propriedades pesticidas. Também
denominado cineol, ou 1,8-epoxi-p-mentano, € um monoterpeno com caracteristicas
canforaceas, de fragrancia fresca e sabor picante (LANA et al., 2006).

Estudos demonstraram as atividades antimicrobianas dos Oleos essenciais de
eucalipto contra uma ampla gama de microrganismos. Para Batish et al. (2008), os 6leos
essenciais de eucalipto e seus principais constituintes possuem toxicidade contra bactérias
e fungos, tanto patdgenos de solo quanto de po6s-colheita, com reducdo no crescimento
micelial e inibicdo na producdo e germinacdo de esporos.

Pedrotti et al. (2019) avaliaram o efeito in vitro e in vivo dos 6leos essenciais de
Eucalyptus staigeriana e Eucalyptus globulus contra Botrytis cinerea e Colletotrichum
acutatum, duas doencas importantes de podriddes da videira. Segundo os autores, 0s dois
6leos mostraram atividade antiflngica in vitro contra ambos os patégenos, além disso, o
controle alternativo ndo influenciou na fermentacdo alcodlica e nas caracteristicas fisico-

quimicas dos vinhos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencdo dos isolados

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Agricola e
Fitopatologia (LAMAF), da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) e no Laboratério de Fitopatologia do Instituto
Federal do Parana (IFPR), Campus Palmas. Tecidos vegetais (folhas, peciolos e bagas)
de videiras da variedade Niagara Rosada, com sintomas ou sinais tipicos de antracnose
foram coletados em vinhedos dos Estados do Mato Grosso do Sul, Parang, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul (Figura 3). As amostras foram coletadas nas safras de 2018 e 2019

em 12 vinhedos de 8 municipios desses Estados (Figura 4).

FIGURA 3. Sintomas tipicos de antracnose da videira. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Com auxilio de uma tesoura de poda, o material vegetal foi coletado,
acondicionado em saco de polietileno, identificado e armazenado sob refrigeracdo a 5°C.
Para o isolamento, com auxilio de um bisturi, foram retirados fragmentos da regido de
transicdo da lesdo com o tecido sadio, desinfestados em solucdo de alcool 70% por 1
minuto, hipoclorito de sodio a 2,5% por 3 minutos, seguido por trés lavagens com agua
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destilada e esterilizada por 1 minuto e secos em papel filtro estéril. Posteriormente, 0s
fragmentos foram transferidos para placas de Petri estéreis, contendo meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA). Apoés a identificacdo e vedacdo com filme policloreto de
vinila (PVC), as placas foram levadas a camara de incubacdo do tipo BOD (demanda
bioguimica de oxigénio) a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas por trés dias.
A partir das colbnias formadas, discos de micélio foram retirados e transferidos para
novas placas de Petri contendo meio BDA. Em seguida as placas foram identificadas,

vedadas e incubadas em BOD nas mesmas condicdes citadas anteriormente por sete dias.
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FIGURA 4. Municipios dos estados Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR), Santa Catarina
(SC) e Mato Grosso do Sul (MS) onde foram coletadas amostras de tecidos vegetais com
sintomas ou sinais tipicos de antracnose. Dourados-MS, UFGD, 2022.

3.2 Obtencdo de culturas monosporicas

Discos miceliais foram retirados das col6nias e transferidos para placas de Petri
com BDA, em seguida foram vedadas e acondicionadas em cdmara BOD regulada a 25°C
e fotoperiodo de 12 horas. Decorridos cinco dias, com auxilio de uma espatula de metal,
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o micélio das col6nias foi raspado e transferido para tubos de ensaio contendo 10 mL de
agua destilada esteril. Realizou-se uma leve agitagdo para homogeneizacdo. Com uma
pipeta automatica, 100 uL da suspensdo de estruturas fangicas foi coletada e distribuida
cuidadosamente sobre 0 meio BDA em placas de Petri. As placas foram incubadas por 14
horas em camara BOD, nas mesmas condi¢fes de temperatura e luminosidade
mencionadas anteriormente. Apo6s o periodo de incubacéo, a superficie de cada placa foi
levada ao microscopio estereoscopio para localizar conidios germinados isoladamente. A
remocdo foi realizada com auxilio de agulhas ultrafinas em ambiente asséptico.
Posteriormente, o material coletado, foi transferido para o centro de novas placas com
meio BDA. Cada cultura foi designada com um cédigo referente ao isolado multisporico
que Ihe deu origem. Para o desenvolvimento das coldnias, as placas foram mantidas em

camara BOD a 25 °C, fotoperiodo de 12 horas por dez dias.

3.3 Caracterizacdo cultural e morfoldgica de isolados de Colletotrichum spp. como agente

causal de doenca em videira

Discos de micélio, com 5 mm de didmetro, das colénias monosporicas,
previamente incubadas em meio BDA (cinco dias), foram transferidos para o centro de
placas de Petri (80 mm) contendo o mesmo meio de cultivo. As placas foram
identificadas, vedadas e incubadas em camara BOD a temperatura de 25°C e fotoperiodo
de 12 horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés
repeticdes. Cada repeticdo correspondeu a uma placa.

As avaliacOes iniciaram 48 horas apds a incubacdo e foram realizadas diariamente
até que um dos isolados atingiu a borda da placa (120 horas). A caracterizacdo foi
realizada através da observacdo das colbnias, como a coloragdo (anverso e verso),
densidade do micélio (ralo ou cotonoso), cor da massa de conidios (laranja, salmao,
castanho ou preto), padrao de esporulacdo (concentrado ou distribuido), textura (lisa ou
enrugada), margem (regular ou irregular) e presenca de setores, peritécios ou halo
(ANDRADE et al., 2007; TOZZE JUNIOR et al., 2015; MARIN-FELIX et al., 2017).
Avaliou-se também, o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e o diametro
final da col6nia (DFC). O didmetro (média de duas medidas diametralmente opostas) foi
mensurado com um paquimetro e para o DFC foi considerado o ultimo valor mensurado
na avaliagdo do crescimento micelial. O IVCM foi determinado utilizando-se a formula
apresentada por Oliveira (1991):



25

IVCM=Y (D-Da) /N
Sendo:
D= didmetro médio atual da coldnia;
Da= didmetro médio da coldnia do dia anterior;

N= namero de dias ap6s a inoculagéo.

Os esporos utilizados para caracterizacdo morfoldgica foram obtidos a partir
destas coldnias, cultivadas por 7 a 20 dias, nas mesmas condic¢des anteriormente citadas,
com a finalidade de induzir a produc¢éo de conidios. Para mensuragdo dos mesmos, foram
preparadas ldaminas semipermanentes. Com auxilio de uma pipeta de Pasteur, uma gota
de solucdo de agua destilada com azul de metileno foi depositada na lamina, em seguida,
com uma al¢a de platina esterilizada foi realizada a coleta da massa de conidios ou a
raspagem superficial do micélio da colbnia, procedendo-se a homogeneizacdo com a
solugdo. A preparacéo foi coberta com uma laminula e examinada ao microscopio dptico
com objetiva de 40 X. Avaliou-se a producdo ou ndo de esporos. Sessenta conidios de
cada isolado, escolhidos aleatoriamente, tiveram seu comprimento (um) e a largura (um)
determinados via mensuracdo da imagem com o programa de andlise de imagens, ImageJ
1.52a (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Além das suas dimensdes, 0s
conidios foram classificados de acordo com os seus formatos, determinados de acordo
com a descricao de Sutton (1992) e Tozze Junior (2006). Cada formato observado recebeu
uma denominacdo: oblongo, com é&pices arredondados; cilindrico, reto, com apices
arredondados; fusiforme, com apices afinados; elipsoide, extremidades estreitas; clavado,
uma extremidade arredondada e outra afinada.

Foi realizada anélise de variancia (ANOVA), as médias comparadas pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa SISVAR 5.6
(FERREIRA, 2003).

3.4 Teste de patogenicidade

Os testes de patogenicidade foram realizados em folhas destacadas e em frutos de

videira da cultivar “Niagara Rosada”.

3.4.1 Preparo do in6culo

Os isolados foram previamente cultivados em placas de Petri contendo meio de

cultura BDA e armazenados em camara do tipo BOD sob temperatura de 25°C por 7 dias.
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Adicionou-se 10 mL de agua destilada esterilizada a cultura, em seguida, realizou-se a
raspagem do substrato com auxilio de uma alca de Drigalsky, e, posteriormente, a
filtragem em duas camadas de gaze. A concentracao da suspensao de conidios foi ajustada

para 1 x 10° conidios/mL com auxilio de uma camara de Neubauer.

3.4.2 Patogenicidade em folhas destacadas de videira

Foi utilizado o método de folhas destacadas adaptando-se metodologias descritas
por Piva (2017) e Poolsawat et al. (2012). Folhas de videiras da cultivar “Niagara
Rosada”, assintomaticas, com idade e tamanho semelhantes, foram coletadas a partir de
um vinhedo comercial localizado no municipio de Maridpolis no estado do Parana. Apds
a coleta, as folhas foram armazenas em escuro por 24 horas em temperatura ambiente.
Posteriormente, passaram por desinfestacdo superficial com solucdo de hipoclorito de
sodio a 1% por 1 minuto, em seguida, foram lavadas em agua corrente e colocadas para
secar em camara de fluxo laminar. Cada folha de videira foi acondicionada em caixa
plastica transparente estéril, contendo papel filtro no fundo, umedecido frequentemente
com &gua destilada esterilizada. Para manter o vigor da folha, o peciolo foi envolto por
um chumaco de algoddo embebido em agua destilada esterelizada.

A inoculacéo foi realizada através da pulverizacdo com a suspensao de esporos,
referente a cada isolado, na face adaxial da folha até o ponto de molhamento. Folhas do
tratamento testemunha foram pulverizadas com agua destilada e esterilizada. As caixas
foram fechadas e mantidas em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. As avalia¢cdes
iniciaram-se a partir do aparecimento de sintomas e aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias ap6s a
inoculagdo (DAI). A severidade da doenca nas folhas foi avaliada em escala diagramatica
de acordo com o conjunto de diagramas de area padrdo (SADs) proposto por Santos e
Spozito (2018). Seis diagramas de severidade da antracnose foram utilizados, variando
de 1,1 a 27,4%, com valores intermediérios de 2,1, 4,3, 8,3 e 15,6%. Os valores de
severidade média foram utilizados para o calculo da area abaixo da curva de progresso da
doenga (AACPD) (CAMPBELL e MADDEN, 1990).

O delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repeti¢cOes e 21 tratamentos
(20 isolados + testemunha). Os dados obtidos foram submetidos a anéalise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando o programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2003).
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3.4.3 Patogenicidade em frutos

A avaliacdo da patogenicidade em frutos foi realizada adaptando as metodologias
descritas por Than et al. (2008), Mello (2012) e Yan et al. (2015). As bagas foram
provenientes de vinhedo comercial, localizado no municipio de Mariopolis no estado do
Parand. As mesmas foram classificadas por tamanho, sem ferimentos e sintomas de
doencas. Apos a coleta foram armazenadas por 24 horas sob refrigeragdo a 5°C. Passaram
por desinfestacdo superficial com solugdo de hipoclorito de sddio a 1% por 1 minuto, em
seguida, foram lavadas em &agua corrente e secas em papel filtro na camara de fluxo
laminar. O acondicionamento das bagas foi realizado em caixas plasticas transparentes e
estéreis contendo papel filtro previamente esterelizado no fundo, que, constantemente era
umedecido com agua destilada esterelizada.

Com uma agulha de seringa de cromatografia, em cada fruto foram realizados
superficialmente micro ferimentos na epiderme das bagas. Com uma pipeta automatica
foi depositada nos frutos 10 pl da suspensdo de conidios (1 x 10° conidios/mL). Os frutos
do tratamento controle, que também receberam os microferimentos, receberam 10 pl de
agua estéril. Em seguida, as caixas foram fechadas e acondicionadas em BOD sob
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 9 dias da inocula¢do, com um
paquimetro graduado, foi avaliado o diametro das lesbes em dois sentidos opostos e
calculada a area lesionada. O delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repeticoes
e 6 tratamentos (5 isolados de bagas + testemunha). Cada unidade experimental
constituia-se de oito bagas inoculadas. Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando o programa SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2003).

3.5 Atividade antifungica de 6leos essenciais e compostos majoritarios sobre os isolados

Foram realizados ensaios in vitro para avaliacdo da atividade antifngica dos 6leos
essenciais (OEs) de cravo (Syzygium aromaticum), canela (Cinnamomum cassia) e
eucalipto (Eucalyptus globulus) no controle de Colletotrichum spp. Também foram
implementados testes com o0s compostos eugenol, cinamaldeido e eucaliptol para
verificacdo da eficacia dos mesmos no controle do fitopatdgeno. Tanto os OEs quanto 0s
compostos foram obtidos comercialmente da empresa Quinari®.

Conforme com o laudo técnico fornecido pelo fabricante, o OE de cravo foi obtido

a partir das suas folhas e botbes, o de canela a partir da casca e o de eucalipto das folhas
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e galhos, todos pelo método de extragdo de arraste a vapor. Para identificacdo dos
componentes quimicos a técnica utilizada foi de Cromatografia Gasosa (CG), acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM).

Verifica-se seis constituintes no 6leo essencial de cravo, sendo o eugenol (87,7%)
e o cariofileno (8,5%) os compostos majoritarios (Quadro 1). O dleo essencial de
eucalipto composto por doze componentes, sendo, o eucaliptol (57,57%) e o ocimeno
(19,19%) como constituintes principais (Quadro 2). Em relacdo aos compostos eugenol,
cinamaldeido e eucaliptol, de acordo com os laudos, 0s mesmos apresentaram 95% de
pureza ou mais. A cromatografia do 6leo essencial de canela ndo foi disponibilizada pela

empresa.

QUADRO 1. Composic¢do quimica do 6leo essencial de folhas e botBes de cravo (Eugenia
caryophyllus). Quinari®, 2021.

Componente Teor (%)
eugenol 87,7
B-cariofileno 8,5
humuleno 2,1
elemol 1,0
acetato de eugenila 0,2
B-selineno 0,1
outros 0,3

QUADRO 2. Composicdo quimica do dleo essencial de folhas e galhos de eucalipto
(Eucalyptus globulus). Quinari®, 2021.

Componente Teor (%)
eucaliptol 57,57
0-cimeno 19,19
a-pineno 7,55

a-terpineol 4,64
y-terpineno 4,02

a-felandreno 2,01
-mirceno 1,77

terpinen-4-ol 0,97
[-pineno 0,67

trans-p-ocimeno 0,64
a-terpineno 0,31

pinocarveol 0,21
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Os experimentos foram realizados separadamente e em periodos diferentes, em
funcdo do espago para incubagdo e tempo necessario para realizacao das avaliagcdes. As
concentracdes de OE foram definidas com base em testes preliminares, que variaram de
0,0,25,0,5, 1 e 2% e 0, 100, 250, 500, 750, 1000, 2000 e 3000 ppm. Foi identificada a
concentracdo que inibiu completamente o crescimento micelial dos fungos e, a partir
desta, as demais.

O efeito do Oleo essencial e dos compostos majoritarios foi considerado
"fungistatico” quando o desenvolvimento do patégeno foi menor ou nulo comparado a

testemunha e "fungicida” quando n&o houve qualquer crescimento.

3.5.1 Avaliacéo da eficécia de 6leos essenciais de cravo e canela no controle in vitro de
Colletotrichum spp.

Na avaliagdo da eficacia dos OEs de cravo e canela no controle in vitro de
Colletotrichum spp. as concentragdes testadas foram 0, 100, 250 e 500 ppm. Para a
testemunha, utilizou-se apenas o meio de cultura BDA. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4 x 16 (6leos x concentracdes x
isolados) e cinco repetigdes.

Com auxilio de uma pipeta automaética as diferentes concentracdes dos OEs foram
pipetadas e incorporadas ao meio de cultura BDA fundente. Os volumes dos 6leos foram
calculados em relacdo a quantidade de meio de cultura utilizado. Realizou-se a
homogeneizag¢do com um bastéo de vidro por 3 minutos. Posteriormente, os meios foram
vertidos em placas de Petri descartaveis estéreis de 80 mm de diametro. Apds a
solidificacdo do meio, discos de micélios (5 mm) de coldnias dos isolados foram
transferidos para o centro das placas, as quais foram vedadas com filme de PVC e
incubadas em cadmara BOD a temperatura de 25°C no escuro. Todos os procedimentos
foram realizados em ambiente asséptico, na cdmara de fluxo laminar.

A avaliacdo do crescimento micelial consistiu na medicdo diaria do diametro das
colbnias (média de duas medidas diametralmente opostas) utilizando um paquimetro
graduado, iniciando-se 24 horas ap0s o inicio do trabalho e se estendendo até que uma
das coldnias do tratamento controle atingiu a borda da placa. Com a média dos resultados
obtidos, foi determinado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e a

porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC).
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Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o programa
SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2003).

3.5.2 Avaliacdo da eficacia do Oleo essencial de eucalipto no controle in vitro de
Colletotrichum spp.

Para a avaliacdo da eficAcia do OE de eucalipto no controle in vitro de
Colletotrichum spp. foram utilizadas as concentragdes de 0, 1 e 2%. Para a testemunha
utilizou-se apenas o meio de cultura BDA. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 16 (concentracdes x isolados) e cinco repeti¢des. Os
procedimentos metodoldgicos e as avaliagbes realizadas foram similares ao descrito no
item 3.5.1.

3.5.3 Avaliacdo da eficacia dos compostos eugenol e cinamaldeido no controle in vitro
de Colletotrichum spp.

Para avaliar as atividades antifingicas dos compostos eugenol e cinamaldeido em
Colletotrichum spp., foram utilizadas as concentragdes 0, 100, 250 e 500 ppm, e, para
testemunha, utilizou-se apenas o meio de cultura. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4 x 16 (compostos x concentracdes x
isolados) e cinco repeticdes. Todos os procedimentos metodolégicos e as avaliaches

realizadas foram similares ao descrito no item 3.5.1.

3.5.4 Avaliacdo da eficacia do composto eucaliptol no controle in vitro de Colletotrichum
spp.

No teste da atividade antifingica do composto eucaliptol no controle in vitro de
Colletotrichum spp. foram utilizadas as concentracdes de 0, 1 e 2%. A testemunha
consistiu de placas contendo somente 0 meio BDA. Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, em esquema fatorial 3 x 16
(concentrages x isolados). A metodologia de aplicacdo das concentracfes do composto

e as formas de avaliagdes estdo descritas no item 3.5.1.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Culturas monosporicas

Foram obtidos 50 isolados monosporicos, sendo 13 do Mato Grosso do Sul, 4 do
Parana, 15 do Rio Grande do Sul e 18 de Santa Catarina. Mediante a avaliacdo
morfoldgica visual, alguns isolados foram descartados pois claramente ndo estavam
associados ao fungo patogénico estudado.

Para o ensaio de caracterizacdo cultural e morfolégica, do total dos isolados
obtidos, 7 foram desconsiderados, sendo 4 da regido Sul (RS, PR, SC) e 3 do Mato Grosso
do Sul, pois 0s mesmos apresentavam caracteristicas tipicas de Pestalotia spp. No
decorrer dos experimentos, devido a perda de viabilidade, 20 isolados foram utilizados
nos ensaios de patogenicidade e 16 nos testes in vitro.

4.2 Caracterizacdo cultural e morfolégica de isolados provenientes de videiras, cultivar
Niagara rosada, de diferentes regides do Mato Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul

e Santa Catarina

Na caracterizacdo cultural e morfologica dos isolados, foram realizados dois
ensaios, um com os isolados provenientes do Mato Grosso do Sul (MS) e outro com 0s
isolados obtidos nos estados do Parana (PR), Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul
(RS).

Dos isolados oriundos da regido Sul (RS, PR, SC) foram utilizados 33. Destes, 12
foram provenientes de folhas, 13 de peciolos e 8 de bagas. Na amostra procedente do
Mato Grosso do Sul (MS) foram avaliados 10 isolados, todos oriundos de folhas de
videiras. As bagas e peciolos ndo apresentaram sintomas caracteristicos da doenca.

A nomeacdo foi realizada de acordo com a origem geogréfica, 6rgdo de
isolamento, ano e més de coleta. As duas primeiras letras maiuscula e o nimero
correspondem ao estado e a propriedade onde foram coletados, seguidas da letra inicial
da parte da planta da qual foi obtido o isolamento e a repeticdo a qual corresponde
(Quadro 3 e Quadro 4).
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QUADRO 3. Designacdo, origem geografica, 6rgao de isolamento e ano/més de coleta
dos isolados fungicos de videiras (Vitis labrusca) com sintomas de antracnose
provenientes dos Estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Dourados-MS,
UFGD, 2022.

Isolado Local de Origem Orgdode  Ano/ més coleta
Isolamento
RS1F1R1 Nonoai-RS Folha 2019/fevereiro
PR1F4 Mariopolis-PR Folha 2019/fevereiro
RS1F5R1 Nonoai-RS Folha 2019/fevereiro
SC2F2R2 Abelardo Luz-SC Folha 2019/fevereiro
SC1F3R2 Abelardo Luz-SC Folha 2019/fevereiro
SC2F2R1 Abelardo Luz-SC Folha 2019/fevereiro
RS1F1R2 Nonoai-RS Folha 2019/fevereiro
SC1F1R3 Abelardo Luz-SC Folha 2019/fevereiro
RS3F2 Trés de Maio-RS Folha 2018/dezembro
SC2F3R2 Abelardo Luz-SC Folha 2019/fevereiro
SC2F3R1 Abelardo Luz-SC Folha 2019/fevereiro
SC1F1R4 Abelardo Luz-SC Folha 2019/fevereiro
SC1P4R5 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
SC1P1R1 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
RS1P3R2 Nonoai-RS Peciolo 2019/fevereiro
SC1P4R3 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
SC2P1R3 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
RS1P2R2 Nonoai-RS Peciolo 2019/fevereiro
PR1P1 Mariopolis-PR Peciolo 2019/fevereiro
SC1P4R2 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
SC1P2R2 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
SC1P2R1 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
SC1P5R4 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
SC2P1R4 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
SC1P4R1 Abelardo Luz-SC Peciolo 2019/fevereiro
RS2B1R1 Flores da Cunha-RS Baga 2019/fevereiro
RS1B2R2 Nonoai-RS Baga 2018/dezembro
RS2B3R1 Flores da Cunha-RS Baga 2019/fevereiro
RS1B3R2 Nonoai-RS Baga 2019/fevereiro
RS1B1 Nonoai-RS Baga 2018/dezembro
RS2B1R2 Flores da Cunha-RS Baga 2019/fevereiro
RS1B3R1 Nonoai-RS Baga 2019/fevereiro
RS1B2R1 Nonoai-RS Baga 2019/fevereiro
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QUADRO 4. Designacdo, origem geografica, 6rgao de isolamento e ano/més de coleta
dos isolados flungicos de videiras (Vitis labrusca) com sintomas de antracnose
provenientes do Estado do Mato Grosso do Sul. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Isolado Local de Origem Orgdode  Ano/ més coleta
Isolamento

MS1F1R4 Dourados Folha Dezembro/2019
MS4F5R2 Itaporé Folha Dezembro/2019
MS4F5R1 Itapora Folha Dezembro/2019
MS2F3R1 Itaporé Folha Dezembro/2019
MS3F1R2 Itapora Folha Dezembro/2019
MS2F3R2 Itaporé Folha Dezembro/2019
MS2F1R3 Itapora Folha Dezembro/2019
MS3F2R3 Itapord Folha Dezembro/2019
MS4F4R2 Itaporé Folha Dezembro/2019
MS4F1R3 Itapord Folha Dezembro/2019

Na avaliagéo cultural dos isolados, tanto da regido Sul como do Estado do Mato
Grosso do Sul, o isolamento a partir de lesGes tipicas de antracnose em meio de cultura
BDA, resultou em colonias heterogéneas. Houve grande variagdo na morfologia das
colbnias e dos conidios. Considerando o padrdo morfoldgico e as observacdes e
descricBes obtidas, as culturas dos isolados provenientes dos Estados do Parana, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina foram agrupadas em oito grupos distintos e as do Mato
Grosso do Sul em quatro grupos (Quadro 5, Quadro 6, Figura 5, Figura 6). Nao foi
possivel pelas caracteristicas avaliadas diferenciar os isolados amostrados seja por origem
geografica ou por hospedeiro de origem, evidenciando variabilidade tanto em isolados da
mesma regido quanto em isolados de regides distintas. No entanto, foi observado um
padrdo de coloragéo das coldnias entre o grupo 2 da regido Sul com o grupo 1 do Estado
do Mato Grosso do Sul. Também foi verificado o0 mesmo padrdo de coloracdo entre 0s

grupos de nimero 3 de ambas regides.
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QUADRO 5. Caracteristicas culturais de isolados fungicos obtidos de videiras (Vitis
labrusca) com sintomas de antracnose provenientes dos Estados do Parand, Rio Grande

do Sul e Santa Catarina. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Grupo

Isolados

Cor da col6nia

ANverso

Verso

1

RS1F1R1
PR1F4
SC1P4R1

Cinza escuro/branco

Branco/cinza

RS1F5R1
RS1F1R2
RS1P3R2
RS1P2R2
SC1P2R2
SC1P2R1
SC1P5R4
SC2P1R4

Cinza claro/laranja

Laranja/branco

SC2F2R2
SC2F2R1
SC1P1R1
SC1P4R5

Cinza claro

Cinza escuro/branco

SCI1F1R3

Salmao

Salméao

RS3F2
SC1F1R4

Laranja/branco

Laranja/branco

RS2B3R1

Marrom/branco

Marrom

SC1F3R2
SC2F3R2
SC2F3R1
SC1P4R3
SC2P1R3
PR1P1
SC1P4R2

Cinza claro/salmao

Cinza escuro/salmao

RS2B1R1
RS1B2R2
RS1B3R2
RS1B1
RS2B1R2
RS1B3R1
RS1B2R1

Cinza claro/branco

Salmao/cinza claro

No grupo 1 da regido Sul foram agrupados trés isolados. As colbnias apresentaram

no centro coloracgao cinza escuro e branco ao seu redor, com 0 reverso branco e cinza;

textura lisa, margem regular, micélio cotonoso, formagcdo de halos e auséncia de

esporulagdo. O grupo 2 foi formado por oito isolados com coldnias de coloracdo cinza
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claro e laranja na parte superior e no verso laranja com branco; aparéncia lisa e margem
regular. O micélio variou entre cotonoso e ralo, com formacao de peritécios e halos. A
esporulacao ocorreu de forma distribuida e a massa conidial era de coloragéo laranja e 0s
conidios apresentaram formato oblongo. No terceiro grupo, formado por quatro isolados,
as colonias no anverso apresentavam coloragao cinza claro e o verso cinza escuro com
bordas brancas; aparéncia lisa, margem regular, micélio cotonoso e formacéo de halos.
Neste grupo somente um isolado formou peritécios (SC1P1R1). Os conidios
apresentaram formatos elipsoides. Um isolado com micélio de coloragdo salméo (anverso
e verso) correspondeu ao quarto grupo, a aparéncia era lisa, margem regular e o micélio
cotonoso, sem formacdo de halos, peritécios e setores. Os conidios apresentaram formatos
que variaram de elipsoide a oblongo. No quinto grupo, formado por dois isolados, as
col6nias tanto no anverso como no verso possuiam no centro coloragéo laranja e ao redor
miceélio branco, aparéncia lisa, margem irregular, com formacdo de peritécios e halos. A
massa de conidios era de coloracdo laranja, produzida de forma distribuida, com conidios
de formatos clavados e oblongos. O grupo 6 contou com apenas um isolado, a colénia de
aparéncia enrugada, margem irregular, com micélio ralo e colora¢do no anverso marrom
com branco e no verso marrom, os conidios pequenos e de formato oblongo. No sétimo
grupo a coloragédo das coldnias no anverso predominou o cinza claro e salmd com o
verso cinza escuro e salmdo, os conidios possuiam formatos oblongos e alguns
cilindricos. Sete isolados se enquadraram neste grupo, as coldnias eram de margens
regulares, aparéncia lisa, algumas com formacdo de halos e peritécios (SC2F3R2,
SC1P4R3, SC1P4R2). A massa conidial de cor laranja e com padrdo de esporulacdo
concentrado, os conidios de formato oblongo e cilindrico. O oitavo grupo, também com
sete isolados, todos provenientes de bagas, as coldnias na parte superior apresentavam
coloracdo de cinza claro e borda branca, e na parte inferior salméo e cinza claro. Foi
possivel observar a formacao de halos e os conidios todos com formatos fusiformes. Dois
isolados formaram peritécios (RS1B1 e RS1B3R1).

Em geral, nos isolados provenientes da regido Sul, predominou a cor laranja para
coloracdo da massa de conidios e o padrdo de esporulacdo variou entre concentrado
(apenas no centro da placa) e distribuido (toda a placa), no entanto, 3 isolados nédo
esporularam. Todos apresentaram aparéncia lisa, com exce¢do do RS2B3R1 (Grupo 6),
0 qual apresentou aparéncia enrugada. Em relagdo a margem, 91% dos isolados
apresentaram margem regular. Quanto a densidade do micélio, 42% apresentou aspecto

cotonoso e 58% aspecto ralo. Em dois isolados ocorreu a formacao de setores (RS3F2 e
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RS1P2R2) e a maioria das colonias formaram halos (72%). A presenca de peritécios
variou entre os isolados, ou seja, a formagdo dos mesmos ndo foi exclusiva a isolados
especificos de uma regido ou parte da planta. Em relacéo a coloracédo das colénias, houve

variacao entre branco, cinza e salmao.

QUADRO 6. Caracteristicas culturais de isolados de videiras (Vitis labrusca) com
sintomas de antracnose e provenientes do Estado do Mato Grosso do Sul. Dourados-MS,
UFGD, 2022.

Grupo Isolados Cor da coldnia
Anverso Verso

1 MS4F5R2
MS2F1R3 Cinza claro/laranja Laranja/branco
MS1F1R4

2 MS4F5R1 Salméo/cinza Vermelho/castanho
MS2F3R1

3 MS3F1R2
MS2F3R2 Cinzaclaro Cinza escuro/branco
MS4F1R3

4 MS3F2R3 Cinza claro/salméo Branco/salmao
MS4F4R2

Na avaliacdo cultural dos isolados de Mato Grosso do Sul, as colénias quanto a
coloragéo, variaram de cinza claro a laranja. No grupo 1, foram reunidos dois isolados.
As coldnias apresentaram no anverso coloragdo cinza claro com laranja no centro e no
verso as cores laranja e branco; margem regular, micélio cotonoso, formacao de halos e
peritécios. Os conidios de formatos oblongos e cilindricos. No grupo 2, com trés isolados,
as colbnias no anverso eram de coloracdo salméo e cinza e, no verso, vermelho com
castanho escuro no centro; bordas regulares, micélio ralo, aparéncia enrugada e conidios
pequenos e elipsoides. Somente o isolado MS4F5R1 formou peritécios. No grupo 3, 0s
isolados apresentavam col6nias de coloragdo cinza claro no anverso e no verso cinza
escuro com branco, margem irregular, micélio cotonoso com formacdo de halos e
conidios pequenos de formatos elipsoides. O isolado MS3F1R2 formou peritécios. O
quarto e ultimo grupo, com trés isolados, teve predominio de coloracdo das coldnias cinza
claro e salmdo no anverso e no reverso branco com salméo, micélio cotonoso, margem
irregular e conidios com formatos cilindricos e oblongos. Todos os isolados desde grupo

formaram peritécios.
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Sem

esporulagﬁo

Oblongo

FIGURA 5. Coloracgéo das colbnias (anverso e verso) e formatos de conidios de grupos
de Colletotrichum spp. isolados de videiras (Vitis labrusca) com sintomas de antracnose
provenientes dos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Dourados-MS,
UFGD, 2022. (...continua...)
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FIGURA'5, Cont.

Clavado/ oblongo

Formagao de pcritécios

Oblongo

Oblongo / cilindrico

FIGURA 5.Coloracéo das col6nias (anverso e verso) e formatos de conidios de grupos de
Colletotrichum spp. isolados de videiras (Vitis labrusca) com sintomas de antracnose
provenientes dos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Dourados-MS,
UFGD, 2022.
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Oblongo /cilindrico

Formacao de peritécios

Elipsoide

Elipsoide

Cilindrico/ oblongo

Formagio de peritécios

FIGURA 6. Coloracéo das col6nias (anverso e verso) e formatos de conidios de grupos
de Colletotrichum spp. isolados de videiras (Vitis labrusca) com sintomas de antracnose
provenientes do estado do Mato Grosso do Sul. Dourados-MS, UFGD, 2022.
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No geral, para os isolados do Mato Grosso do Sul, também predominou o laranja
para a cor da massa de conidios e o padréo de esporulacdo foi muito e distribuido. Em
relacdo a aparéncia e ao tipo de margem, 70% dos isolados apresentaram aparéncia lisa e
margem regular. O micélio cotonoso prevaleceu entre os isolados, correspondendo a 90%.
Houve variagdo na presenca de peritécios e somente um isolado ndo formou halos
(MS2F3R2). Dois isolados formaram setores, sendo eles, 0 MS3F2R3 e 0 MS4F4R2.

As caracteristicas detectadas neste trabalho corroboram aos observados por Bonett
et al. (2010), que verificaram variabilidade na coloracdo em col6nias de Colletotrichum
spp. obtidos a partir de frutos e hortaligas. De acordo com os autores, a coloragdo das
coldnias fangicas variou entre branco, salmao e tons de cinza. Tozze Janior et al. (2015),
na caracterizacgdo e identificacao de isolados de Colletotrichum spp. de frutiferas, também
relatam que os micélios foram predominantemente de coloragédo cinza claro no anverso e
no verso das coldnias prevaleceu o castanho, porém, alguns isolados produziram colénias
de coloracdo salméo e também cinza. Para massa conidial predominou a cor laranja.

Resultados similares foram encontrados por Silva et al. (2018) no estudo da
diversidade morfoldgica de isolados de Colletotrichum spp. associados a antracnose da
pimenta-de-cheiro (Capsicum chinense Jacg.). Segundo os autores, para 87,5% dos
isolados avaliados, a cor do micélio foi cinza com o reverso variando entre branco, cinza,
cinza escuro, marrom escuro e laranja, os demais isolados produziram coldnias com
micélio branco e reverso variando entre branco e laranja.

Segundo Marin-Felix et al. (2017), as caracteristicas culturais das coldnias de
Colletotrichum spp. desenvolvidas em meio BDA sdo de aparéncia plana (lisas), com
margem regular a irregular e coloragdo cinza escuro no centro. O micélio aéreo, quando
presente, é de cor branca ou verde oliva. O verso da col6nia inicialmente € branco e ao
longo do seu crescimento varia para outras coloracdes como cinza, verde oliva ou cinza
escuro, anéis concéntricos (halos) também podem ser observados.

Bailey e Jeger (1992) explicam que essas variacdes apresentadas pelas colonias
do patégeno podem ser atribuidas ao gendtipo de cada isolado, cuja expressdo fenotipica
estd associada ao ambiente de cultivo, assim como a biossintese de metabdlitos
secundarios. Para Lopes (2013), as variacdes na topografia e coloracdo das colonias, se
deve ao fato do género Colletotrichum spp. apresentar grande diversidade para estas
caracteristicas, porém, a identificagdo dessas variaveis é importante como parte de um
conjunto de dados morfolégicos que auxiliardo na identificacdo do patogeno a nivel de

especie.
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No presente trabalho, a presenca de distintos morfotipos de colonias, provenientes
das diferentes regifes geogréficas, indica a possibilidade de que os isolados pertengam a
diferentes espécies. De acordo com Sutton (1992), em meio de cultura, Colletotrichum
gloeosporioides forma col6nias variaveis, de coloracdo branco gelo a cinza escuro, com
quantidade varidvel de micélio aéreo. E variavel também a producio de estruturas
reprodutivas em meio de cultura. Outro complexo importante e com caracteristicas
culturais semelhantes as encontradas neste estudo € o Colletotrichum acutatum, o qual
apresenta col6nias inicialmente brancas e depois ficam cobertas por uma massa de
conidios salmé&o a laranja (DAMM et al., 2012).

Uma espécie que, possivelmente, pode estar presente dentre os isolados avaliados
é Elsinoe ampelina. Li et al. (2021) relatam que as colbnias deste patdgeno, em meio
BDA, apresentam alta variabilidade de cor, incluindo tons de vermelho, amarelo, marrom,
preto, branco, coral e laranja escuro. Segundo Santos et al. (2018), é uma espécie com
grande diversidade de coloracdo das colonias, que pode variar de branco a marrom escuro,
sua textura € rugosa, o micélio aéreo é ralo ou ausente e ndo ha presenca de massas de
esporos, caracteristicas semelhantes ao do isolado RS2B3R1.

Quanto a caracterizacgdo das colonias em relacdo ao diametro final e velocidade
de crescimento, de acordo com os resultados, houve diferencas significativas entre os
isolados provenientes tanto da regido sul como do Mato Grosso do Sul, indicando que a
populacdo de patdgenos avaliada é heterogénea, com grande diversidade quanto aos
locais (regiGes) e parte da planta em que foram identificados. Foi possivel observar que
para as varidveis analisadas, os resultados sdo diferentes mesmo entre isolados,
provenientes de um mesmo Estado ou propriedade.

Para os isolados do Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, 0 DFC médio foi
de 63,65 mm. Os isolados de folha, RS1F1R1, PR1F4, SC2F2R2, RS1F1R2 e de peciolo
SC1P1R1, RS1P3R2 e SC1P4R1, apresentaram 0s maiores valores de DFC (80,00 mm).
Os isolados de bagas tiveram didmetros menores, que variaram de 51,66 a 53,66 mm. O
menor valor de DFC foi verificado no isolado de baga RS2B3R1 (Grupo 6) com 12,50
mm. O IVCM médio diario foi de 4,23 e os maiores valores de velocidade de crescimento
foi observado nos isolados RS1F1R1, PR1F4 e SC1P4R1 (Grupo 1) que variaram de 6,32
a 6,43. Os isolados provenientes de bagas apresentaram as menores velocidades de
crescimento, com variagdes de 3,41 a 3,60. O menor valor de IVCM foi do isolado
RS2B3R1 com 0,50 de IVCM diario (Quadro 7).
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Em relacdo aos resultados para producdo e dimensionamento de conidios dos
isolados da regido Sul, o valor médio encontrado para o comprimento foi de 13,47 um e
para largura 4,24 um (Quadro 8). Foi possivel observar que dentro dos grupos formados,
houve homogeneidade quanto ao formato dos conidios, porém, em relacdo ao
comprimento e largura dos mesmos houve grande variagdo nos valores. Os maiores
valores para comprimento variaram de 14,75 a 17,00 um, correspondendo a formatos
oblongos, cilindricos e clavados. Os formatos fusiformes e elipsoides variaram de 6 a
13,55 um de comprimento. A largura dos conidios variou de 1,49 a 6,24 um. O menor
valor, tanto no comprimento quanto na largura, foi correspondente ao isolado RS2B3R1,
o qual produziu conidios unicelulares, oblongos a ovoides e pequenos (3,21 x 1,49 um),
caracteristicos a Elsinoe ampelina. Em relacéo a forma dos conidios, dentre os isolados
analisados, aproximadamente 43% apresentaram formatos oblongos, 21% fusiformes, 9%
elipsoides, 3% cilindricos, 15% apresentaram variacdes entre as formas e 9% néo

produziu esporos (Figura 5).

FIGURA 7. Diferentes formas de conidios observados nos isolados de videiras (Vitis
labrusca) com sintomas de antracnose, provenientes dos Estados do Parand, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul: (A) oblongos, reto, com apices
arredondados; (B) cilindrico, retos, apices arredondados; (C) fusiforme, reto, com apices
afinados; (D) elipsoide, extremidades estreitas; (E) clavado, reto, uma extremidade
arredondada e outra afinada. Dourados-MS, UFGD, 2022.
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QUADRO 7. Diametro final da colonia (DFC) e indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) de isolados de videiras (Vitis labrusca) provenientes dos Estados do
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul com sintomas de antracnose. Dourados-MS,
UFGD, 2022.

Grupo Isolado DFC (mm) IVCM
1 RS1F1R1 80,00 a* 6,43 a
1 PR1F4 80,00 a 6,54 a
1 SC1P4R1 80,00 a 6,32 a
2 RS1F5R1 75,00 b 4,76 ¢
2 RS1F1R2 80,00 a 5,09b
2 RS1P3R2 80,00 a 5,06 b
2 RS1P2R2 71,33 ¢ 4,63 ¢
2 SC1P2R2 67,00 d 4,34 d
2 SC1P2R1 69,00 c 4,48 ¢
2 SC1P5R4 69,83 C 4,58 ¢
2 SC2P1R4 62,00 e 4,08 d
3 SC2F2R2 80,00 a 530D
3 SC2F2R1 65,33 d 4,19d
3 SC1P4R5 63,16 e 4,12 d
3 SC1P1R1 80,00 a 4,70 ¢
4 SC1F1R3 65,00 d 4,20 d
5 RS3F2 58,66 f 3,84¢e
5 SC1F1R4 58,16 f 3,78 e
6 RS2B3R1 12,50 i 0,50¢g
7 SC1F3R2 56,66 ¢ 3,73 e
7 SC2F3R2 62,50 e 4,01d
7 SC2F3R1 62,50 e 4,09d
7 SC1P4R3 67,33 d 4,43 ¢
7 SC2P1R3 61,16 e 3,98d
7 PR1P1 56,16 ¢ 3,67¢€
7 SC1P4R2 66,00 d 4,29 d
8 RS2B1R1 53,50 h 3,46 f
8 RS1B2R2 51,83 h 341f
8 RS1B3R2 53,50 h 3,49 f
8 RS1B1 55,16 ¢ 3,60 f
8 RS2B1R2 51,83 h 3,45 f
8 RS1B3R1 53,66 h 3,57 f
8 RS1B2R1 51,66 h 347 f

Media Geral 63,65 4,23
CV % 3,57 3,80

* As médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-
Knott a 5%.
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QUADRO 8. Caracteristicas morfoldgicas dos conidios produzidos pelos isolados de
videiras (Vitis labrusca) com sintomas de antracnose e provenientes dos Estados do
Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Conidios
Grupo Isolado Formato Comprimento Largura (um)
(pm)*
1 RS1F1R1 Sem esporulacao - -
1 PR1F4 Sem esporulagdo - -
1 SC1P4R1 Sem esporulacao - -
2 RS1F5R1 Oblongo 16,54 a 4,86 b
2 RS1F1R2 Oblongo 15,77 a 4,12 c
2 RS1P3R2 Oblongo 16,56 a 5,09 b
2 RS1P2R2 Oblongo 16,90 a 4,57 b
2 SC1P2R2 Oblongo 1584 a 3,92¢
2 SC1P2R1 Oblongo 16,60 a 592a
2 SC1P5R4 Oblongo 16,02 a 515b
2 SC2P1R4 Oblongo 15,71a 5,52 a
3 SC2F2R2 Elipsoide 8,16 d 3,16 ¢
3 SC2F2R1 Elipsoide 6,09 e 2,24d
3 SC1P4R5 Cilindrico 15,29 a 4,08 c
3 SC1P1R1 Elipsoide 6,00 e 2,44 d
4 SC1F1R3 Oblongo/elipsoide 7,43 d 3,25¢
5 RS3F2 Clavado/Oblongo 1551 a 6,24 a
5 SC1F1R4 Clavado/Oblongo 13,71 b 509b
6 RS2B3R1 Oblongo 321 f 1,49 d
7 SC1F3R2 Oblongo 15,39 a 4,18 c
7 SC2F3R2 Oblongo 17,00 a 4,44 b
7 SC2F3R1 Oblongo/cilindrico 14,75 a 4,18 c
7 SC1P4R3 Oblongo/cilindrico 16,31a 481D
7 SC2P1R3 Oblongo 15,24 a 515b
7 PR1P1 Oblongo 16,57 a 5,10b
7 SC1P4R2 Oblongo 15,60 a 498D
8 RS2B1R1 Fusiforme 13,55 b 3,80c
8 RS1B2R2 Fusiforme 12,77 b 3,79¢c
8 RS1B3R2 Fusiforme 10,53 ¢ 3,36 ¢
8 RS1B1 Fusiforme 12,47 b 3,76 c
8 RS2B1R2 Fusiforme 13,42 b 4,17 c
8 RS1B3R1 Fusiforme 12,48 b 3,66 C
8 RS1B2R1 Fusiforme 12,77 b 459 b
Média Geral 13,47 4,24
CV % 10,55 13,35

As médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a
5%; *Média das dimensdes de 60 conidios.
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As colbdnias provenientes dos isolados do Mato Grosso do Sul também foram
caracterizadas em relagdo ao didmetro final, velocidade de crescimento e a morfologia e
dimensionamento dos conidios. Os resultados demonstraram que houve diferencas
significativas entre os isolados para todas as caracteristicas avaliadas. Os resultados para
DFC e IVCM foram mais homogéneos (Quadro 9). O DFC médio foi de 70,80 mm, o
isolado MS2F3R2 apresentou o0 menor diametro de col6nia (35,16 mm), e,
consequentemente, o menor indice de crescimento diario (1,62), diferindo
estatisticamente dos demais. O maior valor de velocidade de crescimento foi do isolado
MS3F1R2, com 4,77 de IVCM.

QUADRO 9. Diametro final da colonia (DFC) e indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) de isolados de videiras (Vitis labrusca) provenientes do Estado do Mato
Grosso do Sul. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Grupo Isolado DFC (mm) IVCM
1 MS4F5R2 65,33 a 3,29b
1 MS2F1R3 77,96 a 3,44 b
2 MS1F1R4 65,16 a 2,90 b
2 MS4F5R1 78,53 a 3,51b
2 MS2F3R1 79,26 a 3,51b
3 MS3F1R2 80,00 a 4,77 a
3 MS2F3R2 35,16 b 1,62c¢
4 MS4F1R3 78,43 a 3,29b
4 MS3F2R3 71,66 a 3,24b
4 MS4F4R2 76,46 a 3,40b

Média Geral 70,80 3,30
CV % 11,86 6,33

* As médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Scott-Knott a 5%.

Em relacdo aos resultados para producdo e dimensionamento de conidios, os 10
isolados do Mato Grosso do Sul apresentaram conidios compativeis com o0 género
Colletotrichum spp. (Quadro 10). O valor médio encontrado para comprimento de
conidios foi de 9,52 um e para largura 3,10 um. Os maiores valores para comprimento
variaram de 17,18 a 14,38 um, correspondendo a formatos oblongos e cilindricos. Os
menores valores variaram de 3,39 a 0,81 um com formatos elipsoides. O grupo 1 e 4
apresentaram os maiores conidios, predominando os formatos oblongos e cilindricos. Os

grupos 2 e 3 formaram conidios elipsoides com menores tamanhos de largura e
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comprimento. O menor valor foi correspondente ao isolado MS1F1R4, o qual produziu

conidios oblongos e pequenos (0,81 pm).

QUADRO 10. Caracteristicas morfoldgicas dos conidios produzidos pelos isolados de
videiras (Vitis labrusca) com sintomas de antracnose e provenientes do Estado do Mato
Grosso do Sul. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Conidios
Grupo Isolado Formato Comprimento (um) Largura(um)

1 MS4F5R2 Oblongo 14,38 a* 4,45 a
1 MS2F1R3  Cilindrico/oblongo 16,93 a 4,66 a
2 MS1F1R4 Elipsoide 0,81c 0,51b
2 MS4F5R1 Elipsoide 2,22 ¢ 1,26 b
2 MS2F3R1 Elipsoide 3,39¢ 1,76 b
3 MS3F1R2 Elipsoide 6,45 b 2,85b
3 MS2F3R2 Elipsoide 2,43 ¢ 1,23 b
4 MS4F1R3  Cilindrico/oblongo 17,18 a 4,96 a
4 MS3F2R3  Cilindrico/oblongo 15,51 a 4,72 a
4 MS4F4R2  Cilindrico/oblongo 15,93 a 4,59 a
Média Geral 9,52 3,10

CV % 20,47 28,28

*As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste Scott-Knott a 5%;
** Média das dimensdes de 60 conidios.

Foi observado que um isolado produziu conidio com aspecto semelhante ao do
fungo Elsinoe ampelina e os demais isolados produziram conidios caracteristicos do
género Colletotrichum spp. De acordo com Marin-Felix et al. (2017) os conidios
produzidos pelo género Colletotrichum spp. sdo hialinos, de parede lisa, asseptados, com
formatos variados, podendo ser cilindricos, clavados, fusiformes, elipsoidais, ovoides,
retos ou curvos, com apices arredondados ou afinados. Tozze Junior et al. (2015)
explicam que essa variabilidade na morfometria de conidios é bem documentada, sendo
um mesmo isolado capaz de apresentar tipos morfol6gicos distintos, o que dificulta a
delimitacdo precisa entre espécies.

Segundo Weir et al. (2012), dentro de um complexo de uma espécie, as dimensdes
dos conidios sdo razoavelmente proximos entre os isolados, independentemente da
origem geografica ou do hospedeiro. As diferencas sdo geralmente pequenas e as faixas
de tamanho geralmente se sobrepdem. Como é o caso do complexo de espécies de
Colletotrichum gloeosporioides, onde ha variacdo no comprimento e largura dos conidios

produzidos pelas espécies pertencentes ao clado. O comprimento médio ¢ de 16,74 um e
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largura 5,1 um em todo o complexo de espécies. Outra questdo ¢ em relacdo a aparéncia
macroscopica das culturas, que muitas vezes sdo altamente divergentes dentro de uma
especie (por exemplo, C. fructicola e C. theobromicola). Em Colletotrichum
gloeosporioides o tamanho médio da cultura é de 61,56 mm, porém, algumas culturas
apresentam crescimento rapido e atingem todo o didmetro da placa. Para C. acutatum a
caracteristica morfologica mais conhecida é a forma de seus conidios, que possuem
extremidades finas. No entanto, outras formas, como a cilindrica ou com apenas uma
extremidade fina, sdo frequentemente encontradas. Os conidios dessa espécie sdo
hialinos, de parede lisa, asseptados, fusiformes a cilindricos, com &pices e bases afinadas,
com tamanhos que variam de 12 a 16,5 um de comprimento e 3,5 a 4,5 um de largura
(DAMM et al., 2012). No presente estudo, foram encontrados esses padrdes de formatos,
sugerindo, portanto, que alguns isolados podem pertencer aos complexos de
Colletotrichum gloeosporioides e C. acutatum.

Dowling et al. (2020) relatam que os complexos de C. gloeosporioides sdo mais
adaptados a infectar tecidos vegetativos (folhas, caules, galhos, peciolos), contrastando,
por exemplo, com o complexo C. acutatum, que € mais adaptado a infeccédo de frutos.
Também relatam que algumas espécies de Colletotrichum spp., principalmente as
pertencentes ao complexo C. gloeosporioides podem formar peritécios no tecido do
hospedeiro. Desta forma, com base nos dados encontrados na literatura e de acordo com
os resultados obtidos para caracterizacdo cultural e morfologica, pode-se propor que 0s
isolados dos grupos 2, 5 e 7 da regido Sul, assim como, os isolados dos grupos 1 e 4 do
Estado do Mato Grosso do Sul, séo pertencentes ao complexo de C. gloesporioides. Os
grupos 3, 4 e 8 da regido Sul e os grupos 2 e 3 do Estado do Mato Grosso do Sul,
compreendem isolados do complexo C. acutatum.

Os resultados também sdo semelhantes para IVCM e DFC, em trabalho realizado
por Piva (2017), na caracterizacdo cultural e morfoldgica de isolados de Colletotrichum
spp., a média para o0 DFC dos isolados de C. acutatum foi de 54,9 mm e para C.
gloeosporioides, e a maioria dos isolados apresentou crescimento maximo de 80 mm. O
comprimento medio dos conidios dos isolados de C. acutatum foi 12,2 um, enquanto que
a largura foi 4,9 pm, e o IVCM médio foi de 1,78 mm/dia. Para C. gloeosporioides, o
IVCM médio foi de 2,6 mm por dia e os valores médios encontrados para comprimento
e largura de conidios foi 14,5 um e 5,3 um, respectivamente.

O isolado RS2B3R1 obtido a partir de bagas do Rio Grande do Sul, apresentou

conidios com caracteristicas semelhantes aos do fungo Elsinoe ampelina, patdgeno
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considerado como causador da antracnose da videira. Santos et al. (2018) caracterizaram
isolados de E. ampelina oriundos do Brasil e da Australia e verificaram caracteristicas
similares as encontradas neste estudo. Os autores relatam que as col6nias desenvolveram-
se lentamente e os isolados produziram conidios de dimens6es que variaram em 3,50 a
7,01 de comprimento por 1,79 a 3,42 um de largura. Thind (2015) relata que na fase
assexuada E. ampelina produz conidios pequenos, hialinos e com paredes mucilaginosas,
medindo 3 a 7 um de comprimento e 2 a 4 um de largura.

As caracteristicas culturais encontradas nos 43 isolados mostram-se compativeis
com padrdes estabelecidos pela literatura para os complexos de C. gloeosporioides, C.
acutatum e Elsinoe ampelina. Além disso, foi observado que houve diferengas nas
caracteristicas entre isolados de um mesmo local de coleta, como por exemplo os isolados
de folhas MS2F1R3 e 0 MS2F3R2, coletados em Itapord-MS na mesma propriedade. Para
esses isolados, todas as caracteristicas avaliadas apresentaram diferencas nos resultados,
indicando que é possivel a ocorréncia de duas ou mais espécies parasitando um mesmo
hospedeiro. Peres et al. (2003) explicam que a variabilidade dos isolados pode ser
influenciada por algum fator intrinseco ao patdgeno, genotipo do hospedeiro ou interacao
entre esses fatores.

Para Tozze Janior et al. (2015), a ocorréncia de duas ou mais espécies parasitando
um mesmo hospedeiro dificulta o controle da antracnose, devido ao comportamento
diferenciado entre espécies. Os estudos de caracterizacdo, baseado em caracteres
morfolégicos e moleculares sdo fundamentais para conhecer a amplitude da variabilidade
existente entre isolados de um determinado patgeno. Essas informacGes sdo essenciais
para entender a relacdo patdégeno-hospedeiro, realizar a correta diagnose da doenca e

desenvolver estratégias de manejo eficazes no controle.

4.3 Teste de patogenicidade em folhas e bagas

No teste de patogenicidade em folhas, foram utilizados 20 isolados obtidos de
tecidos sintomaticos a partir de folhas, peciolos e bagas. Destes, 1 proveniente do estado
do Parang, 11 de Santa Catarina, 7 do Rio Grande do Sul e 1 do Mato Grosso do Sul.
Para os isolados obtidos a partir de bagas, a patogenicidade também foi testada nos frutos,
5 isolados foram utilizados, todos procedentes do estado do Rio Grande do Sul.

Todos os isolados que foram inoculados nas folhas e nas bagas de uvas

mostraram-se patogénicos, causando sintomas. O inicio do aparecimento de sintomas nas
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folhas ocorreu trés dias apds a inoculagdo e os sintomas nas bagas foram visiveis apos
seis dias.

No inicio das avaliagdes, as lesbes nas folhas se caracterizaram por pequenas
manchas circulares castanho escuras no limbo foliar. Posteriormente, foram surgindo
manchas negras que aumentaram e coalesceram, cobrindo parte da lamina foliar,
principalmente ao longo das nervuras (Figura 6). Em algumas lesdes foi possivel observar
a formacdo de acérvulos (Figura 7). Nas folhas do tratamento controle ndo foram

observados sintomas de doencas.

FIGURA 8. Sintomas em folhas de videira da cultivar Nidgara rosada, inoculadas com o
isolado RS1F1R2 aos 3 (A) e 12 (B) dias apds a inoculagdo. Dourados-MS, UFGD, 2022.

FIGURA 9. Sintomas em folha de videira da cultivar Niagara rosada, com formacéao de
acérvulos, 15 dias ap6s a inoculacdo com o isolado o0 RS1F5R1. Dourados-MS, UFGD,
2022,

A severidade, expressa pela area foliar lesionada, nas folhas inoculadas nédo

difeririu entre os isolados (Quadro 11). A severidade minima foi de 4,95% e a méaxima
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de 17,87%, com média de 9,87%. De acordo com Santos et al. (2018), a antracnose da
videira raramente atinge altos niveis de severidade nas folhas e, na inoculacéo artificial,
a severidade da doenca foliar pode chegar a 14%. No entanto, em condi¢Ges de campo,
esse valor € frequentemente menor. Para Santos e Spoésito (2018), nos vinhedos
brasileiros, a maior frequéncia de valores de severidade fica entre 1,1 a 15,6%. Dos Santos
etal. (2020) explicam que tal fato se deve aos sintomas tipicos da antracnose, que ocorrem
principalmente nas nervuras foliares e causam deformacédo da lamina foliar. Embora a
infeccdo ocorra principalmente nas nervuras e areas adjacentes, o que resulta no baixo
percentual de area foliar colonizada, os sintomas causam sérios danos a planta, pois a
colonizagdo do patdgeno afeta o fluxo de &gua, a reducdo da taxa fotossintética e,

eventualmente, a morte da folha.

QUADRO 11. Severidade (%) e area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD)
em folhas destacadas da cultivar Nidgara Rosada, inoculados com diferentes isolados.
Dourados-MS, UFGD, 2022.

Isolado Severidade (%) AACPD
Testemunha 0,00 a 0,00 b
RS1F5R1 9,95a 62,70 a
SC2F2R2 12,10 a 49,95 b
SC1F3R2 13,10 a 49,46 b
RS1F1R2 1490 a 69,00 a
SC2F3R2 14,90 a 85,53 a
SC2F3R1 495 a 25,12 b
SCI1F1R4 10,27 a 41,40 b
SC1P4R5 6,32 a 38,47 Db
SC1P1R1 11,95a 55,01 a
SC1P4R3 6,57 a 27,75 b
RS1P2R2 530a 39,75 Db
PR1P1 17,87 a 93,48 a
SC1P4R2 6,57 a 65,28 a
SC1P5R4 8,57 a 69,11 a
SC2P1R4 15,72 a 95,36 a
RS1B2R2 10,12 a 10,12 b
RS1B3R2 530a 36,03 b
RS1B1 11,95a 46,72 b
RS1B2R1 13,10 a 66,03 a
MS3F2R3 7,12 a 34,95b
Média Geral 9,87 50,53
CV % 73,98 70

*As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo
teste Scott-Knott a 5%.
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Os isolados RS1F5R1, RS1F1R2, SC2F3R2, SC1P1R1, PR1P1, SC1P4R2,
SC1P5R4, SC2P1R4 e RS1B2R1 foram 0s que apresentaram o0s maiores valores de
AACPD, variando de 55,01 a 95,36, portanto, considerados mais agressivos (Quadro 9).

N&o houve relacdo de caracterizagdo morfologica, local de origem e 6rgdo de
isolamento entre 0s grupos quanto a agressividade.

Nas bagas os sintomas foram caracteristicos a podriddo da uva madura. As lesdes
apareceram inicialmente arredondadas, necréticas, de coloracdo castanho-escura e
circundadas por um halo castanho claro. Posteriormente, as mesmas coalesceram,
formando exsudatos de cor laranja, caracterizando a massa conidial do fungo. Em
algumas bagas foi possivel verificar a formacéo de micélio cotonoso com rachaduras no
pericarpo. A evolucao da doenca culminou no apodrecimento de algumas bagas (Figura
8).

FIGURA 10. Sintomas em bagas da cultivar Niagara rosada, com 6 (A) e 9 (B) dias ap6s
a inoculacdo. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Segundo Whitelaw-Weckert et al. (2007), a podriddo da uva madura atinge
diretamente as bagas, que sdo suscetiveis ao patdgeno em todos os estadios de
desenvolvimento, porém o0s sintomas aparecem somente com o amadurecimento dos
frutos. Garrido e Gava (2014) explicam que os sintomas mais evidentes da podriddo da
uva madura sdo observados nos cachos na fase de maturacdo ou em uvas colhidas. Nas
bagas surgem manchas circulares, marrom-avermelhadas, que posteriormente, atingem

todo o fruto, escurecendo-o. Em condicdes favoraveis, como alta umidade, aparecem



52

estruturas reprodutivas do fungo, os acérvulos, na forma de pontuagdes cinza-escuras
concéntricas, das quais exsuda uma massa résea ou salméo, que s&o os conidios do fungo.
Com a evolucéo da doenca ocorreu 0 murchamento das bagas.

Para os valores de didmetro da lesdo e area lesionada, houve diferenca
significativa entre os isolados. O isolado RS1B2R1 ocasionou a maior leséo, e,
consequentemente, a maior area lesionada, diferindo estatisticamente da testemunha e dos
demais (Quadro 12).

QUADRO 12. Diametro da lesdo e area lesionada em bagas da cultivar Niagara Rosada
inoculadas com isolados de Colletotrichum spp. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Isolado Diametro da les&o Area lesionada
Testemunha 0,00d 0,00d
RS2B3R2 8,86 ¢C 126,81 ¢
RS1B2R2 7,18 c¢c 88,18 ¢
RS1B3R2 11,86 b 169,93 b
RS1B1d 891c 111,63 ¢
RS1B2R1 15,77 a 234,04 a
Meédia Geral 8,76 121,76
CV% 21,86 31,56

*As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste Scott-Knott a 5%;

4.4 Atividade antifungica de 6leos essenciais e compostos majoritarios sobre os isolados
de Colletotrichum spp.

Em todos os ensaios in vitro foram utilizados 16 isolados, selecionados com base

na viabilidade dos mesmos.

4.4.1 Avaliacdo da eficacia de 6leos essenciais de cravo e canela no controle in vitro de

Colletotrichum spp.

Na avaliacdo da atividade antifingica dos 6leos essenciais de cravo e canela, de
acordo com a analise de variancia, para a velocidade de crescimento micelial e
porcentagem de inibicdo do patogeno, houve interacéo significativa entre os isolados, 0s
0Oleos essenciais e as concentracdes testadas (Quadro 13 e Quadro 14).

As concentragfes crescentes dos 6leos essenciais de cravo e canela afetaram

negativamente o desenvolvimento dos isolados de Colletotrichum spp. Na velocidade do
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crescimento micelial, verificou-se que, para ambos os 6leos essenciais, nas concentragdes
de 250 e 500 ppm, o desenvolvimento do patdgeno foi menor ou totalmente inibido,
diferindo estatisticamente da testemunha e da concentracdo de 100 ppm. As testemunhas
apresentaram I\VCM médio de 4,38 e a medida que as concentracfes dos 6leos essenciais
aumentaram, a velocidade de desenvolvimento dos isolados diminuiu. Para o 6leo de
cravo, quando comparado com a testemunha, em média, as concentracdes de 100, 250 e
500 ppm reduziram o IVCM em 26%, 78% e 98%, respectivamente. J& o 6leo de canela,
na menor concentracdo (100 ppm), em média, proporcionou reducdo de 7,5% no indice
de crescimento dos isolados, seguido da concentracdo de 250 ppm com 66% de inibigéo
e a de 500 ppm com 98%.

O grau de sensibilidade dos isolados foi diferente frente as concentracfes e aos
tipos de 6leos essenciais testados, porém, a maior parte dos isolados mostraram-se mais
sensiveis ao Oleo essencial de cravo, o qual produziu atividade fungistética, afetando
significativamente a velocidade de crescimento do patdgeno, principalmente na maior
concentracdo (500 ppm).

Para alguns isolados ndo houve diferenca significativa no indice de velocidade de
crescimento quando submetidos ao 6leo essencial de cravo ou de canela. Como ocorreu
com os isolados de folha SC2F2R2 e de baga RS1B3R2, que ndo apresentaram diferenca
significativa no valor de IVCM em todas as concentracdes avaliadas. Os isolados RS1B1
e RS1B2R1 foram mais sensiveis ao 0leo de canela na concentracdo de 250 ppm, com
total inibicdo do desenvolvimento flngico, do que quando submetidos ao dleo de cravo,
com valores de IVCM de 1,60 e 1,69. O isolado SC1P5R4, na concentragdo de 500 ppm,
também apresentou maior sensibilidade ao éleo de canela comparado ao 6leo de cravo.
Entretanto, os isolados PR1P1 e RS1B2R2, em contato com o 0Oleo de canela na
concentracdo de 100 ppm, apresentaram velocidades de crescimento superiores a
testemunha. Porém, nas concentracdes de 250 e 500 ppm, o desenvolvimento foi menor
ou nulo, sendo, portanto, a dose de 500 ppm considerada fungistatica.
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QUADRO 13. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de isolados do
fungo Colletotrichum spp. sob influéncia de diferentes concentragdes de 6leos essenciais
de cravo (Eugenia caryophyllus) e canela (Cinnamomum cassia). Dourados-MS, UFGD,
2022.

Oleo essencial de Cravo

Isolado Concentracgéao (ppm)
0 100 250 500

RS1F5R1 4,63 cCa 3,29 bBa 0,00 aAa 0,00 aAa
SC2F2R2 3,52 aBa 3,27 bBa 0,17 aAa 0,33 bAa
SC1F3R2 5,33 eDa 3,32 bCa 2,64 eBa 0,00 aAa
RS1F1R2 5,49 eDa 3,39 bCa 1,07 cBa 0,00 aAa
SC2F3R2 4,92 dDa 2,81 aCa 0,81 bBa 0,00 aAa
SC1F1R4 4,88 dDa 3,59 bCa 1,61 dBa 0,00 aAa
SC1P4R3 4,46 cDa 3,21 bCa 1,07 cBa 0,00 aAa
RS1P2R2 4,94 dCa 3,25 bBa 0,00 aAa 0,00 aAa

PR1P1 4,05 bDa 3,28 bCa 1,23 cBa 0,27 bAa
SC1P4R2 4,54 cCa 3,63 bBa 0,00 aAa 0,00 aAa
SC1P5R4 3,76 bDa 3,11 aCa 1,74 dBa 0,51 bAb
SC2P1R4 4,65 cDa 3,53 bCa 1,47 dBa 0,05 aAa
RS1B2R2 3,21 aBa 2,91 aBa 0,24 aAa 0,33 bAa
RS1B3R2 4,06 bCa 3,35 bBa 0,14 aAa 0,00 aAa

RS1B1 3,58 aDa 3,02 aCa 1,60 dBb 0,00 aAa
RS1B2R1 4,06 bDa 2,93 aCa 1,69 dBb 0,00 aAa

Oleo de Canela
Isolado Concentragéo (ppm)
0 100 250 500

RS1F5R1 4,63 cCa 4,15 cBb 0,09 aAa 0,11 aAa
SC2F2R2 3,52 aBa 3,58 bBa 0,00 aAa 0,00 aAa
SC1F3R2 5,33 eCa 4,94 eChb 3,97 eBb 0,00 aAa
RS1F1R2 5,49 eDa 4,85 eChb 2,70 cBb 0,00 aAa
SC2F3R2 4,92 dDa 3,98 cCb 2,74 cBb 0,00 aAa
SC1F1R4 4,88 dDa 4,47 dCb 3,49 dBb 0,00 aAa
SC1P4R3 4,46 cCa 4,19 cCb 2,77 cBb 0,00 aAa
RS1P2R2 4,94 dCa 4,11 cBb 0,07 aAa 0,00 aAa

PR1P1 4,05 bCa 4,55 dDb 1,99 bBb 0,00 aAa
SC1P4R2 4,54 cBa 4,34 cBb 0,00 aAa 0,00 aAa
SC1P5R4 3,76 bCa 4,11 cCb 2,99 cBb 0,00 aAa
SC2P1R4 4,65 cCa 4,58 dCh 3,28 dBb 0,00 aAa
RS1B2R2 3,21 aBa 3,72 bChb 0,00 aAa 0,00 aAa
RS1B3R2 4,06 bBa 3,73 bBa 0,00 aAa 0,00 aAa

RS1B1 3,58 aCa 2,89 aBa 0,00 aAa 0,00 aAa
RS1B2R1 4,06 bCa 2,61 aBa 0,00 aAa 0,00 aAa

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha, para cada 6leo, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras mindsculas iguais em
itdlico comparam as médias para dleo dentro de cada isolado e concentracéo.
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QUADRO 14. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de isolados do
fungo Colletotrichum spp. sob influéncia de diferentes concentragdes de 6leos essenciais
de cravo (Eugenia caryophyllus) e canela (Cinnamomum cassia). Dourados-MS, UFGD,

2022.

Oleo essencial de cravo

Isolado Concentracao (ppm)
100 250 500

RS1F5R1 28,31 bBa 100 aAa 100 aAa
SC2F2R2 6,87 dBa 96,13 aAa 90,47 bAb
SC1F3R2 37,18 aCa 47,98 fBa 100 aAa
RS1F1R2 38,89 aCa 77,19 bBa 100 aAa
SC2F3R2 41,59 aCa 82,79 bBa 100 aAa
SC1F1R4 25,67 bCa 62,03 dBa 100 aAa
SC1P4R3 25,57 bCa 72,23 cBa 100 aAa
RS1P2R2 33,87 aBa 100 aAa 100 aAa

PR1P1 15,90 cCa 63,12 dBa 94,23 bAb
SC1P4R2 18,74 cBa 100 aAa 100 aAa
SC1P5R4 15,84 cCa 53,60 eBa 88,49 bAa
SC2P1R4 23,89 bCa 64,65 dBa 99,03 aAa
RS1B2R2 12,59 dBa 91,26 aAb 89,16 bAb
RS1B3R2 19,05 cBa 96,62 aAa 100 aAa

RS1B1 15,90 cCa 43,94 fBb 100 aAa
RS1B2R1 29,75 bCa 52,48 eBb 100 aAa

Oleo essencial de canela
Isolado Concentragéo (ppm)
100 250 500

RS1F5R1 10,86 bBb 98,57 aAa 100 aAa
SC2F2R2 -0,76 dBb 100 aAa 100 aAa
SC1F3R2 5,27 cCb 25,02 dBb 100 aAa
RS1F1R2 12,30 bCb 51,02 bBb 100 aAa
SC2F3R2 15,72 bCb 44,81 bBb 100 aAa
SC1F1R4 7,55 cChb 28,16 dBb 100 aAa
SC1P4R3 0,50 dCb 37,59 cBb 100 aAa
RS1P2R2 13,44 bBb 98,44 aAa 100 aAa

PR1P1 -18,44 fCb 51,24 bBb 100 aAa
SC1P4R2 2,23 dBb 100 aAa 100 aAa
SC1P5R4 -11,51 eDb 23,00 dBb 100 aAa
SC2P1R4 1,48 dCb 32,39 cBb 97,57 aAa
RS1B2R2 -7,24 eCh 100 aAa 100 aAa
RS1B3R2 9,09 cBb 100 aAa 100 aAa

RS1B1 13,22 bBa 100 aAa 100 aAa
RS1B2R1 34,18 aBa 100 aAa 100 aAa

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha, para cada 6leo, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras mindsculas iguais em

itdlico comparam as médias para 6leo dentro de cada isolado e concentracao.
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As maiores porcentagens de inibi¢do fungica foram observadas nas concentragdes
de 250 e 500 ppm, tanto para o 6leo de cravo quanto para o de canela, as quais diferiram
significativamente da testemunha e da concentracdo de 100 ppm. Os isolados SC2F2R2,
PR1P1, RS1B2R2, apresentaram maior sensibilidade ao 6leo de canela comparado ao
6leo de cravo na concentracdo de 500 ppm, com inibicdo de 100% do desenvolvimento.

Existe variabilidade na populacdo do fungo quanto a sensibilidade aos 6leos
essenciais, contudo, o 6leo de cravo promoveu 0s maiores valores de porcentagem de
inibicdo. Em média a concentracdo de 100 ppm do dleo de cravo inibiu aproximadamente
24% o crescimento do patdgeno, seguida da concentracdo de 250 ppm com 75% de
inibicdo e o maior valor de PIC foi constatado na concentracdo de 500 ppm (97%). O 6leo
essencial de canela em 100 ppm inibiu em média 5% o desenvolvimento dos isolados. Na
concentracdo de 250 ppm a inibicéo foi de 68% e na de 500 ppm houve 99% de inibicéo
do crescimento micelial, dose que pode ser considerada como fungicida para ambos os
6leos.

Em geral, os valores de porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial obtidos
na concentracdo mais alta promoveram menor variagdo na sensibilidade entre os isolados,
além de atividade antifungica satisfatoria. Os resultados para PIC corroboram com o0s
resultados encontrados para a IVCM, evidenciando que os 6leos estudados apresentam
fungitoxidade principalmente nas concentracdes de 250 e 500 ppm.

O comportamento dos isolados submetidos aos 6leos essenciais de cravo e canela
e suas diferentes concentracdes, evidenciou que ambas as substancias demonstraram agédo
fungistatica e fungicida, com potencialidades distintas entre os isolados de
Colletotrichum spp. Um indicativo para as diferencas na sensibilidade é a provavel
presenca de diferentes espécies de Colletotrichum no grupo dos isolados avaliados. Esses
achados corroboram com Greer et al. (2011), os quais afirmam que as espécies de
Colletotrichum podem apresentar grandes diferencgas na resisténcia a produtos quimicos.
De acordo com os autores, a maioria dos isolados de C. gloeosporioides sdo muito
sensiveis a fungicidas do grupo quimico dos benzimidazois, enquanto que C. acutatum
sdo resistentes aos mesmos. Cao et al. (2017) também verificaram diferencas
significativas na sensibilidade dos isolados de Colletotrichum de Hevea brasiliensis.
Segundo os autores, C. acutatum mostrou-se mais sensivel ao grupo quimico dos triazois
do que C. gloeosporioides. Esses achados evidenciam a importancia de verificar o
predominio geogréafico de uma determinada espécie de Colletotrichum para o uso correto

e eficiente tanto de produtos quimicos como alternativos. Souza et al. (2013) explicam
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que a anélise da estrutura populacional pode fornecer informaces Uteis sobre o potencial
evolutivo de isolados de Colletotrichum, bem como auxiliar no desenvolvimento de
estratégias de controle desse patdgeno, uma vez que 0S mesmos Sao versateis em superar
0s ingredientes ativos e seus mecanismos de acao.

Gao et al. (2020) relatam que a variacao entre isolados da mesma espécie, pode
ser explicada pela diferenca genética encontrada, permitindo que alguns representantes
do grupo aumentem sua resisténcia sendo mais agressivos durante suas a¢des fisioldgicas
e patogénicas.

Neste estudo os Oleos essenciais mostraram-se alternativas promissoras no
controle de fitopatdgenos devido atividade bioldgica fungicida e fungistatica. A atividade
fungicida dos 06leos essenciais pode ocorrer tanto por acdo fungitoxica direta, com efeito
cidal; por acdo fungistatica, inibindo e/ou reduzindo o crescimento micelial e a
germinacdo de esporos; ou pela indugéo da producdo de fitoalexinas e outros compostos
de defesa das plantas, atuando como indutores de resisténcia (OOTANI et al., 2013).

Devido ao grande nimero de constituintes, os 6leos essenciais parecem ndo ter
alvos celulares especificos, portanto, atuam como fungicidas multissitios (MACWAN et
al., 2016). Hyldgaard et al. (2012) explicam que a atividade antimicrobiana pode ser
regulada por mais de um mecanismo de acdo porgque 0os componentes dos 6leos essenciais
podem apresentar distintos alvos celulares. Os diversos constituintes dos 6leos essenciais
apresentam diferentes mecanismos de acdo e podem atingir varios tipos de patégenos,
como bactérias gram-positivas, gram-negativas, leveduras ou fungos, devido a diferenca
na composicdo de suas membranas celulares (RAO et al.,2019). Desta forma, pelo fato
do seu modo de acdo afetar varios alvos ao mesmo tempo, geralmente, nenhuma
resisténcia ou adaptacdo particular aos 6leos essenciais é descrita (BAKKALI et al.,
2008). De acordo D’Agostino et al. (2019) existem poucos dados sobre a resisténcia de
fungos a 6loes essenciais, a maioria dos estudos diz respeito a bactérias patogénicas.

Dada a possivel resisténcia do patdgeno a alguns grupos quimicos de fungicidas,
0s Oleos essenciais e seus componentes podem ser uma alternativa para o manejo de
Colletotrichum spp. em videiras. Embora pouco se saiba sobre os mecanismos de agéo
dos 0Oleos essenciais e seus compostos, ha indicativos de que os efeitos da maioria deles
diferem em seus mecanismos de agdo, evidenciando que os 6leos essenciais podem ser
eficientes na prevencdo do desenvolvimento de populagdes resistentes de patdgenos
(PAVELLA e BENELLLI, 2016).
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Saad et al. (2013) explicam que devido a complexa composi¢do quimica dos 6leos
essenciais, existe a possibilidade de se beneficiar da sinergia entre 0os componentes e seus
diferentes sitios de a¢do no patdgeno. Viegas et al. (2005) verificaram a variabilidade na
populacdo de fungos quanto a sensibilidade a dleos essenciais, corroborando com 0s
achados neste estudo. Os autores avaliaram a toxicidade dos 6leos de casca de canela
(Cinnamomum zeilanicum Breym.) e de bulbilho de alho (Allium sativum L.) contra 37
isolados do grupo Aspergillus flavus. Foi observada resposta diferencial dos isolados
quanto a sensibilidade aos dois 0leos essenciais testados, porém, em geral, os 6leos foram
ativos contra todos os isolados do grupo. Segundo Osorio et al. (2019), fatores individuais
do fungo podem influenciar em sua patogenicidade e resisténcia antimicrobiana, o que
justifica a grande variacdo entre a sensibilidade microbiana mesmo quando comparada
dentro de uma mesma espécie fungica.

Estudos de diferentes isolados patogénicos de um mesmo género sdo escassos na
literatura. Em geral € avaliado o potencial de produtos alternativos com apenas um nico
isolado ou diferentes patdgenos. Essa diferenca na sensibilidade pode explicar o porqué
uma determinada concentracdo de 6leo essencial inibe um patégeno e uma dose similar
ndo causa 0 mesmo efeito em outro organismo.

Ramos et al. (2016) avaliaram a atividade antifngica de treze 6leos essenciais e
vegetais no controle in vitro de C. gloeosporioides. O fungo mostrou-se sensivel aos 6leos
essenciais e vegetais, sendo os 6leos de cravo e canela fungicidas na concentracdo minima
de 6,25% (62.500 ppm). Zacaroni et al. (2009) explicam que a atividade antifingica de
um mesmo Oleo essencial pode ser observada em diversas populacdes de patdgenos,
variando as concentracdes que devem ser utilizadas para provocar a inibi¢do dos mesmos.
Neste estudo, a acdo fungistatica e fungicida foi verificada nas concentracdes de 250 e
500 ppm (0,025 e 0,05%). Os 6leos essenciais tém diferentes valores comerciais e,
dependendo de sua atividade, sdo necessarios diferentes volumes para atingir o controle
efetivo do fungo. Segundo Marinelli et al. (2012), a viabilidade de uso de um dleo
essencial como biofungicida deve considerar o volume utilizado devido ao alto custo.
Entretanto, sdo necessarios experimentos para verificar a possivel fitotoxicidade em
condic@es de campo.

Os resultados demonstraram que os dois 6leos apresentam atividade antifingica.
Tanto o 6leo de cravo quanto o de canela foram eficazes na inibi¢do do desenvolvimento
dos isolados de Colletotrichum spp. na concentracdo de 500 ppm. A atividade

antimicrobiana dos 0leos essenciais é afetada por sua composicéo e o efeito fungicida
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pode ser atribuido aos compostos majoritarios presentes, como o eugenol e cinamaldeido,
que sdo os principais componentes desses 6leos.

4.4.2 Avaliagdo da eficicia do 6leo essencial de eucalipto no controle in vitro de
Colletotrichum spp.

O efeito inibitorio do dleo essencial de eucalipto no desenvolvimento do patégeno
foi diferente entre os isolados de Colletotrichum spp. e de acordo com as concentracfes
testadas (Quadro 15). O 6leo apresentou maior efeito fungistatico na concentracdo de 2%
com menor média de velocidade de crescimento micelial (0,75). Os isolados SC2F2R2,
SC1F3R2, RS1F1R2 e SC2P1R4 néo diferiram estatisticamente nos valores de IVCM
nas concentragdes de 1 e 2%. O dleo essencial de eucalipto ndo interferiu na velocidade
de desenvolvimento do isolado RS1B3R2, porém no isolado SC1P4R3 o crescimento do

patdgeno apresentou maior valor de IVCM (3,29) na concentracdo de 2%.

QUADRO 15. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de isolados do
fungo Colletotrichum spp. sob influéncia de diferentes concentraces do 6leo essencial
de eucalipto (Eucalyptus globulus). Dourados-MS, UFGD, 2022.

Oleo essencial de Eucalipto

Isolado Concentracéao (%)
0 1 2

RS1F5R1 5,23dC 1,64 bB 0,00 aA
SC2F2R2 3,87 bB 0,39 aA 0,08 aA
SC1F3R2 5,33dB 1,19 bA 0,53 aA
RS1F1R2 5,49 dB 0,49 aA 0,00 aA
SC2F3R2 4,92 dC 2,58 cB 151 cA
SC1F1R4 4,88 dC 2,10 cB 0,37 aA
SC1P4R3 4,37 cC 0,80 aA 3,29¢eB
RS1P2R2 5,05dC 1,06 bB 0,00 aA

PR1P1 4,05 cC 2,90 dB 2,02 dA
SC1P4R2 4,57 cC 3,29 dB 0,13 aA
SC1P5R4 4,38 cC 3,18dB 0,36 aA
SC2P1R4 4,61 cB 1,67 bA 1,13 bA
RS1B2R2 3,10 aB 2,58 cB 0,19 aA
RS1B3R2 3,02 aA 2,45 cA 2,37 dA

RS1B1 2,91 aB 2,50 cB 0,00 aA
RS1B2R1 2,78 aB 2,43 cB 0,00 aA

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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O oleo essencial de eucalipto também foi eficaz na inibicdo do crescimento
micelial dos isolados de Colletotrichum spp. (Quadro 16). Em média, a inibicdo foi de
aproximadamente 46% e 80% para as concentracdes de 1% e 2%, respectivamente. O
isolado RS1F1R2 apresentou maior sensibilidade ao 6leo essencial de eucalipto, ndo
diferindo estatisticamente no valor de PIC quando submetido nas duas concentragoes.
Como foi observado para o IVCM, o desenvolvimento do isolado RS1B3R2, foi pouco
sensivel ao oOleo essencial e 0 SC1P4R3 obteve o menor valor de PIC. Nos isolados
RS1F5R1, RS1F1R2, RS1P2R2 e RS1B2R1 o dleo na concentracdo de 2% apresentou
atividade fungicida inibindo em 100% o desenvolvimento do patégeno.

QUADRO 16. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de isolados do
fungo Colletotrichum spp. sob influéncia de diferentes concentragdes do 6leo essencial
de eucalipto (Eucalyptus globulus). Dourados-MS, UFGD, 2022.

Oleo essencial de Eucalipto

Isolado Concentracéo (%)
1 2

RS1F5R1 51,19 dB 100 aA
SC2F2R2 86,31 aB 97,66 aA
SC1F3R2 76,52 bB 89,64 aA
RS1F1R2 91,28 aA 100 aA
SC2F3R2 44,29 dB 65,33 bA
SC1F1R4 50,68 dB 92,74 aA
SC1P4R3 81,62 aA 22,64 dB
RS1P2R2 72,31 bB 100 aA

PR1P1 22,94 eB 42,26 cA
SC1P4R2 6,71 fB 96,43 aA
SC1P5R4 26,43 eB 92,70 aA
SC2P1R4 62,13 cB 76,44 bA
RS1B2R2 13,80f B 94,71 aA
RS1B3R2 17,23 fA 20,25 dA

RS1B1 13,24 B 98,91 aA
RS1B2R1 11,55 fB 100 aA

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes de agdo fungicida foram encontrados por Pedrotti et al.
(2019), na avaliagdo do efeito dos 6leos essenciais de folhas de duas espécies de
Eucalyptus (E. staigeriana e E. globulus) sobre o crescimento micelial de Botrytis cinerea
e C. acutatum. Os compostos majoritarios do 6leo essencial de E. staigeriana foram o
citral (30,91%), o 1,8-cineol (24,59%) e limoneno (19,47%). No E. globulus o 1,8-cineol
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representou 68,26%, o a-pineno, 16,24%, e a-terpineol, 6,36%. O dleo essencial de E.
globulus foi capaz de inibir completamente o crescimento micelial de B. cinerea na
concentragdo de 3 pL/mL. Entretanto, para inibir completamente o crescimento de C.
acutatum, foi necessaria uma concentragao de 6 pL/mL. Os autores explicam que, apesar
dos dois 6leos essenciais mostrarem atividade antifngica in vitro contra ambos 0s
patdégenos, o 6leo de E. staigeriana apresentou maior atividade de inibicdo do
crescimento micelial e da germinacdo de conidios em concentracbes menores (0,5
uL/mL).

Tomazoni et al. (2017) estudaram a atividade dos 6leos essenciais de Eucalyptus
staigeriana, Eucalyptus globulus e Cinnamomum camphora contra o fungo Alternaria
solani. Foram utilizadas as concentra¢des de 0,1 a 10,0 uL/mL. Houve diferengas na
composicao dos 6leos essenciais. O C. camphora foi caracterizado por linalol (89,9%),
Oxido de linalol (1,53%) e canfora (1,28%). Para E. staigeriana 0s compostos majoritarios
foram o citral (39,68%), o limoneno (16,85%) e acetato de geranila (5,91%). O 6leo
essencial de E. globulus era constituido por 1,8-cineol (69,32%), canfeno (9,41%)
seguido de a-pineno (7,48%) e a-terpineol (5,08%). Segundo os autores, cada 6leo
essencial apresentou um comportamento diferente contra os isolados de fungos e isso
pode estar relacionado a sua composicdo. O éleo essencial de E. staigeriana teve melhor
desempenho devido a sua eficacia em concentracdes menores comparado com 0S outros
oleos essenciais analisados.

No presente estudo, 0s compostos majoritéarios identificados no 6leo essencial de
E. globulus foram o eucaliptol (57,57%), o-cimeno (19,19%), a-pineno (7,55%), a-
terpineol (4,64%) ¢ o y-terpineno (4,02%). Duke e Bogenschutz (2004) afirmam que o
eucaliptol é o composto mais importante e caracteristico do género Eucalyptus, sendo
responsavel por suas propriedades pesticidas. O Oleo de eucalipto é uma mistura
complexa de uma variedade de monoterpenos, sesquiterpenos, fenois aromaticos, 6xidos,
éteres, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas. No entanto, a composi¢do e proporcéo exata
variam de acordo com a espécie utilizada (BROKER e KLEINIG, 2006). Segundo Batish
et al. (2006), a atividade bioldgica dos 6leos de eucalipto decorre de seus componentes
como 1,8-cineol, citronelal, citronelol, acetato de citronelil, p-cimeno, eucamalol,
limoneno, linalol, a-pineno, y-terpineno, a-terpineol e 0-ocimeno. Porém, a bioatividade
dos 0leos essenciais depende ndo s6 dos seus constituintes, mas também da concentracao

individual dos mesmos, que varia com a espécie, estacdo do ano, localizagéo, clima, tipo
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de solo, idade das folhas, regime de fertilidade, método de secagem do material vegetal e
método de extra¢do do 6leo (BROKER e KLEINIG 2006).

A variavel composicdo dos 0leos essenciais, com diferencas nos seus constituintes
e suas concentragdes, pode elucidar os diversos indicadores de a¢des bioldgicas frente as
maltiplas concentracGes/doses utilizadas. Saad et al. (2013) explicam que a comparagao
da bioatividade dos Oleos essenciais pode apresentar divergéncia nos resultados,
corroborando os autores anteriormente citados. Alem disso, os métodos utilizados para
avaliar a atividade antimicrobiana e o patdgeno testado, também influenciam nos
resultados. Desta forma, ha necessidade de padronizar uma metodologia para testar 0s
efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais. Assim como realizar estudos in vivo para
confirmar os resultados in vitro. Os ensaios in vitro servem para rastrear e orientar 0s
ensaios in vivo (VIEIRA et al., 2017).

4.4.3 Avaliacdo da eficacia dos compostos eugenol e cinamaldeido no controle in vitro

de Colletotrichum spp.

Os compostos eugenol e cinamaldeido demonstraram atividade antiflngica contra
os isolados de Colletotrichum spp. reduzindo e inibindo o crescimento micelial do
patdgeno. De acordo com os resultados, para velocidade de crescimento micelial, houve
interacdo significativa entre os isolados, as concentracdes e 0s compostos testados
(Quadro 17). Os resultados de porcentagem de inibicdo ndo diferiram estatisticamente
entre si frente aos ativos eugenol e cinamaldeido (Quadro 18).

O eugenol apresentou maior atividade fungistadtica quando comparado ao
cinamaldeido, corroborando com os resultados dos 6leos essenciais de cravo e canela. A
sensibilidade dos isolados também foi variavel em relacdo as concentracdes e aos dois
compostos. Concentragdes crescentes de ambos os ativos afetaram o desenvolvimento do
patdgeno. Nas concentracdes de 250 e 500 ppm, para alguns isolados, houve total inibicdo
do crescimento micelial. Em média, a concentracdo de 100 ppm de eugenol reduziu 40%
a velocidade do crescimento fungico. O composto cinamaldeido, na mesma dose, reduziu
27% demonstrando que, mesmo em baixas concentracdes, apresenta acao fungistatica. As
concentragdes de 250 e 500 ppm reduziram a velocidade de crescimento, em média, 76 a
97% para o eugenol e 83 a 98% para cinamaldeido, em comparacéo a testemunha. Os
isolados RS1B2R2 e RS1B3R2, foram mais sensiveis ao cinamaldeido nas concentracdes
de 250 e 500 ppm, com IVCM menor comparado com a mesma dose de eugenol.
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QUADRO 17. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de isolados do
fungo Colletotrichum spp. sob influéncia de diferentes concentragcdes de eugenol e
cinamaldeido. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Eugenol
Isolado Concentragéo (ppm)
0 100 250 500

RS1F5R1 5,08 dDa 2,43 bCa 1,10 bBa 0,13 aAa
SC2F2R2 2,79 aCa 2,75 cCa 1,90 cBb 0,31 bAa
SC1F3R2 4,54 cDa 2,49 bCa 0,68 aBb 0,00 aAa
RS1F1R2 4,49 cDa 1,65 aCa 0,54 aBb 0,00 aAa
SC2F3R2 4,58 cDa 1,67 aCa 0,61 aBb 0,00 aAa
SC1F1R4 4,46 cDa 2,29 bCa 1,08 bBb 0,00 aAa
SC1P4R3 4,54 cCa 2,63 bBa 0,30 aAa 0,00 aAa
RS1P2R2 5,12 dDa 2,46 bCa 1,25 bBb 0,00 aAa

PR1P1 4,76 cDa 2,98 cCa 0,96 bBb 0,00 aAa
SC1P4R2 4,55 cDa 3,15 cCa 0,92 bBa 0,00 aAa
SC1P5R4 4,61 cDa 2,86 cCa 0,86 bBa 0,00 aAa
SC2P1R4 4,04 cDa 2,28 bCa 1,00 bBb 0,00 aAa
RS1B2R2 3,44 bCa 2,60 bBa 2,16 cBb 0,69 bAb
RS1B3R2 3,27 bDa 2,74 cCa 2,13 cBb 0,63 bAb

RS1B1 3,43 bDa 2,64 bCa 1,65 cBb 0,00 aAa
RS1B2R1 2,73 aCa 2,36 bChb 0,87 bBb 0,00 aAa

Cinamaldeido
Isolado Concentracéo (ppm)
0 100 250 500

RS1F5R1 5,08 dDa 3,51dCb 0,83 cBa 0,00 aAa
SC2F2R2 2,79 aCa 2,47 bCa 0,56 bBa 0,00 aAa
SC1F3R2 4,54 cBa 4,08 eBb 0,00 aAa 0,00 aAa
RS1F1R2 4,49 cCa 3,36 dBb 0,00 aAa 0,00 aAa
SC2F3R2 4,58 cCa 3,19 cBb 0,00 aAa 0,00 aAa
SC1F1R4 4,46 cCa 3,47 dBb 0,00 aAa 0,00 aAa
SC1P4R3 4,54 cDa 2,92 cCa 0,87 cBb 0,00 aAa
RS1P2R2 5,12 dCa 3,01 cBb 0,00 aAa 0,00 aAa

PR1P1 4,76 cCa 3,24 cBa 0,00 aAa 0,00 aAa
SC1P4R2 4,55 cDa 3,07 cCa 0,94 cBa 0,00 aAa
SC1P5R4 4,61 cCa 3,17 cBa 0,42 bAa 0,00 aAa
SC2P1R4 4,04 cCa 3,45 dBb 0,43 bAa 0,00 aAa
RS1B2R2 3,44 bDa 2,88 cCa 0,79 cBa 0,00 aAa
RS1B3R2 3,27 bDa 2,55 bCa 0,76 cBa 0,00 aAa

RS1B1 3,43 bCa 2,60 bBa 0,11 aAa 0,00 aAa
RS1B2R1 2,73 aCa 1,69 aBa 0,41bAa 0,00 aAa

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha, para cada 6leo, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Letras minusculas iguais em
itdlico comparam as médias para dleo dentro de cada isolado e concentracéo.
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QUADRO 18. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de isolados do
fungo Colletotrichum spp. sob influéncia de diferentes concentracdes de eugenol e
cinamaldeido. Dourados-MS, UFGD, 2022.

Eugenol
Isolado Concentracéo (ppm)
100 250 500

RS1F5R1 41,98 aC 78,34 bB 100 aA
SC2F2R2 8,39 bC 52,95 cB 93,16 bA
SC1F3R2 32,78 aB 90,73 aA 100 aA
RS1F1R2 45,21 aB 92,67 aA 100 aA
SC2F3R2 46,82 aB 91,40 aA 100 aA
SC1F1R4 33,21 aC 86,24 aB 100 aA
SC1P4R3 38,57 aC 87,55 aB 100 aA
RS1P2R2 40,02 aC 82,08 bB 100 aA

PR1P1 37,76 aC 88,74 aB 100 aA
SC1P4R2 26,28 bC 80,54 bB 100 aA
SC1P5R4 34,52 aC 86,32 aB 100 aA
SC2P1R4 37,05aC 77,26 bB 100 aA
RS1B2R2 17,13 bC 47,69 cB 87,97 bA
RS1B3R2 15,43 bC 47,42 cB 88,59 bA

RS1B1 16,65 bC 60,16 cB 100 aA
RS1B2R1 19,80 bC 74,07 bB 100 aA

Cinamaldeido
Isolado Concentracao (ppm)
100 250 500

RS1F5R1 36,35 aC 83,11 aB 100 aA
SC2F2R2 10,28 cC 67,03 cB 100 aA
SC1F3R2 21,73 bB 94,78 aA 100 aA
RS1F1R2 35,05 aB 95,15 aA 100 aA
SC2F3R2 37,81 aB 94,75 aA 100 aA
SC1F1R4 26,92 bB 90,25 aA 100 aA
SC1P4R3 36,54 aC 84,03 aB 100 aA
RS1P2R2 40,46 aB 90,53 aA 98,78 aA

PR1P1 35,05 aB 91,25 aA 100 aA
SC1P4R2 23,43 bC 80,03 bB 100 aA
SC1P5R4 32,85aC 87,55 aB 100 aA
SC2P1R4 25,65 bC 84,84 aB 100 aA
RS1B2R2 12,95 cC 66,25 cB 89,21 aA
RS1B3R2 16,91 cC 64,64 cB 91,86 aA

RS1B1 17,30 cC 76,54 bB 100 aA
RS1B2R1 21,85 hC 77,65 bB 100 aA

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha, para cada 6leo, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Amiri et al. (2008) avaliaram a atividade in vitro do eugenol contra quatro
patdgenos de frutos de maca nos volumes de 50, 100 e 150 pL/L (50, 100 e 150 ppm). As
concentracdes de 100 e 150 pL/L inibiram completamente o crescimento micelial dos
fungos e o tratamento com 50 pL resultou em taxas de inibicdo que variaram entre 72 e
86%, corroborando com os achados neste estudo, indicando que o eugenol, mesmo em
concentragdes baixas, apresenta propriedades fungistaticas.

O cinamaldeido também inibiu o crescimento micelial dos isolados de
Colletotrichum spp. na concentracdo de 100 ppm. Wu et al. (2017) relatam atividade
antifungica pronunciada do mesmo composto, na concentracéo de 0,50 mL/L (500 ppm),
contra Geotrichum citri-aurantii, doenca flngica de pos-colheita em citrus. Gan et al.
(2020) também relatam que o cinamaldeido na dose de 8 mg/mL possui acdo antifangica
contra Penicillium digitatum, causando reducao no crescimento micelial e na germinacgéo
dos esporos.

O eugenol é um composto lipofilico que pode se dispersar facilmente entre as
cadeias que compdem as bicamadas lipidicas das membranas celulares. Desta forma, ele
é capaz de modificar a fluidez e a permeabilidade das mesmas, perturbando assim o
crescimento celular (PINA-VAZ et al., 2004). Wang et al. (2010) explicam que a
atividade antifingica do eugenol tem sido atribuida ao rompimento da estrutura da
membrana fungica, principalmente pelo acumulo desse composto na bicamada
fosfolipidica. Essa interacdo altera a fluidez e a permeabilidade das membranas, além de
afetar a funcéo de enzimas ou proteinas ligadas a membrana.

Para Freisesleben e Jager (2014), os agentes antifungicos dos 6leos essenciais
podem causar a morte do patdgeno perturbando a estrutura e fungcdo das membranas ou
organelas da célula fangica, inibindo o material nuclear e a sintese proteica. Estudos
relatam que a natureza citotoxica dos 6leos essenciais e seus constituintes se deve a
capacidade de romper a parede e a membrana celular, coagular o citoplasma e, portanto,
danificar organelas celulares e provocar extravasamento de macromoléculas (BURT,
2004). Dwivedy et al. (2016) explicam que a natureza lipofilica dos 6leos permite que
eles passem através da parede celular e causem danos a membrana citoplasmatica,
rompendo camadas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios.

Basak e Guha (2018) ressaltam que um importante local de acdo dos 6leos
essenciais e seus compostos € a membrana celular, e que muitos constituintes atuam
interferindo na estabilidade e funcionamento da mesma. Os compostos antimicrobianos

interagem com a membrana podendo afetar o transporte de nutrientes e ions, seu potencial
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elétrico e a sua permeabilidade. Esses efeitos sdo investigados medindo o fluxo de ions
intracelulares como K* e H*, que podem ser alterados, modificando o pH celular e
afetando a composicdo quimica das células e sua atividade (LAMBERT et al., 2001). A
perda de permeabilidade da membrana resulta em um desequilibrio na pressdo osmética
intracelular, o que desencadeia quebra da homeostase celular com consequente destrui¢do
e morte da mesma (BASAK e GUHA, 2018).

De acordo com Oliveira et al. (2013), o eugenol exerce atividade antifingica na
parede e membrana celular, interrompendo a biossintese de ergosterol. O menor teor de
ergosterol interfere na integridade e funcionalidade da membrana celular. O ergosterol
possui papel fundamental na regulagdo da fluidez, permeabilidade, estabilidade térmica e
sobre a atividade e estrutura de proteinas integrais da membrana (DUPONT et al., 2012).
A sua presenca na membrana e a integridade de sua rota biossintética sdo essenciais para
o crescimento celular fungico (ALCAZAR-FUOLLI et al., 2008).

Desta forma, podemos inferir que o eugenol apresenta atividade semelhante aos
triazdis, os quais inibem o crescimento celular através da interrupcao da biossintese do
ergosterol, por meio da ligacdo dos antifingicos ao ergosterol na membrana celular.
Assim, esse processo afeta a integridade e a funcdo de algumas das proteinas ligadas a
membrana levando a distlrbios osmoticos, interrupcdo do crescimento e proliferagcdo
celular (BENDAHA et al., 2011).

Sobre as acdes do cinamaldeido, ha relatos na literatura que 0 mesmo exerce
atividades antifingicas inibindo a biossintese da parede celular, destruindo a integridade
da membrana plasmaética e alterando as atividades enzimaticas especificas (SHREAZ et
al. 2016). Wei et al. (2020) avaliaram o efeito antifungico do cinamaldeido contra
Fusarium sambucinum, e, segundo os autores, a membrana celular pode ser o primeiro e
principal local de acdo do composto. Os resultados sugerem que o cinamaldeido exerce
atividade antifingica, afetando os processos biossintéticos do ergosterol, o que leva a
ruptura da integridade da membrana celular. Ouyang et al. (2019), na determinagéo do
mecanismo antifungico do cinamaldeido contra G. citri-aurantii, relatam que o
tratamento com o composto ocasionou mudangas morfoldgicas nas paredes e membranas
celulares do patogeno, indicando que o seu principal mecanismo antifungico é atribuido
ao comprometimento na formacéo da parede celular e 0 rompimento da integridade da
mesma.

De acordo com Lopes et al. (2013), a membrana celular dos fungos desempenha

um papel fundamental na estrutura fungica e na funcédo fisiologica, por isso sdo alvos
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antifungicos importantes. No presente estudo, tanto o eugenol quanto o cinamaldeido
interromperam o crescimento micelial do patégeno. Para o fungo, a producdo de hifas é
importante na colonizacdo do hospedeiro, que se da através do crescimento ativo do seu
micélio. A inducdo de anormalidades morfoldgicas causadas por esses compostos, sao
importantes na prevencdo do crescimento, viabilidade e agressividade do patdgeno.

Fazendo uma analise em relacdo ao exposto, a acdo dos fungicidas sintéticos é
conhecida, estudada e relatada. Ja os sitios de acao dos 6leos essenciais ainda ndo foram
totalmente esclarecidos, porém, independente do mecanismo ou modo de acdo, os efeitos
fungicidas dos 6leos essenciais e seus compostos majoritarios mostram seu potencial para
uso no controle de fitopatdgenos.

Em termos de propriedades fungistaticas e fungicidas, o eugenol e o cinamaldeido
apresentaram alta atividade antifangica contra Colletotrichum spp. in vitro, tornando estes
dois compostos naturais, candidatos para o controle deste patégeno, porém estudos in vivo

sd0 necessarios para confirmar esses resultados.

4.4.4 Avaliacdo da eficacia do composto eucaliptol no controle in vitro de Colletotrichum

Spp.

O composto eucaliptol apresentou acdo fungistatica e fungicida nos isolados de
Colletotrichum spp. De acordo com os resultados, houve interagéo significativa entre os
isolados e as concentracOes testadas para o IVCM e PIC (Quadro 19 e Quadro 20).

No tratamento controle, a velocidade de crescimento diario do fungo foi em média
de 2,45. A aplicacdo do composto eucaliptol reduziu significativamente o crescimento
dos isolados de Colletotrichum spp. Na concentracdo de 1% o valor de IVCM reduziu
para 0,41 e em 2% o resultado obtido foi 0,11. Somente nos isolados SC1F3R2,
RS1P2R2, PR1P1 e RS1B1, houve diferenca significativa entre as duas concentracfes
testadas. Os isolados apresentaram sensibilidades diferenciadas frente a concentragéo de
1% de eucaliptol. Entretanto, a variacdo de IVCM foi menor na concentragcdo de 2%,
sugerindo atividade fungistatica entre os isolados.

A atividade antifingica do eucaliptol (96%) foi constatada na concentracdo de
2%. Para onze isolados ndo houve diferenca significativa nos valores de PIC entre as duas

concentracgdes testadas.
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Os oleos essenciais de eucalipto e seus principais constituintes produzem
toxicidade contra bactérias e fungos, tanto patégenos de solo quanto pos-colheita. Estudos
indicam que os mesmos agem reduzindo o crescimento micelial e inibindo a producéo e
germinacdo de esporos. No entanto, a sua bioatividade depende do tipo de constituintes e
sua concentracdo individual (BATISH et al., 2008).

QUADRO 19. indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de isolados do
fungo Colletotrichum spp. sob influéncia de diferentes concentraces de eucaliptol.
Dourados-MS, UFGD, 2022.

Eucaliptol
Isolado Concentracéao (%)
0 1 2

RS1F5R1 2,75 bB 0,00 aA 0,00 aA
SC2F2R2 2,18 aB 0,18 aA 0,00 aA
SC1F3R2 2,70 bC 1,46 bB 0,23 aA
RS1F1R2 2,63 bB 0,30 aA 0,00 aA
SC2F3R2 2,55 bB 0,23 aA 0,00 aA
SC1F1R4 2,80 bB 0,00 aA 0,00 aA
SC1P4R3 2,50 bB 0,00 aA 0,00 aA
RS1P2R2 2,79 bC 1,13 bB 0,21 aA

PR1P1 2,77 bC 0,80 bB 0,00 aA
SC1P4R2 2,58 bB 0,82 bA 1,08 bA
SC1P5R4 2,63 bB 0,00 aA 0,00 aA
SC2P1R4 2,59 bB 0,00 aA 0,00 aA
RS1B2R2 1,98 aB 0,31aA 0,00 aA
RS1B3R2 1,93 aB 0,00 aA 0,27 aA

RS1B1 1,87 aB 1,33 bB 0,00 aA
RS1B2R1 1,90 aB 0,00 aA 0,00 aA

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.



69

QUADRO 20. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) de isolados do
fungo Colletotrichum spp. sob influéncia de diferentes concentragdes de eucaliptol.
Dourados-MS, UFGD, 2022.

Eucaliptol
Isolado Concentracgéo (%0)
1 2

RS1F5R1 100 aA 100 aA
SC2F2R2 93,69 aA 100 aA
SC1F3R2 58,22 cB 94,46 aA
RS1F1R2 91,65 aA 100 aA
SC2F3R2 94,27 aA 100 aA
SCI1F1R4 100 aA 100 aA
SC1P4R3 100 aA 100 aA
RS1P2R2 73,29 bB 95,15 aA

PR1P1 75,78 bB 100 aA
SC1P4R2 72,29 bA 69,48 bA
SC1P5R4 100 aA 100 aA
SC2P1R4 100 aA 96,93 aA
RS1B2R2 89,32 aB 100 aA
RS1B3R2 100 aA 91,12 aA

RS1B1 41,06 dB 100 aA
RS1B2R1 100 aA 100 aA

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em geral, os Gleos essenciais integrais exibem maior atividade bioldgica do que
quando seus componentes principais sdo separados. Tal fato sugere que os constituintes
secundarios dos 6leos essenciais podem ser criticos para a atividade antimicrobiana
devido ao efeito sinérgico dos seus componentes (RAO et al., 2019). No presente estudo,
tanto os 6leos essenciais quanto 0s seus compostos majoritarios isolados apresentaram
atividades antiflngicas contra Colletotrichum spp., com porcentagens semelhantes de
inibicdo e reducdo no desenvolvimento do patégeno. Porém, quando analisados
comparativamente, nos 6leos essenciais integrais, 0 composto majoritario encontra-se em
menor concentracao (eugenol: 87,7%; eucaliptol: 57,57%; cinamaldeido entre 60-75%),
assim, para 0 componente majoritario de forma isolada atingir efeito similar ao do dleo
essencial integral, foi necessaria que a sua concentracao fosse relativamente maior (95%).

Considerando os resultados discutidos acima, os efeitos de atividade antiflngica

dos Oleos essenciais de cravo, canela e eucalipto, provavelmente decorrem de acgéo
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sinérgica entre 0s compostos majoritarios e os demais componentes identificados pelas
analises cromatograficas.

Estudos vém sendo realizados para demonstrar o sinergismo entre diferentes 6leos
essenciais e seus compostos, a combinacdo de alguns dleos especificos resultou em acdes
combinadas de dois ou mais constituintes. Essa atividade combinatoéria é vista como
vantajosa para estudos de protecdo de doencas de pré e pés-colheita, uma vez que 0s
patdgenos tendem a ter maiores dificuldades em adquirir resisténcia a um constituinte
especifico (CHOUHAN et al., 2017). Delaquis et al. (2002) explicam que o0 uso de
combinacBes de diferentes Gleos essenciais ou constituintes quimicos fracionados pode
produzir quatro possiveis efeitos antimicrobianos, entre eles: sinérgico, aditivo,
indiferente ou antagonista a multiplos componentes.

Saracino et al. (2022) testaram a atividade antifingica e o efeito sinérgico de cinco
componentes puros de 6leos essenciais (cinamaldeido, a-pineno, limoneno, eucaliptol e
eugenol) contra 18 cepas de Candida. O cinamaldeido e o eugenol apresentaram 0s
melhores resultados, inibindo todas as cepas. Segundo o0s autores, a combinacgéo dos dois
compostos produziu rapida perda de células viaveis e suas propriedades antimicoéticas
foram expressas em concentra¢fes mais baixas comparadas ao 6leo essencial.

A identificagdo dos componentes ativos dos dleos essenciais € fundamental, bem
como o entendimento do mecanismo de acdo. Isso permite selecionar as melhores e
adequadas condicdes de cultivo, colheita e extracdo do 6leo da planta ou partes da planta,
para obter a composicdo ideal e mais ativa de um 6leo essencial. Além disso, uma vez
conhecidos 0s componentes ativos, é possivel desenvolver e preparar analogos sintéticos,
0S quais apresentam maior Vviabilidade econémica e controle em termos de
reprodutibilidade (SAAD etal., 2013; DAMMAK et al. 2019; ROZWALKA et al., 2020).

As diferentes eficacias entre os tratamentos se devem ao fato de que a atividade
antifangica dos 6leos essenciais depende das propriedades fungitoxicas dos componentes
ativos mais significativos e de sua sinergia (LOPEZ-REYES et al. 2010).

A maioria dos estudos publicados sobre o controle de fitopatdgenos mostra apenas
a atividade antifungica dos Oleos essenciais e ndo descreve e testa suas composicdes
quimicas. Portanto, o conhecimento da composicdo e dos possiveis compostos inibidores
fangicos pode auxiliar no controle de doencas. Para tanto, podem ser utilizados um ou
varios compostos para inibir o patégeno isoladamente ou por sinergismo (ROZWALKA
et al., 2020).
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As doencas causadas por fungos fitopatogénicos sdo de grande importancia para
a agricultura, e o desenvolvimento de novos produtos para o controle de fitopatoégenos
sdo necessarios. Os Oleos essenciais derivados de plantas sdo promissores agentes
antifangicos naturais, geralmente ndo fitotoxicos e de baixo impacto ambiental (FENG e
ZHENG, 2007).

O avanco das técnicas alternativas e a busca por novas moléculas tém o objetivo
de contribuir para uma agricultura adequada as novas demandas de qualidade ambiental
e de vida da sociedade atual. O processo de pesquisa, desenvolvimento e registro, até a
introdugdo de um novo defensivo agricola no mercado é complexo, de custo elevado e
longo, pois 0s novos produtos precisam ser, além de eficazes, seguros para 0 homem e
para 0 meio ambiente (NANUCI, 2019).

Pesquisas na éarea de plantas medicinais como defensivos naturais séo
promissoras, com possibilidade de novas e relevantes descobertas. Assim, 0s vegetais sao
fonte inesgotavel de moléculas que podem servir de modelo para sintese quimica, gerando
produtos de baixo custo, eficazes, ambientalmente seguros, padronizados, registrados,
com controle de qualidade visando a reprodutibilidade e constancia de componentes
quimicos (MORALIS, 2009).

Dificuldades para preparar formulacdes apropriadas, diferengas na composi¢ao
quimica de plantas de uma mesma espécie devido a fatores intrinsecos e extrinsecos e
informacBes esparsas sobre os principios ativos, sdo entraves que precisam ser
solucionados visando o desenvolvimento deste campo de pesquisa. Outro entrave a ser
observado no uso de moléculas bioativas alternativas € a dificuldade de producdo da
matéria-prima em escala industrial a custos competitivos comparados aos produtos
sintéticos comerciais (BORGES et al., 2011).

Assim, os resultados do presente estudo sugerem que os 6leos essenciais de cravo,
canela e eucalipto e seus compostos majoritarios (eugenol, cinamaldeido e eucaliptol)
podem ser explorados no desenvolvimento de novos produtos para o controle da
antracnose e da podriddo da uva madura no campo. No entanto, experimentos para avaliar
a fitotoxicidade sdo necessarios, pois embasam o0s processos de desenvolvimento de
novos produtos, visto que antecipam riscos e, portanto, reduzem os efeitos adversos e

deletérios a planta.



5 CONCLUSOES

Os padrdes de caracterizacdo cultural e morfoldgica dos isolados fungicos obtidos
de tecidos vegetais (folhas, peciolos e bagas) de videiras da variedade Niagara Rosada,
provenientes de diferentes origens geograficas (MS, PR, RS, SC), sugerem que, 0S
mesmos pertencem aos complexos de C. gloeosporioides, C. acutatum e Elsinoe
ampelina.

N&o houve relacdo de caracterizagdo morfologica, local de origem e 6rgdo de
isolamento entre 0s grupos quanto a agressividade.

Os dbleos essenciais de cravo, canela e eucalipto e seus compostos majoritarios
(eugenol, cinamaldeido e eucaliptol) foram eficazes no controle in vitro de
Colletotrichum spp., exercendo efeito fungistatico e fungicida.

Cada 0leo essencial e seu composto apresentou um comportamento diferente
frente aos isolados, observando variabilidade do fungo em relacédo a sensibilidade a seus

compostos.
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ANEXO B- CROMATOGRAFIA DO OLEO ESSENCIAL DE Eucalyptus globulus



