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Oleos essenciais para controlo dos fungos responsdaveis pelas principais
doencgas da videira (Vitis vinifera)

Resumo

A videira (Vitis vinifera) é uma espécie com grande importancia a nivel econdmico,
social e cultural por todo o mundo. Esta sofre ataques por agentes biolégicos que poem em
risco o seu rendimento e sobrevivéncia. Um grupo de organismos responsaveis por estes
ataques sdao os fungos filamentosos patogénicos. Atualmente, os processos de controlo
antifungicos mais utilizados recorrem principalmente a fungicidas quimicos, que persistem
nos solos e no produto final das uvas (o vinho), sendo prejudiciais para o ambiente e saude
humana e de outros seres vivos. Neste trabalho pretendeu-se explorar uma alternativa mais
sustentavel, recorrendo a aplicacdo de dleos essenciais (OEs). Trés fungos filamentosos que
provocam doencas na videira foram testados: Armillaria mellea, que provoca a podriddo
branca; Botrytis cinerea, responsavel pela podriddo cinzenta e Phaeomoniella chlamydospora,
agente do complexo da doenca de Esca. Avaliou-se o comportamento destes fungos sob o
efeito de OEs de plantas, ja conhecidos por possuirem caracteristicas antifungicas naturais. A
experiéncia consistiu em avaliar in situ o crescimento micelar do fungo e depois de perceber

se também a germinacdo de esporos era inibida, quando em contato com o OE.

In vitro, para cada um dos trés fungos avaliou-se o crescimento dos micélios quando
em contacto com os OEs - Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon nardus, Melaleuca
alternifolia, Thymus mastichina e Porophyllum ruderale. Embora tenham havido algumas
variacdes, o OE que melhor efeito inibidor demonstrou em todos os fungos foi o de C.
zeylanicum. Depois, esporos de B. cinerea foram inoculados com o OE de C. zeylanicum, de P.
ruderale, eugenol (componente maioritdrio do OE de C. zeylanicum) e eugenol encapsulado
em microparticulas. Mais uma vez foi o OE de C. zeylanicum que conseguiu uma inibicdo da
germinagdo de 100%, assim como o eugenol encapsulado. Um produto quimico, Mekzol, ja
comercializado para a indUstria da cortica, foi também testado para a inibicdo do crescimento
micelar dos trés fungos. Foi utilizado como agente comparativo e ndo teve efeitos inibitorios,

como os OEs.

Palavras chave: Vitis vinifera, fungos filamentosos patogénicos, antifungico, éleos essenciais












Essential oils for the control of fungi responsible for major diseases of the vine
(Vitis vinifera)

Abstract

The vine (Vitis vinifera) is a plant with great economic, social and cultural importance
all over the world. Which suffers attacks by biological agents that put its health at risk. A group
of organisms responsible for these attacks are pathogenic filamentous fungi. Currently, the
most usual antifungal control process relies on chemical products, which persist in the soil and
in the final product of the grapes (the wine), being harmful to the human health and the health
of other living creatures. The goal of this research was to explore a sustainable alternative to
control three filamentous fungi that cause diseases in the vine: Armillaria mellea — White root
rot, Botrytis cinerea - Grey mold and Phaeomoniella chlamydospora - Esca disease complex.
The effect of five essential oils (EOs), already known to have natural antifungal characteristics,
was tested on these fungi. The experiment consisted in the evaluation of both mycelial growth

and spore germination of the fungus when in contact with the EO.

In vitro, the mycelial growth of each of the three fungi was evaluated when in contact
with EOs - Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon nardus, Melaleuca alternifolia, Thymus
mastichina and Porophyllum ruderale. Even though there were some differences, the EO that
best demonstrates the inhibitor effect against all fungi tested was C. zeylanicum. Then, B.
cinerea spores were incubated with EO of C. zeylanicum and P. ruderale, eugenol (major
component of C. zeylanicum EO) and eugenol encapsulated in microparticles. Once again it
was C. Zeylanicum EO that achieved a 100% inhibition of germination, as well as encapsulated
eugenol. A chemical product, Mekzol, already marketed to the cork oak industry, was also
tested for inhibition of micellar growth of the three fungi. It was used as a comparative and

had a completely opposite effect of the EO.

Key words: Vitis vinifera, pathogenic filamentous fungi, antifungal, essential oils
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1. Introducgao e Revisao bibliografica




1.1. Enquadramento histdrico, cultural e econémico da videira e do vinho

O cultivo da vinha e a producdo de vinho fazem parte da histéria da Europa e do resto
do mundo, contribuindo para o seu desenvolvimento a nivel cultural, social e econémico [1].
Os primeiros relatos do cultivo da vinha remontam a Idade do Cobre e inicio da Idade do

Bronze (3500-2300 A.C.) na zona do vale do rio Jorddo [2].

No Sul da Europa e Mediterraneo ocidental, a cultura da vinha e a produgdo de vinho
foi introduzida pelos fenicios, gregos e romanos [3]. Atualmente, a Europa apresenta a maior
area de vinha cultivada no mundo, aproximadamente 38 % [4]. O clima mediterraneo
apresenta as caracteristicas ideias para o desenvolvimento da videira, com épocas de
desenvolvimento do fruto longas e com temperaturas amenas a quentes e verdes secos,

perfeitos para o amadurecimento dos frutos [4].

No ano de 2014, segundo os dados recolhidos pelo Instituto Nacional de Estatistica
(INE) existia em Portugal uma drea total de vinha cultivada de 178 986 ha, para producdo de
uva de mesa ou de vinho. Nesse mesmo ano foram produzidos cerca de 6 000X103 hl de vinho
[5]. E uma indUstria importante social e culturalmente com uma grande influéncia na
estabilidade econdmica e no desenvolvimento do pais, quer pelas exportagdes quer pelo

turismo que atrai

Em Portugal hd 13 regides vinicolas (Figura 1) — Vinho verde (Minho), Tras-os-Montes,
Porto e Douro, Bairrada, D3o, Beira interior, Lisboa, Tejo, Alentejo, Peninsula de Setubal,

Algarve, Acores e Madeira [6][7] [8].
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Figura 1 - As 13 regides vinicolas portuguesas [8].

1.2. A videira (Vitis vinifera L.)

Pertencente a familia Vitaceae (Reino: Plantae > Filo: Tracheophyta > Classe:
Magnoliopsida > Ordem: Vitales > Familia: Vitaceae > Género: Vitis > Espécie: Vitis vinifera
[9]), o género Vitis compreende cerca de 60 espécies interférteis, sendo a Vitis vinifera uma

das espécies vegetais mais importante do mundo [10].

A espécie Vitis vinifera, que se pensa ter sido domesticada na Arménia ou na Asia [11],
é hoje em dia cultivada um pouco por todo o mundo, existindo ha cerca de 65 milhdes de
anos. Na Europa, Asia e Norte de Africa existem duas subespécies V. vinifera subsp. vinifera
(sativa) e V. vinifera subsp. silvestris (silvestre), ndo sendo esta ultima usada para fins

comerciais podendo ter dado origem aos cultivares atuais por modificacdes genéticas [1].



Os frutos desta espécie, as uvas, sdo a matéria-prima utilizada para a produgdo de
vinho. Parte das suas caracteristicas organoléticas, como cor, aroma e sabor, devem-se a
presenca de compostos fenélicos — acidos fendlicos, flavonoides, taninos, cumarinas, entre

outros [11][12].

1.3. Doengas na videira e os principais organismos responsaveis

A infecdo de videiras por parte de fungos patogénicos representa um grave problema
a nivel global, ja que sdo um obstaculo a quantidade e qualidade da produgao de uvas e vinho
[7]. Um grande namero de diferentes doencas pode afetar a videira podendo ser provocadas
por diferentes tipos de organismos, como fungos, bactérias, nematodes ou virus [13] (Figura

2).

ePodridado ¢"Crown gall" - ¢"Root-knot "- ¢"Grapevine
radicular - Agrobacterium Meloidogyne spp leafroll disease"
Armillaria mellea tumefaciens (GLRD) -

¢ Esca/Doenca de eNecrose Ampelovirus,
Petri - bacteriana - Closterovirus e
Phaeomoniella Xylophilus Velarivirus
chlamydospora ampelinus. ¢"Grapevine

*Podridao fanleaf
cinzenta - Botrytis degeneration
cinerea disease" (GFDD) -

eMildio - Nepovirus
Plasmopara
viticola

¢Qidio - Uncinula
necator

Figura 2 - Doengas da videira provocadas por diferentes organismos [11].

1.4. O reino Fungi

O reino Fungi compreende uma grande diversidade de organismos que interagem com

plantas, animais e bactérias. Estima-se que existam 1,5 milhdes de espécies fungicas, estando



apenas descritas aproximadamente 100 000 espécies, contudo este nimero tem crescido

1.2 % a cada ano.

Estd dividido em 5 filos [14]: chitriodiomicota, clastocladiomicota, glomeromicota,
ascomicota e basidiomicota (Figura 3). Destes 5, os fungos patogénicos da videira pertencem

aos ultimos dois filos.

O filo ascomicota é o taxon maior, compreendendo aproximadamente 64 % das
espécies do reino Fungi descritas. Contém trés subfilos: Saccharomycotina, que inclui espécies
utilizadas a nivel industrial (ex. Saccharomyces spp) e parasitas; Pezizomycotina, cujas
espécies tém a particularidade de proteger os asci (esporos) com estruturas multicelulares
(ex. Phaeomoniella chlamydospora); e o mais divergente dos trés Taphrinomycotina (ex.
Neolecta). Podem viver como saproéfitos, mutualistas ou parasitas, sendo os ascomicotas
patogénicos uma grave ameaca na agricultura. Sao tipicamente haploides, e reproduzem-se

assexuadamente por conideos.

Ja o filo basidiomicota: abrange 34 % do total das espécies de fungos. Com os subfilos
Pucciniomicotyna, Ustilaginomycotina e o mais conhecido, Agaricomycotina, que inclui os
fungos com corpos frutiferos, os cogumelos e algumas leveduras. Fazem também parte deste
filo os fungos responsaveis pelas doencas do tronco. A reproducdo acontece por fusdo de
hifas ou células (caso das leveduras). Os esporos produzidos, os basidios formam-se em talos

gue emergem do basidium.

TRENDS in Microbiology

Figura 3 - Os filos do reino Fungi: (a-d) Chytriodiomycota, (e,f) Zygomycete, (g-i)
Ascomicota e (j-1) Basidiomicota [13].



1.4.1. Armillaria mellea - Podriddo radicular

A podridao radicular branca é considerada uma doenga preocupante na medida que
causa danos bioldgicos e econdmicos em diferentes culturas e que afeta especialmente climas
temperados [16]. O agente que provoca a doenca engloba espécies do género Armillaria
(Reino: Fungi > Filo: Basidiomycota > Classe: Agaricomycetes > Ordem: Agaricales > Familia:
Physalacriaceae > Género: Armillaria > Espécie: Armillaria mellea [17]), basidiomicetes

saprofitos ja bastante estudados [16] [18].

Atualmente sabe-se que existem 36 espécies do género Armillaria, mas apenas
algumas causam a doenca que provoca o apodrecimento da raiz, e podem afetar qualquer
espécie de arvores de floresta, arbustos, vinha e mesmo frutos. A espécie que causa disturbios
mais violentos e que se apresenta mais resistente a controlo quimico é Armillaria mellea (Vahl

ex Fr.) Kummer [19].

Este fungo consegue sobreviver no solo por longos periodos de tempo, mesmo na
auséncia de um hospedeiro vivo [20], o que é problematico no caso de culturas de vinhas, pois
nao existe praticamente nenhuma rotacao de culturas e as plantas que eventualmente

morrem sdo logo de seguida substituidas.

Em videiras, o reduzido vigor da planta e a ma qualidade dos frutos sdo os sintomas
principais da doenga, sendo também possivel detetar pelo aparecimento prematuro de folhas
vermelhas ou amarelas no outono [20] bem como pelo menor nimero de folhas do que o
normal [21], levando a morte da planta, que pode ocorrer sé passado alguns anos apds

deterioramento das raizes.

As formas de tentativa de controlo do fungo, preferencialmente nos primeiros
estdgios, apresentam alguns desafios: conseguir penetrar até ao interior do tronco, onde este
se esta a desenvolver; contornar os mecanismos de defesa que o patogénico foi
desenvolvendo; e ter uma boa capacidade de penetracdao no solo, ja que o fungo pode

estender-se até quase 3 metros de profundidade [22].

Encontram-se descritos trés tipos de mecanismos de controlo: biolégico, fisico e

guimico.



Nos mecanismos de controlo bioldgico existem duas metodologias frequentemente
adotadas: um armadilhas biolégicas, como o morangueiro ou outra planta herbacea, que vai
ser afetado antes da videira e da a indicacdo de quais as zonas do solo que estardo
contaminadas; e a inoculacdo de espécies antagonistas de outros fungos, que limitam a
proliferacdo de A. mellea [22]. Ambas as solu¢cdes ndo sdo eficazes uma vez que o as
armadilhas apenas sinalizam os locais ja afetados pela doenga e a inoculagdo de espécies
antagonistas na maioria das vezes nao resulta, isto porque A. mellea ocupa uma grande area
do solo apenas tendo a capacidade de diminuir o nivel de colonizacdo do patogénico e limitar

os recursos disponiveis [23].

Como mecanismo fisico recorre-se ao escavamento do solo a volta da raiz da planta de
forma a eliminar quaisquer rizomorfos/micélios que possam infetar a mesma. Este mecanismo
para além de ter uma menor probabilidade de sucesso, também se apresenta demorado e

dispendioso [22].

J4 os mecanismos quimicos, mais eficazes e por isso mais utilizados, incluem o uso de
fumigacdo do solo [22]. Inicialmente recorria-se ao brometo de metilo, dissulfureto de
carbono e o tetratiocarbonato de sddio [19], sem grande sucesso. Mais tarde descobriu-se a
acdo positiva de inibidores da biossintese de esterdis (DMI), como o ciproconazol, o
hexaconazol, o propiconazol e o tetraconazol [21], como eficientes no controlo de A. mellea.
A fumigacdo com estes compostos tem a desvantagem de nado eliminar na totalidade a

doenca, podendo ser dispendioso e causar danos nas plantas envolventes [22].

Face a ineficacia dos métodos tradicionais e as recorrentes tentativas de
implementacdo de métodos de controlo que n3ao impliquem o uso de produtos quimicos

nocivos para o solo, a planta e a saude publica, novos fungicidas tém sido explorados.

1.4.2.Botrytis cinerea— Podriddo cinzenta (“bunch rot”)

A podriddo cinzenta é uma das mais importantes doencas da videira e da uva [24] e
causa enormes prejuizos a industria vitivinicola [25]. Esta doenca reduz o rendimento da

cultura e altera as caracteristicas organoléticas do vinho: odor, sabor e claridade. A qualidade



do vinho é afetada pela redu¢do de monossacarideos (glucose e frutose), pela acumulagao de

metabolitos (glicerol e acido glucdnico) e de lacases (fenol oxidases) [26].

A espécie responsavel por esta doenga, Botrytis cinerea Pers. [Botryotinia fuckeliana
(de Bary) Whetz.] (Reino: Fungi > Filo: Ascomycota > Classe: Leotiomycetes > Orde: Helotiales
> Familia: Sclerotiniaceae > Género: Botrytis > Espécie: Botrytis cinerea [27]), € um agente
patogénico saproéfito e necrotréfico. Este pode afetar cerca de 235 espécies vegetais
diferentes, como as culturas de morango, batata, cebola, kiwi, tomate, framboesa e videira

[28][29] [30], podendo causar perdas de produtividade [31].

Na natureza, B. cinerea reproduz-se essencialmente de forma assexuada, na primavera
e no verao, sendo dispersado principalmente pelo vento ou por atividades do homem [32]. Na
videira, o fungo ataca todas as partes aéreas da planta [33], infetando principalmente as zonas
debilitadas da planta. As plantas ficam ainda mais suscetiveis a infecdo apds a chuva, vento

forte, gelo e intervencdes por aves, insetos ou caracdis, provocando danos nos bagos [26] [34].

A infecao depende do estagio de desenvolvimento do ciclo de crescimento da planta,
uma vez que normalmente ocorre durante a floracdo e é seguida por um periodo de laténcia,
podendo sé demonstrar sintomas quando os frutos comecam a amadurecer [35]. A
contaminacdo por conideos, aquando do amadurecimento dos bagos, é considerada tdo
invasiva como as infe¢des latentes no caule ou folhas da planta [36]. Pode ocorrer por dois
orgdos distintos: pelas flores, através das pétalas, estigma, estiletes ou estames; ou pelas uvas,
através do pedicelo, feridas ou penetracgdo direta na cuticula. Depois de entrar na planta, o
agente patogénico pode ficar em estado latente por um longo periodo de tempo, sendo
reativado em casos de amadurecimento da uva ou de ambiente favoravel - de 15a 20 °C e
com 95 % de humidade relativa [34]. Tal dificulta a certeza da qualidade dos frutos, podendo
causar grandes danos a nivel econdmico [37]. Um pequeno resumo dos sintomas esta

apresentado na Tabela 1.

O desenvolvimento da doenca pode variar consoante a suscetibilidade do fruto.
Considera-se que o fruto é mais suscetivel a doeng¢a quando o cacho é mais fechado. Hd uma

alteracdo do microclima, da espessura e do conteido em cera da cuticula do bago [36].



Tabela 1 - Sintomas de infegdo por Botrytis cinerea associados aos estagios de desenvolvimento da planta [38].

Estagio de
desenvolvimento da Sintomas

planta

Invasdo de inflorescéncias em desenvolvimento e infe¢des graves causam
Antes da floragao
secura e queda das mesmas

Manchas necrdticas castanhas nas folhas e inflorescéncias; Infecdo de
Durante a floragao estigmas, estiletes e estames (crescendo em dire¢do ao recetaculo e tecido

vascular)

Desenvolvimento do fungo nos florescimentos, estames e bagos abortadas
No final ou apés floragao | ainda no cacho; posterior ataque do pedicelo, formando lesdes de podriddo

escuras

Durante o
Podriddo nos cachos
amadurecimento do fruto

E fundamental aplicar diferentes estratégias para o combate da doenca, devido a
elevada epidemiologia de B. cinerea, combinando o tratamento com pesticidas e praticas
agricolas [39]. A aplicacdo de fungicidas (sistémicos ou de contacto), embora nunca deva ser
em demasia, deve acontecer antes e depois da colheita das uvas, pois os bagos sdo muito
suscetiveis a infecdo mesmo a baixas temperaturas, o que encurta a duracdo de

armazenamento e presen¢a no mercado [34] [40] .

Como métodos agricolas, faz-se a gestdo da copa: quer pela remocdo das folhas a volta
dos cachos, o que promove a sua exposicdo ao sol, aumenta a producdo de cera epicuticular
e forma uma cuticula mais resistente; quer pela diminuigdo do nimero de bagos por cacho ou

mesmo optando por hibridos mais resistentes a doenca [33] [37] [39] [41].

Antes da colheita, a aplicacdo de fungicidas acontece, normalmente, nos seguintes
estdgios de crescimento:

a) durante a floracdo até a criacdo do fruto — para prevenir estabelecimento de
infecdes latentes e para limitar a colonizacdo dos restos florais;

b) antes de os bagos se tocarem entre eles — ultima oportunidade para cobrir a
totalmente a superficie dos bagos e dos raquis;

¢) inicio do “veraison” — nesta fase em que as uvas comecam a amadurecer e ha

presenca de uma elevada concentracdo de agucar disponivel para a proliferacdo do fungo,
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aplica-se o fungicida para proteger bagos saudaveis suscetiveis a novas infecdes e para
suprimir a reativacao de infe¢des latentes;

d) 2 a 4 semanas depois do “veraison” (antes da colheita) — para combater propagacao
secundaria [39] [42].

Em culturas organicas sdo comumente usados produtos a base de cobre (mistura de
“Bordeux” ou calda bordalesa e sulfato de cobre) o que, pode alterar a qualidade do vinho,
modificando os compostos aromaticos e acumulando sulfureto de hidrogénio, que confere
um cheiro caracteristico, podendo este ainda ser fitotéxico e acumular-se nos solos, causando
clorose nas folhas e baixando a atividade bioldgica dos solos [34].

A prevengdo da podriddo cinzenta, tal como de outras doengas, € normalmente
realizada com fungicidas sintéticos. Contudo, estes tém vindo a ser menos aceites na industria
quer pelos impactos negativos que apresentam no ambiente e na saude humana quer pelo
desenvolvimento de estirpes resistentes [25]. Adicionalmente, o uso destes fungicidas, como
o dioxido de enxofre, afetam a qualidade da uva provocando branqueamento dos bagos e
escurecimento do raquis [41]. Desta forma, vdrias alternativas aos fungicidas sintéticos tém

sido estudadas para o controlo de B. cinerea:

o Controlo bioldgico por agao de bactérias, fungos filamentosos ou leveduras
[29][34] [39];

o Bioestimulantes de defesa da planta, como hormonas vegetais, extratos de
plantas, estimulantes abidticos ou por micrébios [34];

o Modificagdao do habitat, englobando medidas de gestao de habitat [44];

o Aplicacdo de 6leos essenciais ou minerais [34] [54].

1.4.3.Phaeomoniella chlamydospora — Complexo da doenca de Petri

Esta doenca é conhecida e estudada ha mais de 100 anos, na zona do Mediterrdneo e
na Califérnia [43]. Atualmente é considerada como um conjunto de doencas, denominando-
se complexo da doencga da esca, dividindo-se em duas: esca (“white wood rot”) e a doenca
vascular. A doencga vascular pode-se manifestar de trés formas: “brown wood streaking”,
doenca de Petri e doenca das folhas-riscadas da vinha (“grapevine leaf-stripe disease” - GLSD)

[44].
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Os principais fungos responsaveis pelo complexo de doenca da Esca sdo Phaeomoniella
chlamydospora, Phaeoacremonium aleophilum e Fomitiporia mediterranea.

O ascomicota Phaeomoniella chlamydospora (W.Gams, Crous, M.J. Wingf. & L.
Mugnai) (Reino: Fungi > Filo Ascomycota >  Classe: Eurotiomycetes >  Ordem:
Phaeomoniellales > Familia: Phaeomoniellaceae > Género: Phaeomoniella > Espécie:
Phaeomoniella chlamydospora [45]) de entre os trés mencionados é dos mais agressivos e o
mais encontrado em qualquer zona do globo [46]. Este é capaz de causar Esca em videiras
maduras (> 7 anos), doenca de Petri em videiras jovens (< 7 anos) [10] e ainda “brown wood

streaking” [47].

A sua reproducdo serd apenas clonal (assexuada), ja que ainda ndo foi descrito um
teleomorfo, evidenciado pela homogeneidade das populacGes estudadas em paises como

Italia, Espanha e mesmo Nova Zelandia [46].

Como acontece em qualquer doenca do tronco, o fungo cresce lenta e silenciosamente
e s6 apresenta sintomas ao nivel das folhas (sintomas visiveis) quando ja é tarde demais para
evitar a perda da planta na sua totalidade [44]. Ha inclusive estudos que apontam para a
presenca de indculos aéreos (esporos) que sdo libertados durante a queda de chuva [48] e nas
condic¢Oes climaticas podem infetar a planta através de feridas suscetiveis [49]. Alguns dos
principais sintomas do complexo da doenca da esca estdo apresentados na Tabela 2.

Caso uma planta se encontre afetada pelas duas doencas do complexo da doenca da
esca em simultaneo passa-se a designar “esca proper” [44].

Em casos mais avancados de infegdo pode evoluir para apoplexia, sendo a forma aguda
da GLSD e/ou da “esca proper” [50]. A apoplexia acontece muito rapidamente (em apenas
poucos dias) e é favorecida em estagGes do ano mais quentes, principalmente se a época de
chuva for seguida de um clima seco e quente. Os principais sintomas sdo a completa secura
de toda a vinha, mesmo dos frutos; as folhas verdes primeiro tornam-se palidas (clorose) e de
seguida verde-acinzentadas [51]. Pensa-se que os sintomas foliares da esca se originam no
transporte de toxinas do caule para as folhas e/ou da interrupg¢do do fluxo de seiva nos vasos

condutores [52].
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Tabela 2 - Sintomas da doenga vascular provocada por Phaeomoniella chlamydospora [47].
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Numa doenga caracterizada pela sua agressividade e facilidade de infegdo, (ex.
eutipiose, “black dead arm”, “black-foot disease”) é imprescindivel por em pratica um
conjunto de medidas, que passam pelos métodos agricolas, higienizacdo, controlo bioldgico e
tratamento quimico [53]. Uma vez que ainda ndo existem formas de erradicar a doenga, o
controlo em videiras ja afetadas passa pela remocao das partes mortas da vinha e realizacdo
de novo enxerto das vinhas afetadas, aplicacdao de protetores quimicos (ex. metil tiofanato -
C12H14N404S;) ou bioldgicos nos pontos/feridas de poda para reduzir a proliferacdo da doenca
e biocontrolo. Também é importante a desinfecdo do material usado na poda, sendo o mais
usual o tratamento com agua quente [44], uma vez que as feridas causadas pela poda sdo o
local mais suscetivel a entrada dos fungos patogénicos das doencas do lenho [52]. Os
fungicidas usualmente aplicados e que apresentam melhores resultados sdo o benomil
(C14H18N403), fenhexamida (CiaH17CI2NOy), fosetil-aluminio (CsH1sAlOgP3), piraclostrobina
(C19H18CIN304), pirimetanil (Ci2H13N3), tebuconazol (CisH22CIN3O) e metil tiofanato
(C12H14aN404S;) [48].

O arsenito de sddio é o Unico pesticida que apresenta um controlo eficaz no
tratamento da doencga. Contudo, em 2001 este comecou a ser banido em alguns paises,
incluindo Portugal, uma vez que apresenta uma elevada toxicidade, é carcinogénico, provoca
danos citogenéticos e irritagdes cutaneas, oftalmoldgicas e respiratérias [54]. Nos ultimos
anos tém sido procurados e estudados novos métodos para o tratamento da doenca face a
auséncia de estratégias de controlo. Alguns estudos focam-se no uso de microrganismos para

controlar os fungos patogénicos associados a esca [55].

1.5. O uso de fungicidas

Em Franca, um dos paises com a maior producdo de vinho do mundo, de todos os tipos
de pesticidas aplicados, cerca de 80% sdo fungicidas [56]. O mais usado é a mistura de
Bordeaux, a base de cobre (Cu), que tem efeitos téxicos em tecidos jovens e é corrosivo.

Outros fungicidas quimicos incluem: metalaxil, tiofanato-metilo e cimoxanil [57].

A vinha esta dependente deste tipo de controlo, uma vez que tem um papel fulcral na

prevencao do aparecimento de pestes e doencas, controla as ervas envolventes, aumenta os
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niveis de rendimento dos frutos e assegura uma boa qualidade do vinho [53]. Mas, tudo isto
a custa de contaminar o ambiente, causar fitotoxicidade, poder destruir outras espécies
envolta e que por vezes sao benéficas ao controle de pragas e promover o aparecimento de

resisténcias [58].

Um problema importante prende-se na deposicdo destes compostos na agua e no
vinho, que serdo para consumo humano [59]. Um estudo recente feito em Portugal mostra
como alguns destes compostos persistem nos solos, mesmo passados anos da sua aplicagao,
tornando o solo 4cido e pobre em macronutrientes. O seu arrastamento para cursos de agua

é facilitado em vinhas plantadas em socalcos, como acontece no Douro [60].

Mais do que nunca, ha a necessidade de encontrar alternativas vidveis quer a nivel

ambiental ou social. Como é o caso dos dleos essenciais.

1.6. Oleos essenciais (OE)

Os 6leos essenciais (OE) podem ser obtidos através das flores, raizes, tronco, folhas,
frutos, sementes ou outras partes de uma planta, e tém o mesmo nome que a planta de onde
é obtido. Foram explorados pela maioria das civilizagdes da Histéria, com aplicagdes que vao
desde a culindria a medicina, passando pela cosmética e perfumes. S3o misturas complexas,
normalmente liquidas a temperatura ambiente, formadas no citoplasma das células, mas
normalmente acumuladas em tecidos e estruturas especificas (como os tricomas e canais
secretores), volateis e aromaticas. A constituicdo do OE varia muito dentro da mesma espécie,
dependendo da zona da planta de onde é retirado, do método de extracdo, das caracteristicas
genéticas da planta, do local de cultivo, da altura de colheita e do estado de desenvolvimento
e da idade da planta [61] [62]. Na planta, tém como funcdo a atrair agentes polinizadores,
usados como mecanismo de defesa, repelente, irritante, e conferem a planta protecao

antifungica e antibacteriana [61].

Os métodos de extracdo mais usados englobam a destilacdo (hidrodestilacao,
destilacdo por vapor ou uma juncdo de ambas), extracdo a frio, por solvente, enfleurage, e
outros métodos recentemente desenvolvidos como a extracdao com fluidos supercriticos e

extracdo assistida por micro-ondas ou ultrassons. A forma como sdo extraidos influencia
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muito a composi¢ao quimica, provocando diferengas na quantidade dos compostos presentes,
mas sao maioritariamente constituidos por metabolitos secunddrios lipofilicos e altamente

volateis - terpenos (ex. mono e sesquiterpenos) e fendis alilicos e isoalilicos [61] [63].

Os OE tém vindo a ser considerados como uma boa hipétese alternativa aos fungicidas
quimicos. As suas caracteristicas antifungicas ja sdo estudadas e conhecidas ha muitos anos,
sendo que alguns ja sdo aplicados na medicina, e agora comeca-se a verificar que sdo boas
opg¢des no combate a patogénicos de plantas e frutas, pois as suas propriedades fungitdxicas
(acdo antimicrobiana) acumulam a capacidade de eliciar respostas de defesa no hospedeiro
(acdo antimicrobiana indireta) [57] [64] [65]. Adicionalmente, ndo apresentam sinais de

desenvolvimento de resisténcia por partes de microrganismos patogénicos [66].

As formas de utilizacdo de OE como fungicidas podem tomar varias formas, podendo

ser aplicados por [67]:

o Imersdao — Método pratico de higienizagao;

o Vaporizacdo — Como “atmosfera protetora” de embalagens (embalagens ativas) [68]
ou aplicado em camaras de armazenamento;

o Revestimentos (coatings) — Mais trabalhoso, requer o revestimento de cada fruto
(bago);

o Revestidos por nanoparticulas, para aplicagdes na preservagdo de alimentos.

Como desvantagem, ha o problema de serem extremamente volateis e bioativos,
sendo que os aromas libertados pelo 6leo podem alterar as caracteristicas organoléticas das
uvas e consequentemente do vinho [64] [67]. Este aspeto pode ser revertido pela jungao de
varios OE numa mistura, e num estudo recente demonstrou-se que também tém a capacidade
de serem mais eficazes na limita¢cdo do crescimento e prolongamento da fase de laténcia de

fungos [69].

Uma vez provada a eficaz atividade antifungica dos OEs aplicados, um dos objetivos
tracados por investigadores para o futuro, passa por desenvolver um método mais completo,
gue combine a concentracdo de OE, duracdo do tratamento, tempo de aplicacdo e tipo de OE

[64].
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1.6.1.0leo Essencial de Cinnamomum zeylanicum Blume

Cinnamomum zeylanicum, da familia Laureaceae, uma planta tropical perene, nativa
do Sri Lanka, e que cresce em Madagascar, India e Indochina [70], é a planta de onde se extrai
a canela e o d6leo essencial com o mesmo nome. Apresenta um aroma bastante forte e
caracteristico e tem vindo a ser estudado pelas suas propriedades antimicrobianas,
inseticidas, antioxidantes, anti mutagénicas, tendo um grande papel na reducdo da incidéncia
de doencas cardiovasculares, ajuda nas fung¢des cognitivas e reduz o risco de cancro do colon
[71]. Foi classificado como seguro (GRAS — Generally recognized as safe) pela USFDA (United
States Food and Drug Administration) [67], pelo que pode ser usado como constituinte em

drogas ou alimentos. E usado na
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capacidade de danificar as células dos fungos, dificultando o seu desenvolvimento, e
conseguem neutralizar radicais livres, que sao produzidos pela planta em resposta a infe¢ao

[67].

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) é um composto aromatico presente nas folhas de C.
zeylanicum em cerca de 70 a 75 %. Tem um papel importante na composi¢ao do OE de canela,
com propriedades antioxidantes, nematodicidas, inseticidas, bactericidas, anti-inflamatério,
anestésico e fungicida [73]. E usado em perfumes, como aromatizante ou mesmo como

antissético local contra bactérias em alimentos [74].

1.6.2.0leo Essencial de Cymbopogon nardus L.

Cymbopogon nardus, de seu nome comum citronela, € uma planta indigena do Sri
Lanka e é também cultivada no Mianmar, Malasia, Indonésia, llhas Fiji, India [75], Tailandia,
América central e do sul e Africa, da familia Poaceae (Gramineae). Ndo produz flores, pelo que
se propaga por sementes ou por divisdes da raiz. E usado na industria alimentar como
conservante de caracteristicas organoléticas e neutralizante de patogénicos. E também

onsiderado GRAS pela USFDA [76]. Tem como principal aplicacdo o uso em fdrmulas
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tém um papel na inativagdo de fungos patogénicos [76] [79]. Possui capacidades
antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes, analgésicas, anti nociceptivas, neuro

comportamentais e inseticidas [80].

Pode ser extraido por destilacdo por arrasto de vapor ou extracdo com fluido

supercritico [76].

Estudos ja demonstraram o seu efeito contra alguns fungos patogénicos, incluindo

Botrytis cinerea, podendo ser um bom aliado a conservacao de alimentos apds colheita.

1.6.3.0leo Essencial de Melaleuca alternifolia L.

Esta planta indigena da Austrdlia, Nova Zelandia, Papua Nova Guiné, Ilhas Salomao,
Indonésia, Malasia, Mianmar, Camboja, Tailandia e Vietname é a espécie mais importante do
género Melaleuca [81], sendo conhecida como &rvore do cha. E um arbusto/pequena drvore
da familia Myrtaceae que se consegue adaptar a uma grande variedade de habitats, mas
desenvolve-se melhor em ambientes quentes e humidos [81] [82].

E tradicionalmente utilizada para tratamento de feridas, picadas de insetos e infecdes
cutaneas, tendo sido bastante usada na Il Guerra Mundial pelos soldados Australianos como
repelente de insetos e agente antimicrobiano [81].

Atualmente é usada também na industria cosmética, pelos seus efeitos antimicrobianos,
em especial para o tratamento da acne, em cremes, champds ou protetores solares [81].

Ja se provou ter propriedades antibacterianas, antivirais e antifungicas [82]. De entre os
mais de 100 componentes na sua constituicdo quimica, o ativo responsavel pelas
propriedades antimicrobianas € um monoterpeno — terpineno-4-ol (Figura 6), representando
pelo menos 30%, sendo que pode variar bastante dependendo da estirpe, clima, idade das
folhas, tipo de maceracdo e duracdo do processo de hidrodestilacao [81] [82].

Embora o referido monoterpeno seja o principal agente antibacteriano, estudos
mostraram que o efeito é maior quando aplicado o OE e ndo apenas terpineno-4-ol. Nas
células do agente patogénico, os terpenos interagem com a membrana celular alterando a sua

permeabilidade [82].
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Figura 6 - Estrutura quimica dos constituintes de Melaleuca alternifolia [78].

1.6.4.0leo Essencial de Thymus mastichina L.

Esta espécie da familia das Lamiaceae, conhecida por tomilho bela-luz, sal-puro,
amaraco ou tomilho-alvadio-do-algarve, é uma erva perene endémica que cresce um pouco
por todo o territorio Portugués, sendo observada com maior incidéncia na zona de Tras-os-
Montes, Beira Interior e Algarve. Cresce preferencialmente em margens e declives de estrada,
campos de cultivo abandonados, rochas, florestas de pinheiros e em substrato de pedra

calcaria [83].

O género Thymus é normalmente associado a propriedades antifungicas (82), e esta
espécie endémica Portuguesa em particular é considerada uma planta medicinal, com
propriedades antissépticas, antiespasmaédicas, expetorante e acdo redutora de flatuléncia, e
também bastante usada na cozinha tradicional Portuguesa em temperos de carne ou como

aromatizante [84].

Estudos ja comprovaram o seu efeito contra patégenos como Staphylococcus aureus,

Helicobacter pylori e Candida albicans [84].
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O OE é geralmente extraido pelo método de hidrodestilagao, e os compostos principais
sao o 1,8- cineole, linalool e borneol (Figura 7) [84]. A composicdo do OE pode variar
dependendo da espécie, caracteristicas ambientais e ecoldgicas do local em que a planta

cresceu, condi¢gdes agrondmicas, tipo de extracdo e altura da colheita [85].
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Figura 7 - Estrutura quimica dos constituintes de Thymus mastichina [110].

1.6.5.0leo Essencial de Porophyllum ruderale Jacq.

Amplamente distribuida desde o sudoeste dos EUA a América do Sul, esta erva
aromatica da familia Asteraceae [86], adota os nomes comuns: couve cravinho, couvinha e
cravo urubu [87]. Para além da espécie referida, o género Porophyllum contempla mais de 28
espécies, mas esta em particular é destacada por ter nas folhas, longitudinalmente a margem
e até ao interior e dispersas por toda a lamina, glandulas secretoras translucidas, que na planta

agem como defesa contra insetos ou microrganismos [88].

O OE é extraido por hidrodestilacdo, destilacdo das raizes secas [88] e das folhas [87].
E usado na medicina tradicional como cicatrizante, tratamento de dores em geral, com ac¢do
anti-inflamatodria, antibacteriana e antifungica. Deve a ag¢do cicatrizante a presenca de

compostos fendlicos na sua composicao [89].
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Os componentes do OE mais encontrados sao monoterpenos como o limoneno,
sabineno e mirceno nas folhas (Figura 8), o que confirma que a agdao antimicrobiana esta

relacionada com este éleo produzido em glandulas secretoras [88].

CHsy CHy

HEC& CH- HalC CHs

Limonenao B - mirceno

Figura 8 - Composi¢do quimica de Porophyllum
ruderale [111].
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Objetivos

O principal objetivo deste trabalho de investigagdao centra-se na procura de uma
alternativa mais ecolégica e socialmente aceite a utilizacdo de fungicidas quimicos, que
representam uma grande parte do controlo antifungico aplicado atualmente, indo de

encontro as novas necessidades de mercado e mudanga de mentalidades.

Neste trabalho, testando cinco OEs diferentes (Cinnamomum zeylanicum,
Cymbopogon nardus, Melaleuca alternifolia, Thymus mastichina e Porophyllum ruderale) em
contacto com trés espécies de fungos patogénicos da videira (Armillaria mellea, Botrytis

cinerea e Phaeomoniela chlamydospora), pretende-se:

o Avaliar a capacidade de inibicdo do crescimento micelar e da germinagdo de esporos
em contato com o OE;

o Estudar o efeito de um composto ativo maioritario de um OE (eugenol) na germinacao
de esporos de B. cinerea;

o Aplicacdo do referido composto maioritario encapsulado em microparticulas para
avaliagdo da inibicdo da germinac¢ao de esporos;

o Testar um produto quimico, ja comercializado, na inibicdo do crescimento do micélio

das trés espécies testadas.
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2. Materiais e Métodos
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2.1. Material biolégico

Duas das trés culturas utilizadas nos ensaios realizados foram obtidas através da
propagacao de culturas da Colecdo de Recursos Biolégicos do Departamento de Biologia da
Escola de Ciéncias da Universidade do Minho, preservadas em glicerol e mantidas a -80 °C:
Armillaria mellea (E2), Phaeomoniella chlamydospora (P50). A espécie Botrytis cinerea foi
propagada a partir de uma estirpe do aluno de Doutoramento da Universidade do Minho,
Richard Gongalves, orientado pelo Professor Hernani Gerds. Todas as culturas foram mantidas
a4 °C em camara frigorifica e repicadas pelo menos uma vez por més, para manter as culturas

jovens e com condi¢Ges favoraveis de crescimento.

A. mellea e P. chlamydospora desenvolveram-se em meio com malt extract agar (MEA)
— bacto malt agar (Difco) a 4,5 %, glicose (2 %) e peptona (0.6 %), a temperatura média de
30 °C, durante aproximadamente 15 dias. Ja B. cinerea, foi propagada em meio potato
dextrose agar (PDA) - preparado com caldo de batata (20 %), glicose (2 %) e agar (2 %), a

temperatura média de 25 °C, durante aproximadamente 15 dias.

2.2. Avaliagao da atividade antifungica

2.2.1. Testes da inibicdo do crescimento micelar com 6leos essenciais

Em condicGes in vitro, culturas de A. mella, B. cinerea e P. chlamydospora com
cerca de 15 dias de crescimento foram inoculadas em contacto com os OE segundo o
método usado por Guynot et al. [92]. Utilizou-se o mesmo método de avaliacdo para todos

os fungos.

Um indculo com cerca de 6mm de didmetro, retirado da zona mais distante ao
centro da cultura, foi colocada no centro de uma placa de petri (55 mm) em meio de
cultura [93] . No centro da tampa da placa, exatamente por cima do inéculo, posicionou-
se um quadrado de papel de filtro (1 cm?) que foi depois impregnado com quatro
guantidades diferentes de OE (2 uL, 5 pL, 10 pL e 25 pL) (Figura 9). As placas foram depois

seladas com parafilme e colocadas em sacos fechados (um para cada OE), para evitar a
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perda de OE por evaporacao [94] . Para cada concentracdo de OE fizeram-se triplicados.
Paralelamente, fizeram-se controlos. Estes ndo continham papel de filtro nem qualquer
OE, apenas o indculo, para se avaliar as diferengas no crescimento da cultura com e sem

o efeito de OE.

Os ensaios de crescimento decorreram durante pelo menos 20 dias, a uma
temperatura constante e no escuro, com as placas invertidas. No caso de P.
chlamydospora e de A. mellea a temperatura utilizada foi de 30 °C e para B. cinerea foi de
25 °C. Semanalmente foram captadas fotografias (usando sempre a mesma maquina,
Cannon 700D, resolucdo, distancia e posicionamento das placas) para avaliar o
crescimento micelar, em didmetro (mm), da coldnia. A captacao das fotografias foi feita

pelo menos uma vez por semana.

Cultura inicial

Papel

de filtro
[l m

Placa de petri Tampa

Figura 9 - Esquema do método usado para avaliagdo da inibigdo do crescimento micelar.

2.2.2. Testes da inibicdo do crescimento micelar com Mekzol

Paralelamente aos ensaios de inibicao de crescimento do micélio do fungo com OE,
testou-se o efeito de um produto antifungico sintético, o Mekzol, ja comercializado e usado
em sobreiros. Este produto é usado para limpeza e desinfecio de ferramentas de
descorticamento e poda de sobreiros, criada pelo CTCOR — Centro Tecnoldgico de Cortica e a
empresa “Frosch Chemie”. Visa substituir o método até entdo usado, que consistia em
imersdo da lamina do machado em alcool, formol ou dgua oxigenada (pontual). Apresenta-se
como um biocida de amplo espectro de atuacdo, adaptado a uma utilizacdo em rotina de

limpeza e desinfecdo in situ por pulverizacdo das ferramentas de corte, com as seguintes
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caracteristicas: a) Produto estabilizado em base aquosa, garantindo uma aplicagdo facil e
indcua; b) Nado corrosivo, preservando a integridade das laminas e /ou serras das ferramentas
de corte; c) Elevado poder desincrustante, facilitando deste modo a acdo de limpeza; d)
Incorporac¢do na sua formagdo de ceras e polimeros de peso molecular médio, permitindo
uma adequada e prolongada fixacdo dos ingredientes ativos nas superficies de corte a

desinfetar.

Este produto foi usado com o objetivo de comparagao versus os 6leos essenciais,
exatamente nas mesmas condicdes e quantidades. Pretende-se perceber se podera ser usado

como desinfetante de tesouras de poda usadas na colheita das uvas/poda das videiras.

2.2.3. Teste da inibicdo da germinacdo de esporos de B. cinerea

Em culturas de Botrytis cinerea, com a idade de 15 dias, foi colocada dgua estéril (10
mL). As placas foram raspadas e as solu¢des obtidas foram posteriormente filtradas com gaze
esterilizada, para se obter uma solugao contendo exclusivamente esporos. Estes esporos
foram depois contados com a ajuda de um hemocitdémetro, ao microscopio, para determinar

o numero de esporos por volume de meio, e a solugdo foi conservada a -20 °C.

De seguida, 100 plL da suspensdo de esporos foi inoculada em meio liquido de batata

(PDA sem agar, PD), em tubos “eppendorf”, juntamente com varias concentracoes (Figural0):

o No caso dos OEs de C. zeylanicum, OE de P. ruderale foram testados 0,2 uL, 0,5 uL
elpuL;

o O eugenol foi dissolvido em alcool 70 % para se obter um volume final de
aproximadamente 2x10° uL/mL, do qual foram retiradas e testadas as mesmas
guantidades que no caso dos ensaios com os OE, 0,2 uL, 0,5 uLe 1 uL, de forma a
haver uma uniformizacao de processos;

o 0O eugenol encapsulado em microparticulas foi gentilmente cedido pela LEPABE,
Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto. As microparticulas
encontravam-se revestidas em acetato de etilo, com 0,10 mg de eugenol/mg de
nanoparticula. As microparticulas foram suspendidas em Zemea®, um solvente,

gue ao contrario da dgua, permite que as microparticulas ndo se agreguem e assim
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tornar a suspensao mais homogénea. Testaram-se as quantidades 0,2 uL, 0,5 uL e

1uL, de uma suspensao de 1 mL de Zemea® e 1 mg de microparticulas;

Realizaram-se 3 réplicas para cada concentracio de OE e eugenol (puro e
encapsulado) testada e ainda controlos apenas com a suspensdo de esporos, para avaliacdo
da germinagao em condi¢Ges 6timas de crescimento. Para perceber se o Zemea® influencia
de alguma forma o desenvolvimento dos esporos foram feitos controlos s6 com este e em

conjunto com a suspensdo de esporos.

De seguida, os tubos “eppendorf” foram selados com e parafilme para evitar a perda
de compostos dos OEs, por evaporacdo, e mantidos a 25 °C. Retiraram-se amostras as 12 h,
24 h e 48 h seguintes a inoculacdo para avaliacdo do nimero de esporos germinados. Foram
contabilizados como germinados os esporos que apresentavam um tubo germinativo de

tamanho igual ou superior ao esporo.

71Q0ul_

OE

Suspensdo
de esporos

Meio liquido PD

Figura 10 - Esquema do método usado para avaliagdo da inibigdo da germinagdo de esporos.

A evolucdo do desenvolvimento e germinacdo de esporos de B. cinerea foi feita através
de captacdo de imagens de amostras recolhidas. Recorrendo ao Microscépio de Fluorescéncia
“Leica” (modelo DM5000B+CTR5000+ebq100), foram observadas e recolhidas fotografias

para contagem de esporos, germinados ou ndo.
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Posteriormente fizeram-se contagens e medi¢des do tamanho do tubo germinativo

dos esporos com recurso ao programa “Image J”.

2.2.4. Tratamento de dados e anadlise estatistica

O tratamento dos dados foi executado usando o programa Graph Pad Prism 7 (Graph

Pad Software, Inc., San Diego, CA,USA).

A inibicdo de crescimento micelar foi calculada usando a equagdo 1, em que D

representa o didmetro da coldnia no ultimo dia do ensaio.

D com OE
D sem OF

% inibicdo crescimento micelar = (1 — )x 100 [1]

O calculo da percentagem de inibicdo da germinacdo dos esporos de B. cinerea

(equacdo 2) surge da adaptacdo da equacao 1:

% germinagido com OFE

% inibicao germinagao = (1 - )x 100 [2]

% germinagido sem OFE

Procedeu-se a comparacdo de resultados com recurso a uma Analise de Variancia
(ANOVA) de uma via, em que a comparac¢ao das médias foi feita pelo teste de Tukey. O nivel

de significancia considerado foi a=0.05 (p < 0,05).
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3. Resultados e discussao
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3.1. Analise quimica dos 6leos essenciais

A andlise quimica dos OEs, feita através de cromatografia gasosa acoplada a um
espectometro de massas (CG-MS), de C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifdlia e T. mastichina,
foi anteriormente efetuada pelo Doutor Alberto Dias (CBMA - UM). O OE de P. ruderale foi
extraido das folhas e analisado pela mesma técnica acima citada pelo Dr. Adilson Sartoratto
(CPQBA/ Unicamp), e gentilmente cedido pela investigadora da Empresa de Pesquisa

Agropecudria de Minas Gerais e aluna de doutoramento Maira Fonseca.

Na Tabela 3 estd identificada a abundancia destes componentes (%), onde se consegue
verificar diferencas entre os OE. A verde estdo identificados os componentes maioritarios de

cada OE.

Tabela 3 — Componentes dos OEs de C. zeylanicum, C.nardus, M. alternifolia, T. mastichina e P. ruderale.

1,8-cineol - 0,75 4,2 42,78 -
At.:etato de i 187 ) ) ]
citranelol
Acetatc.> de 321 ) ) ) ]
geraniol
Benzoa?o de i 0,31 ) ) ]
benzilo
Cadineno - - - - -
Cadinol - 2,75 - 4,25 -
Canfeno 0,31 - - 1,45 -
Canfora - - - 1,5 -
Cinamaldeido - 0,5 - - -
Cinamil-acetato - - - - -
Cis-ocimeno - 0,48
Citranelol - 10,25 - - -
Citronelal - 37,12 - - -
Elemol 3,5 - - 1,85 -
Espatulenol - - - - 5,16
Eugenol 78 5,67 - - -
Geraniol - 24,75 - - -
Germacreneno 4,25 - - - -
Guaiol - - - - ;
Limoneno 0,3 0,75 - - 2,10
Linanol 2,75 - - 12,57 -
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Mirceno 0,87 - - 1,75 -

Mircenol - - - 9,58 -
Neral - 6,25 - - -
P-cimeno 1 - 4,75 - -
Sabineno - - - - 1,62
Terpineno-4-ol - - 42,75 - -
Trans - ocimeno - - - - 75,02
Y-terpineno - - 18,56 - -
a -terpineol - 2 3,5 9 -
o -terpinoleno - - 2,97 - -
a-felandreno 0,55 - - - ;
o-terpineno - 1,5 7,5 - -
a-terpineno - - - - -
B -cariofileno - 1,35 - - -
B -eudesmol - 0,96 - - -

B -pineno - - 5,35 9,36

B-elemeno 1 - - - -
% Total 96,71 98,28 87,9 93,18 87,92

O OE de C. zeylanicum tem como componente principal o eugenol, que representa
78 % dos constituintes totais do OE. O eugenol é ja descrito como principal constituinte. S.
Combrinck et al., num estudo em que analisa a composi¢do de 18 OE extraidos de diferentes
plantas, por GC-MS, observa que o eugenol é o componente principal do OE de C. zeylanicum,

com um total de 81,2 % [95].

No caso de C. nardus, observa-se que os principais componentes sdo o citranelal
(37,12 %), o geraniol (24,75 %) e o citranelol (10,25 %). Esta analise vai de encontro ao
reportado por Toledo et al., que identifica os principais componentes como sendo o citranelal

(27,87 %), seguido por geraniol (22,77 %), geranial (14.54 %) e citranelol (11.85 %) [79].

Quanto a M. alternifolia, o seu componente maioritario é o terpineno-4-ol (42,75 %),
seguido por Y-terpineno (18,56 %). Segundo a Organizacao Internacional de Normalizacdo,
ISO, o OE de M. alternifolia deve conter entre 30 a 48 % de terpineno-4-ol e de 10 a 28 % de
Y-terpineno, valores que se assemelham a presente andlise quantitativa e qualitativa do OE

[81].
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O OE de T. mastichina tem 1,8-cineol (42,78 %) e linanol (12,57 %) como seus
componentes maioritdrios [90]. L. R. Salgueiro et al., publicou em 1997 um estudo que
compara a composicao de OEs diferentes populacdes de Thymus, em que Thymus mastichina

apresenta como componente maioritarios o 1,8-cineol (53,3 %) e o linanol (5,5 %) [91].

O OE extraido de P. ruderale tem como componentes maioritdrios o trans-ocimeno
(75,02 %), o B -pineno (9,36 %) e o espatulenol (5,16 %). Fonseca et al. identificou em 2016 os
componentes presentes principais encontrados no OE de P. ruderale, extraidos das folhas ou
flores da planta, colhidas em diferentes alturas de desenvolvimento da planta. Concluiu que
para OEs extraidos das folhas um dos dois componentes maioritarios sdo o trans-ocimeno e o

B -pineno, com valores que variam conforme a altura a colheita [96].

3.2. Avaliagao da atividade antifungica

Inibicdo do crescimento micelar por acdo de 6leos essenciais

O crescimento micelar de cada placa foi registado através de fotografias ao longo dos dias
de incubacdo e posteriormente foi medido o diametro da cultura de cada réplica com recurso

ao programa “Image J” [97].

Nas tabelas 4, 5 e 6 estdo apresentadas fotografias do controlo de uma das trés réplicas

de cada quantidade de OE, das diferentes espécies fungicas, no ultimo dia do ensaio.

a) Inibicdo do crescimento micelar de A. mellea

Na Tabela 4 encontram-se fotografias que mostram o desenvolvimento das culturas
de A. mellea, crescendo em contacto com os OEs de C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifolia,
T. mastichina e P. ruderale, nas quantidades 2 , 5 uL, 10 pL e 25 plL versus o controlo, no final
do ensaio. Para cada OE escolheu-se uma fotografia de uma das réplicas para cada quantidade

aplicada.
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Tabela 4 - Comparagdo do efeito de cinco OE (C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifolia, T. mastichina, P. ruderale) em
diferentes quantidades (2 uL, 5 uL, 10 pL e 25 pL) no crescimento micelar em Armillaria mellea no final do ensaio.

C. zeylanicum

C. nardus

M. alternifolia

T. mastichina

P. ruderale

Os seguintes gréficos (Figuras 11-15) mostram o desenvolvimento de A. mellea em
contacto com os diferentes OE versus o controlo. Em cada grafico observam-se as curvas de
crescimento, que resultam da medicdo do didametro (mm) do micélio do fungo desta espécie.
Consegue-se, assim, perceber de forma simples qual foi o comportamento do fungo ao longo

do periodo de incubagao.
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Crecimento micelar de A. mellea com OE C. zeylanicum

60 1
== Controlo

— 2puL
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£ 5uL
° —*— 10pL
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c == 25uL
©

[a]

0 5 10 15 20 25

Tempo (Dias)

Figura 11 - Crescimento micelar (mm) de A. mellea em contato com OE de C.zeylanicum nas quantidades 2 uL, 5 uL, 10 pL e
25 plL ao longo do ensaio.

O OE de C. zeylanicum, na quantidade mais baixa de OE, 2 uL, provoca uma fase de
adaptacdo maior que a do controlo, mais 7 dias, atingindo a coldnia um diametro de 29 mm,
apos 15 dias de crescimento. Na quantidade de 5uL de OE, o crescimento sé aconteceu no
final do ensaio, atingindo em média 18 mm de didametro, este acontecimento sugere que pode
ter havido fuga do OE com o tempo decorrido ou perda da capacidade deste. Nas
concentragdes mais altas, 10 pL e 25 L, a cultura nao se desenvolve da mesma forma; nao
apresenta crescimento micelar, mas exibe uma auréola branca em volta do disco de A. mellea

inoculado, que podera representar a reagdo do OE com o prdprio meio de cultura.

Crescimento micelar de A. melleacom OE C. nardus

60
== Controlo

2pL
5uL

10pL

bt

25uL
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Tempo (Dias)

Figura 12- Crescimento micelar (mm) de A. mellea em contato com OE de C. nardus nas quantidades 2 pL, 5 pL, 10 pL e 25 pL
ao longo do ensaio.
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No caso do OE de C. nardus, quando aplicados 2 L, o micélio do fungo alcanga uma
média de 36 mm de diametro, com 5 uL chega aos 27 mm e com 10 plL apenas cresce em
média 19 mm. Tendo em conta que o controlo atinge 38mm foi visivel uma diminuicdo do

desenvolvimento do fungo quanto maior foi a quantidade de OE aplicado.

Crescimento micelar de A. mellea com EO M. alternifolia

60
== Controlo

— 2puL
1S
S 5uL
° &= 10pL
)
£ —— 25uL
©
[a}

0 5 10 15 20 25

Tempo (Dias)

Figura 13— Crescimento micelar (mm) de A. mellea em contato com OE de M. alternifolia nas quantidades 2 uL, 5 uL, 10 uL e
25 plL ao longo do ensaio.

Aplicando o OE de M. alternifolia, apenas é notdria uma ac¢do antifungica na maior
guantidade de OE aplicado, 25 pL. Mas houve alguma diferenca entre o crescimento da cultura
de controlo, 38 mm, e das restantes em contacto com o OE - 2 pL com 37 mm, 5 pL com
33 mm e 10 yL com apenas 11 mm. De salientar, ainda, que na maior quantidade sé acontece

desenvolvimento do micélio no final do ensaio.

Crescimento micelar de A. melleacom OE T. mastichina

60
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2uL
5uL

10pL
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Diametro (mm)
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Figura 14 - Crescimento micelar (mm) de A. mellea em contato com OE de T.mastichina nas quantidades 2 uL, 5 uL, 10 uL e
25 pL ao longo do ensaio.
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Em relagao ao OE de T. mastichina, verifica-se uma diminui¢ao do desenvolvimento da
cultura em relagao ao controlo, tendo em conta que o micélio alcanga uma média de 38 mm
de didmetro, sendo que no caso das réplicas com menor quantidade de OE aplicado, 2 plL,
atinge 35 mm, nas com 5 pL chega aos 28mm, com 10 uL cresce uma média de 32 mm, e no

caso de 25 plL apenas chega aos 10 mm de didmetro.

Crescimento micelar de A. melleacom OE P.ruderale

60 1
=% Controlo

— 2uL
£
IS 5uL
° == 10uL
)
£ —— 25uL
<
[a)

0 5 10 15 20
Tempo (Dias)

Figura 15 - Crescimento micelar (mm) de A. mellea em contato com OE de P. ruderale nas quantidades 2 uL, 5 uL, 10 uL e 25
uL ao longo do ensaio.

J& o OE de P. ruderale ndo apresenta diferencas significativas observdveis no
desenvolvimento da cultura. O controlo chega a uma média de 48 mm, as réplicas das
quantidades 2 pL, 5 puL e 10 pL chegam a um diametro idéntico — 42, 44 e 43, respetivamente

— e as culturas onde foi aplicada a quantidade mais elevada, 25 L, cresce em média 34 mm.

De forma a ficar mais clara a interpretacao do efeito dos OE, é calculada a percentagem
de inibicdo para cada quantidade (Figura 16) ao 139 dia, dia em que ainda se verifica
crescimento também do controlo. A andlise estatistica revela as semelhancas e diferencas das

diferentes quantidades dos diferentes OE versus o controlo.
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% Inibicdo do crescimento micelar em A. mellea
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Figura 16 - Percentagem de inibigdo do crescimento micelar de A. mellea em contato com OE de C. zeylanicum, OE de C.
nardus, OE de M. alternifolia, OE de T. mastichina e OE de P. ruderale em diferentes quantidades (2 uL, 5 pL, 10 uL e 25 pulL)
no 132 dia de ensaio.

O OE de C. zeylanicum, para a quantidade de 2ulL de OE apresenta uma percentagem
de inibicdo de cerca 56 %. Para as restantes quantidades chega a 100 % de inibicao do
crescimento do micélio. A andlise estatistica indica que ha diferencas significativas entre os
2 uL e as restantes quantidades aplicadas, sendo que estas sao idénticas entre si. Isto quer
dizer que o OE provoca 100 % de inibicao do crescimento micelar de A. mellea quando
aplicado em quantidades superiores a 5 L. Este OE foi o que apresentou melhores resultados
na inibicdo do crescimento micelar em A. mellea, demonstrando o seu efeito antifungico ja

provado para outras espécies [98].

O OE de C. nardus apenas apresenta inibicao do crescimento micelar de A. mellea
guando aplicados 25 puL de OE, onde a inibicdo do crescimento é de 100 %. Em relacdo a
analise estatistica, a quantidade aplicada de 2 pl é estatisticamente diferente em relacdo as
restantes quantidades, sendo que estas nao apresentam diferencgas entre si. Para que o efeito
do OE seja satisfatorio devem ser aplicadas quantidades acima de 5 pL, ja que a partir desta

quantidade hd uma inibi¢cao do crescimento micelar superior a 50 %.

Quanto ao OE de M. alternifolia, a agao antifungica é de quase 100 %, quando aplicados
25 uL. A andlise estatistica revela que 2 pL ndo apresenta diferencas significativas com a
quantidade 5 pL, mas 10 pL e 25 puL exibem diferencas significativas entre si e em relacao as

restantes quantidades testadas.
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Em relagao ao OE de T. mastichina, ha uma tendéncia para o aumento da inibigdo do
crescimento com o aumento da quantidade de OE aplicado. Este resultado estd em
concordancia com Anzlovar et al., que verificou que o efeito antifungico do OE de Thymus
vulgaris L. em contacto A. mellea, num método similar ao utilizado neste ensaio, s6 tem efeito
numa concentracdo de 10 % (dissolvido em etanol) de OE [99]. Estatisticamente, ha diferencas
significativas entre 2 pL e 25 plL e as restantes quantidades. Ja 5 uL e 10 pL apresentam-se

como idénticos.

Ja o OE de P. ruderale nao se mostra eficiente em nenhuma das quantidades aplicadas.
Mesmo na maior quantidade, 25 pL, apenas consegue uma inibi¢ao de 32 %. Concluindo, nao
ha diferencas significativas entre o as 2 L, 5 puL e 10 pL, verificando-se o oposto em relagcdo a
25 pL. Comparando com os outros quatro OE utilizados é o que menos se destaca como
possivel candidato a ser aplicado ao combate de A. mellea. Numa analise geral, pode-se
verificar o efeito que cada quantidade de OE tem sobre A. mellea. Na generalidade nenhum
OE apresenta inibicdo do crescimento micelar nas quatro quantidades, embora haja um

abrandamento do desenvolvimento da coldnia quanto maior for a quantidade de OE aplicado.

Trés dos cinco OE testados — C. zeylanicum, C. nardus e T. mastichina — apresentaram-
se como um impedimento ao desenvolvimento do fungo, tendo C. zeylanicum se destacado-
se mais numa fase inicial, provocando inibicdo para quantidades superiores a 5 pL. Os outros

dois OE em quantidade mais elevadas (25 pL).

b) Inibicao do crescimento micelar de B. cinerea

Na Tabela 5 podem-se observar fotografias de amostras representativas do
desenvolvimento das culturas de B. cinerea em contacto com os cinco OEs — C. zeylanicum, C.
nardus, M. alternifolia, T. mastichina e P. ruderale - aplicados nas quantidades 2 u, 5 uL, 10 pL

e 25 uL, em comparagdao com o controlo, no ultimo dia do ensaio.
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Tabela 5 - Comparagdo do efeito de cinco OE (C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifolia, T. mastichina, P. ruderale) em
diferentes quantidades (2 uL, 5 uL, 10 pL e 25 pL) no crescimento micelar em Botrytis cinerea no final do ensaio.

2 uL 5uL 10 pL 25 puL

C. zeylanicum

C. nardus

M. alternifolia

T. mastichina

P. ruderale

A evolugdo do crescimento em B. cinerea (em diametro), durante todo o periodo

do ensaio, esta representada nas Figuras 17-21.
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Crescimento micelar de B.cinerea com OE C. zeylanicum

60
% 3% 3% x == Controlo

—_ L == 2uL
£
£ 401 (///// 5uL
g ’// —— 10uL
(0]
£ —— 25uL
P 20 1
[a)

O T L L] T 1

0 5 10 15 20 25

Tempo (Dias)

Figura 17 - Crescimento micelar (mm) de B. cinerea em contato com OE de C. zeylanicum nas quantidades 2 pL, 5 uL, 10 uL e
25 plL ao longo do ensaio.

Quando em contacto com as quantidades 2 uL e 5 uL de OE de C. zeylanicum, o
desenvolvimento de B. cinerea nao foi afetado, atingindo uma média de 55 mm de didmetro,
assim como o controlo. No caso das réplicas com 10 uL, o didametro fica-se pelos 39 mm e com
25 uL ndo se verifica qualquer crescimento da cultura. Pode-se concluir que o efeito comeca

a ser inibitorio entre os 10 uL e 25 pL de OE aplicado.

Crescimento micelar de B. cinerea com OE C. nardus

60 1
% % % x == Controlo

2pL
40 5uL

10pL

t ¢

25uL
201

Diametro (mm)

b

0 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Tempo (Dias)

Figura 18 - Crescimento micelar (mm) de B. cinerea em contato com OE de C. nardus nas quantidades 2 uL, 5 uL, 10 L e 25
uL ao longo do ensaio.

O OE se C. nardus, aplicado nas quantidades 2 uL, 5 uL e 10 uL, ndo interfere no
desenvolvimento de B. cinerea. O micélio atinge 55 mm de didmetro, no mesmo intervalo de

tempo do controlo. Ja no caso dos 25 L, ha um crescimento mais lento do micélio do fungo,
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que ao fim de 23 dias atinge uma média de 50 mm de diametro. Verifica-se, portanto, que
nenhuma das quantidades de OE de C. nardus é suficiente para inibir o crescimento micelar

de B. cinerea.

Crescimento micelar de B.cinerea com OE M. alternifolia
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Figura 19 - Crescimento micelar (mm) de B. cinerea em contato com OE de M. alternifolia nas 2 uL, 5 pL, 10 pL e 25 pulL ao
longo do ensaio.

B. cinerea em contacto com 2 uL de OE de M. alternifolia ndo apresenta um
comportamento diferente em relacdo ao controlo. Mas, com 5 L, ja que aparenta abrandar
o crescimento da cultura, mas que também chega depois aos 55 mm de diametro. No caso de
aplicados 10 L, a cultura apenas atinge 27 mm de didmetro, é, portanto, mais eficaz a partir
desta quantidade. Na maior quantidade aplicada, 25 pL, a cultura ndo se desenvolve por

completo, havendo inibi¢ao do crescimento micelar de B. cinerea.

Crescimento micelar de B.cinerea com OE T. mastichina
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Figura 20 - Crescimento micelar (mm) de B. cinerea em contato com OE de T. mastichina nas quantidades 2 puL, 5 uL, 10 uL e
25 plL ao longo do ensaio.
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Com o OE de T. mastichina, em todas as quantidades a excec¢do de 2 uL, verifica-se que
o crescimento micelar de B. cinerea abranda em relagao ao controlo. Ao 102 dia de ensaio, os
fungos em contacto com 10 uL de OE atingem em média 39 mm de didmetro, e no caso dos
25 L de OE chegam apenas a 19 mm de diametro. Sé ao fim de 16 dias os fungos das réplicas
com 10 pL e 25 pL de OE de T. mastichina atingem o cumprimento maximo do micélio, com

55mm de didmetro.

Crescimento micelar de B. cinereacom OE P.ruderale
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Figura 21 - Crescimento micelar (mm) de B. cinerea em contato com OE de P. ruderale nas quantidades 2 pL, 5 uL, 10 uL e 25
uL ao longo do ensaio.

O crescimento de B. cinerea quando em contato com o OE de P. ruderale, apenas se
diferencia mais do controlo quando aplicado nas quantidades 10 uL e 25 pL, atingindo 23 mm
e 17 mm de diametro, respetivamente. Em contato com a quantidade aplicada de 2 L, o
micélio do fungo cresce mais em diametro do que o prdprio controlo, o que quer dizer que
este ndo é afetado pelo OE. Nas restantes quantidades, ha um desenvolvimento menor do B.

cinerea, que no final do ensaio tem uma média diametro do micélio inferior ao controlo.

Na Figura 22 estd representada a percentagem de inibicdo aos 7 dias de ensaio,
altura em que o controlo também se encontrava em fase de crescimento, e a respetiva andlise

estatistica.
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% Inibicdo em B.cinerea
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Figura 22 - Percentagem de inibi¢ao do crescimento de B. cinerea em contato com OE de C. zeylanicum, OE de C. nardus, OE
de M. alternifolia, OE de T. mastichina e OE de P. ruderale em diferentes quantidades (2 L, 5 uL, 10 pL e 25 pL) no 72 dia do
ensaio.

Mesmo aplicado na quantidade mais pequena (2 uL), o OE de C. zeylanicum
provoca uma inibicdo do crescimento micelar de B. cinerea de 52 %. Na literatura, um estudo
com acido cinamdnico (AC), um acido organico isolado a partir do tronco de C. zeylanicum, em
qgue foram aplicadas diferentes concentracdes no meio de cultura (0; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 mM),
verifica-se que sé a maior concentragdao de AC teve um efeito de 100 % na inibigao do
crescimento de B. cinerea [100]. Para nenhuma das quantidades se verifica uma inibicdo
superior a 88%. Estatisticamente, aos 7 dias de ensaio ha diferengas significativas entre o
controlo e todas as quantidades de OE aplicadas, mas todas estas sdo idénticas entre si. Assim
como verificado em A. mellea, também o meio de cultura sofreu altera¢des por contato com

o OE de C. zeylanicum.

Quando em contacto como OE C. nardus, B. cinerea nao exibe diferencas
notérias em relagdao ao controlo, exceto quando aplicados 25uL de OE, que provoca uma
inibicdo de 84 % ao fim de 7 dias. Num estudo realizado para testar a inibicdo da germinacdo
de esporos de B. cinerea, testando as concentracdes 100 %, 50 % 25 %, 12,5 %, 6,25 %,
3,13 %, 1,56 %, 0,78 % e 0,39 %, verifica-se a inibicdo da germinacao a partir de 6,25 % de OE
de C. nardus aplicado [101]. O controlo é idéntico as quantidades 2 uL, 5 uL e 10 pL, e estas
sao idénticas entre si, mas significativamente diferente da quantidade de 25 uL de OE. Como

se verifica uma diferenca tdo grande na inibicdo do crescimento entre a aplicacdo de 10 uL e
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de 25 plL no futuro seria relevante testar quantidades entre estas duas para se perceber com

mais certeza a partir de que quantidade o efeito antifungico se comecga a manifestar.

Aplicando 25 pL de OE de M. alternifolia, o crescimento micelar de B. cinerea é
inibido a 100 %. O controlo é idéntico a quantidade de 2 uL aplicada e estes sdo
significativamente diferentes das outras trés quantidades, da qual sé 5 pL apresenta

diferencas.

O OE de Thymus vulgaris tem sido bastante testado para o controlo de B. cinerea,
nem sempre com os resultados pretendidos. Neste caso foi usado o OE de uma espécie de
Thymus diferente, autdctone Algarvia, Thymus mastichina. Esta espécie nunca antes havia
sido testado para a inibicao do desenvolvimento de B. cinerea. Os resultados mostram-se em
concordancia com os obtidos por outros autores que testaram OE de T. vulgaris [102] [103].
Ao fim de 7 dias ainda se verifica uma inibicdo de 86 % no caso dos 25 pL, mas no final do
ensaio esta inibicdo cai para os 0 %. Este é, portanto, o OE testado com menor efeito sobre B.
cinerea. Quanto a analise estatistica, o controlo é idéntico as quantidades 2 pyL e 5 plL,
significativamente diferentes das quantidades 10 uL e 25 pL, sendo que estas ultimas nao

apresentam diferencas significativas.

Ao fim de 7 dias, a maior quantidade testada do OE de P. ruderale apenas
provoca uma inibi¢ao do crescimento micelar de B. cinerea da ordem dos 60 %, mas é notdrio
gue o OE tem impacto na velocidade de crescimento da cultura. O controlo apresenta-se
idéntico as quantidades de OE aplicadas de 2 pL e 5 uL, que tém diferencas significativas entre
as quantidades 10 pL e 25 pl, que sdo idénticos entre si. Verifica-se diminuicdo do
desenvolvimento do fungo quando aplicadas quantidades de OE superiores a 10 uL, embora
a inibicdo se fique pelos 60 %, sendo que no futuro se poderia testar quantidades superiores

a 25 ulL de OE.

O crescimento vegetativo de B. cinerea apenas foi afetado completamente pela
guantidade mais elevada (25 uL) de OE M. alternifolia. Ja4 o abrandamento do crescimento, é
mais visivel nas coldnias em contato com o OE de P. ruderale e com 25 uL de OE de C

zeylanicum e OE de C. nardus.
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c) Inibigdo do crescimento micelar de P. chlamydospora

Na Tabela 6 encontram-se representadas fotografias que evidenciam o
desenvolvimento das culturas de P. chlamydospora, que cresceram em contacto com os OE
de C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifolia, T. mastichina e P. ruderale, nas quantidades 2 pL,

5 uL, 10 pL e 25 pL, no ultimo dia do ensaio.

Tabela 6 - Comparac¢do do efeito de cinco OE (C. zeylanicum, C. nardus, M. alternifolia, T. mastichina, P. ruderale) em
diferentes quantidades (2 pL, 5 pL, 10 pL e 25 plL) no crescimento micelar em Phaeomoniella chlamydospora no final do ensaio

C. zeylanicum

C. nardus

M. alternifolia

T. mastichina

P. ruderale
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Seguem as curvas de crescimento, representadas sob forma do didmetro da
cultura, de P. chlamydospora ao longo do ensaio, quando aplicado OE em comparagdo com o

controlo (Figuras 23-27).

Crescimento micelar de P.chlamydospora com OE C. zeylanicum
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Figura 23 - Crescimento micelar (mm) de P. chlamydospora em contato com OE de C. zeylanicum nas quantidades 2 pL, 5 pL,
10 pL e 25 plL ao longo do ensaio.

Quando em contacto com o OE de C. zeylanicum, o crescimento micelar de P.
chlamydospora apenas ndo foi inibido quando aplicados 2 puL de OE, com um desenvolvimento
muito semelhante. As restantes quantidades, 5 pL, 10 plL e 25 pL, provocaram a total inibicdo

do crescimento do micélio do fungo.

Crescimento micelar de P.chlamydosporacom OE C. nardus
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Figura 24 - Crescimento micelar (mm) de P. chlamydospora em contato com OE de C. nardus nas quantidades 2 uL, 5 pL, 10
uL e 25 plL ao longo do ensaio.
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Apenas quando sdo aplicados 25 pL de OE de C. nardus, o micélio de P. chlamydospora
ndo apresenta desenvolvimento. Para as quantidades 5 pL e 10 pL de OE verifica-se um atraso
no crescimento do micélio, mas este acaba por atingir os 55 mm de didmetro tal como o
controlo no final do ensaio. Conclui-se, entdao, que com as trés quantidades mais baixas nao
ha inibicdo do crescimento do fungo mas este sofre alteracdes no desenvolvimento e este

demora pelo menos mais 7 dias a atingir o diametro maximo (55 mm).

Crescimento micelar de P.chlamydospora com OE M. alternifolia
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Figura 25 - Crescimento micelar (mm) de P. chlamydospora em contato com OE de M. alternifolia nas quantidades 2 pL, 5 uL,
10 plL e 25 plL ao longo do ensaio.

No caso de aplicados 2 uL, 5 pL e 10 pL de OE de M. alternifolia, hd um ligeiro atraso
no crescimento micelar. Principalmente no caso de 10 uL, verifica-se que sé no 112 dia do
ensaio é registado crescimento do fungo, com uma média de 34 mm de didmetro. Mais uma
vez verifica-se que apenas a quantidade mais elevada (25 uL) de OE é eficaz na inibicdo total

do crescimento micelar de P. chlamydospora.
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Crescimento micelar de P.chlamydosporacom OE T. mastichina
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Figura 26 - Crescimento micelar (mm) de P. chlamydospora em contato com OE de T. mastichina nas quantidades 2 uL, 5 uL,
10 pL e 25 plL ao longo do ensaio.

O OE de T. mastichina, mesmo na quantidade mais alta, ndo apresenta efeito inibitorio
do crescimento de P. chlamydospora. A Unica diferenca em relagdo ao controlo acontece nos
casos das quantidades 10 pL e ainda mais em 25 uL, que atrasam o desenvolvimento do

micélio. Em contato com as duas menores quantidades, o fungo tem um comportamento

idéntico ao controlo.

Crescimento micelar de P.chlamydospora com OE P.ruderale
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Figura 27 - Crescimento micelar (mm) de P. chlamydospora em contato com OE de P. ruderale nas quantidades 2 pL, 5 L,
10 plL e 25 pL ao longo do ensaio.

Por fim, aplicados 2 uL OE de P. ruderale, o crescimento micelar de P. chlamydospora
ndo é afetado, com uma velocidade de crescimento e didametro total praticamente nos

mesmos valores do controlo. J& para as restantes quantidades, 5 ulL, 10 pL e 25 L, o

crescimento micelar é totalmente nulo para as quantidades.
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No seguinte grafico (Figura 28) pode ser observada a percentagem de inibicdo do
crescimento de P. chlamydospora assim como os resultados da andlise estatistica ao fim de 4

dias de ensaio, altura em que o controlo também se encontrava em fase de crescimento.

% Inibicdo em P.chlamydospora
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Figura 28 - Percentagem de inibi¢cdo do crescimento de P. chlamydospora em contato com OE de C. zeylanicum, OE de C.
nardus, OE de M. alternifolia, OE de T. mastichina e OE de P. ruderale em diferentes quantidades (2 uL, 5 pL, 10 uL e 25 L)
ao 42 dia de ensaio.

C. zeylanicum, ao fim de 4 dias, apresenta uma percentagem de inibicdo de 100 % para
todas as quantidades testadas, a exce¢ao da mais baixa, 2 pL. Verifica-se que este efeito se
mantém até ao final do ensaio, ndo havendo qualquer crescimento micelar das culturas em
contacto com 5 pL, 10 pL e 25 pl de OE. Estatisticamente, o controlo e a quantidade 2 pL sdo
idénticos, mas significativamente diferentes das restantes 3 quantidades de OE aplicado, que
sao idénticas entre si. Mais uma vez é percetivel o efeito do OE de canela sobre o meio de
cultura. Este OE apresenta um bom poder de inibicdo do crescimento quando aplicados mais

de 5 L.

Quanto a C. nardus, comecga por provocar inibicdo em todas as quantidades
aplicadas, sendo que 10 pL e 25 pL chegam mesmo a 100 %. Mas este facto ndo se verifica no
final do ensaio, em que todas as réplicas das quantidades 2 L, 5 uL e 10 uL chegam ao mesmo
didmetro que o controlo. A andlise estatistica revela que o controlo é significativamente
diferente em relacdo a todas as quantidades de OE aplicado, tal como os 2 uL sdo diferentes

de todas as quantidades. As trés restantes sdo idénticas entre si.
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M. alternifolia provoca em P. chlamydospora um comportamento semelhante
a C. nardus, mas com a diferenga que a quantidade 2 puL tem menos poder inibidor do
crescimento micelar, de apenas 10 %. A excecdo da quantidade 25 pL, todas as outras ndo tém
um efeito inibidor no final do ensaio, desenvolvendo-se tanto como o controlo.
Estatisticamente, o controlo é idéntico a 2 plL, mas diferente das restantes quantidades.
Destaca-se 5uL como sendo significativamente diferente de todas as quantidades e 10 puL e 25

pL sdo também idénticos.

O OE de T. mastichina destaca-se como sendo o que tem menor efeito inibidor
do crescimento em diametro de P. chlamydospora, de entre os cinco OE testados. Ao 42 dia
de ensaio apenas a quantidade 25 uL provoca uma inibicdo de 100 %, mas acaba por perder
dito efeito no final da experiéncia, sendo que todas as réplicas de todas as quantidades

crescem tanto como o controlo.

Por fim, o OE de P. ruderale provoca uma inibicdo de 100 % a partir de aplicados
5 pL. No quarto dia de ensaio as réplicas com 2 uL de OE ainda apresentam em média 3 % de
inibicdo. Portanto, estatisticamente o controlo e 2 uL sdo idénticos e estatisticamente

diferentes das quantidades 5 pL, 10 pL e 25 pL, ja estas sdo também idénticas entre si.

Depois de uma analise as imagens e graficos, pode-se afirmar que os melhores
OE inibidores de crescimento de P. chlamydospora sao o OE de C. nardus e o OE de C.
zeylanicum, ja que para ambos apenas se observa o crescimento da colénia quando em
contacto com a menor quantidade (2 pL) de OE aplicado na placa de petri. O OE de M.
alternifolia apenas tem um efeito inibitério do crescimento do fungo quando em maiores
quantidades e o OE de P. ruderale apenas abranda o crescimento de P. chlamydospora numa

fase inicial.
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3.3.Inibicdo do crescimento micelar por acao do Mekzol

Tabela 7 - Comparagdo do efeito de Mekzol em diferentes quantidades (2 uL, 5 pL, 10 pL e 25 pL) no crescimento micelar em
A. mellea, B. cinerea e P. chlamydospora no final do ensaio.

A. mellea

B. cinerea

P. chlamydospora

O Mekzol foi testado para o perceber o seu efeito no desenvolvimento micelar

de A. mellea, B. cinerea e P. chlamydospora.

Em baixo encontram-se os graficos que mostram o efeito ao longo dos dias de

ensaio para cada espécie (Figuras 35-37).

Crescimento micelar de A. melleacom Mekzol
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Figura 29 - Crescimento micelar (mm) de A. mellea em contato com OE de Mekzol nas quantidades 2 uL, 5 uL, 10 uL e 25 uL
ao longo do ensaio.
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Crescimento micelar de B.cinereacom Mekzol
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Figura 30 - Crescimento micelar (mm) de B. cinerea em contato com OE de Mekzol nas quantidades 2 pL, 5 puL, 10 uL e 25 pL
ao longo do ensaio.

Crescimento micelarde P.chlamydosporacom Mekzol
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Figura 31 - Crescimento micelar (mm) de P. chlamydospora em contato com OE de Mekzol nas quantidades 2 pL, 5 pL, 10 pL
e 25 plL ao longo do ensaio.

Como se pode observar, ndo ha nenhuma diferencga significativa no crescimento
micelar de nenhuma das espécies, quando em contacto com qualquer uma das quantidades
de Mekzol. Em P. chlamydospora observa-se ainda que numa fase inicial pode mesmo ter

potenciado o desenvolvimento do fungo, crescendo mais em relacdo ao controlo.

Na Figura 38 encontram-se as percentagens de inibicdo ao 162 dia de ensaio no
caso de A. mellea e ao 72 dia para B. cinerea e ao 42 dia de P. chlamydospora. Foram

selecionados estes dias por corresponderem a altura em que também o controlo de
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encontrava em fase de crescimento, e sdo diferentes para os trés fungos pois estes tém

velocidades de crescimento diferentes.

% Inibicdo micelar pelo Mekzol
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Figura 32 - Percentagem de inibigdo do crescimento de A. mellea, B. cinerea e P. chlamydospora em contato com Mekzol em
diferentes quantidades (2 L, 5 L, 10 pL e 25 uL).

No caso de A. mellea pode-se observar que ja uma grande diferenga entre as réplicas
de cada quantidade aplicada, sendo que a % de inibigdo mais alta verifica-se quando aplicados

25 pL de Mekzol (16 %).

B. cinerea ndo apresenta variagdes em relagao ao controlo, com 0 % de inibicdo do

crescimento micelar por parte de Mekzol, para qualquer uma das quantidades aplicadas.

Ja P. chlamydospora, no 4 2 dia de ensaio, sofre estimulacdo do crescimento em
relacdo ao controlo, quando aplicada qualquer quantidade de Mekzol, o que explica valores

negativos.
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3.4.Inibicao da germinacao de esporos de B. cinerea

Os graficos seguintes mostram a evolugdo da percentagem de esporos germinados as

12 h, 24 h e 48 h apds inoculacdo dos esporos em contacto com OE de C. zeylanicum (Figura

33), OE de P. ruderale (Figura 34), eugenol (Figura 35) e eugenol encapsulado (Figura 36).
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Figura 33 - Percentagem de germinac¢do de esporos de B. cinerea em contato com OE de C. zeylanicum nas quantidades 0,2

uL, 0,5 uL e 1 L ao longo do ensaio.

Esporos de B. cinerea ndo germinaram, ao longo do ensaio, em contato com nenhuma
das quantidades de OE. Este OE provoca, portanto, uma total inibicdo da germinagao de

esporos, mesmo na menor quantidade.

Germinacdo de esporos de
B.cinereacom EO de P.ruderale
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Figura 34 - Percentagem de germinagao de esporos de B. cinerea em contato com OE de P. ruderale nas quantidades 0,2 pL,

0,5 uL e 1 pL ao longo do ensaio.
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Com o OE de P. ruderale ja se observou a germinacao de alguns esporos de B. cinerea,

logo desde as 12 h da experiéncia. As 24 h de ensaio, com 0,2 uL de OE, havia uma média de

aproximadamente 24 % de % de germinacdo, com 5 pl verificou-se que este valor caia para

0s 6 % e com 1 pL era de apenas 3 %.
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Figura 35 - Percentagem de germinagdo de esporos de B. cinerea em contato com eugenol nas quantidades 0,2 uL, 0,5 uL e

1 ulL ao longo do ensaio.

Na primeira observacdo, as 12 h, apenas foram observados esporos de B. cinerea

germinados quando em contato com 0,2 pyL de eugenol, com cerca de 4 % de esporos

germinados. As 24 h a percentagem de esporos germinados cresce ligeiramente, mas as 48 h

verifica-se que o n2 de esporos germinados volta a descer. Este fendmeno pode ocorrer devido

a elevada volatilidade do eugenol, que pode ser escapado do tubo, mesmo este estando

fechado com parafilme.

% esporos germinados
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Figura 36 - Percentagem de germinagdo de esporos de B. cinerea em contato com eugenol encapsulado nas quantidades 0,2

uL, 0,5 pL e 1pL ao longo do ensaio.
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No caso do eugenol encapsulado em microparticulas observa-se um resultado
diferente ao do eugenol livre. Ndo foi observado qualquer esporo germinado, em nenhuma

das réplicas, ao longo de todo o ensaio.

A percentagem de inibicdo da germinacdo dos esporos ao fim de 24 h apresenta-se na

Figura 37.
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Figura 37 - Percentagem de inibicdo da germinagdo de esporos de B. cinerea em contato com OE de C. zeylanicum, OE de P.
ruderale, eugenol e eugenol encapsulado em diferentes quantidades (0,2 pL, 0,5 uL e 1 uL) ao fim de 24 h.

Com OE de C. zeylanicum, ao fim de 24 h ndo se observou germinacao de esporos de
B. cinerea. Isto significa que para qualquer uma das quantidades aplicadas, ha uma inibicdo
de 100 % da germinagdo de esporos de B. cinerea. Estatisticamente, todas as quantidades
aplicadas sdo idénticas entre si. Dos dois OE estudados este foi o que apresentou melhores

resultados na inibicao da germinacdo de esporos.

Ja o OE de P. ruderale, quando aplicados 0,2 pL, provoca uma inibicdo da germinagao
na ordem dos 41 % e no caso de 0,5 pL e 1 pL ha uma inibicdo de 83 % da germinacdo dos

esporos. Nao existem diferencas estatisticas diferentes entre as quantidades de OE aplicadas.

No caso do eugenol livre observou-se que com 0,5 puL hda uma inibicdo de
aproximadamente 71 %, sendo esta a quantidade que mais inibiu a germinagao dos esporos.
A analise estatistica revela que as diferentes quantidades de eugenol aplicadas sdo idénticas

entre si.
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Ao contrario do que aconteceu com eugenol livre, quando este se encontra
encapsulado apresenta uma inibigao de 100 % da germinagao dos esporos de B. cinerea. Tal
como acontece com os OEs, a anadlise estatistica mostra que nao ha diferencgas significativas

entre as quantidades da suspensado de eugenol encapsulado.

Pode-se explicar a maior capacidade de inibi¢do da germinagao por parte do eugenol
encapsulado em microparticulas quando comparado com o eugenol livre pelo facto de

acontecer uma libertagao do composto mais lenta e constante ao longo do tempo.

Para testar se havia alguma interferéncia do “Zemea”, que foi usado para a suspensao
dos encapsulados de eugenol, incubou-se também esporos na presenca deste. Como se pode
observar pelo grafico seguinte (Figura 38), ha grandes semelhang¢as no comportamento de B.
cinerea, embora haja uma pequena diminui¢do da quantidade de esporos germinados, pelo

que o “Zemea” ndo aparenta ter qualquer efeito nocivo ao crescimento do fungo.
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Figura 38 - Percentagem de germinagdo de esporos de B. cinerea em contato com 20 plL “Zemea” ao longo do ensaio.

Embora tenha sido observada a germinacdo de esporos, a uma percentagem crescente
ao longo do tempo, ha uma ligeira diminuicdo da mesma. Pode acontecer que o “Zemea”
interfira de alguma forma na germinac¢do dos esporos, podendo ter influenciado os resultados
da inibicdo da germinacdo de esporos de B. cinerea pelo eugenol encapsulado em

microparticulas.
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4. Conclusoes finais




Este projeto experimental tinha como objetivo a busca de uma forma de controlo mais
sustentavel para algumas doencas da videira, testando o efeito de diferentes OE sob fungos

patogénicos.

Em relacdo ao efeito inibitério do crescimento micelar dos fungos verificou-se que
cada fungo foi afetado por cada OE numa escala diferente. Este facto pode ser explicado pelas
diferentes composicdes de cada OE e o efeito que tém em cada espécie de fungo. O
crescimento em diametro de A. mellea foi mais fortemente inibido pelos OE de C. zeylanicum
(> 10 pL), que tem o melhor efeito, e ainda os OE de C. nardus (25 ulL) e T. mastichina (25 uL).
Tanto o OE de C. zeylanicum como o de C. nardus tém na sua composi¢do o eugenol, conhecido
pelas suas propriedades antifingicas; ja os OEs de C. zeylanicum e C. nardus partilham de
elemol e canfeno como componentes. Em B. cinerea, os OEs com melhor efeito inibidor do
crescimento foram o OE de C. zeylanicum e o OE de M. alternifolia, sendo que ambos os OEs
tém p-cimeno na sua composicdo, ainda que numa quantidade pequena. A terceira espécie
testada, P. chlamydospora, também teve o seu desenvolvimento mais afetado pelo OE de C.
zeylanicum, mas também por C. nardus (25 uL) e M. alternifolia (25 pL). Com base em toda a
informacao recolhida, pode-se concluir que o OE testado com melhores efeitos inibitdrios do
crescimento micelar de qualquer uma das espécies fungicas avaliadas foi o OE de C.
zeylanicum. Mais uma vez foi provado o efeito antifungico deste OE, que é maioritariamente
devido a acdo do eugenol. As semelhancas na composicao entre os OEs que melhor efeito de

inibicdo do crescimento do fungo tém também sdo a explicacdo do efeito antifungico.

Quando testada a inibicdo da germinacdo de esporos de uma das espécies, B.
cinerea, o objetivo centrou-se em encontrar um OE que fosse capaz de erradicar uma das
formas de reproduc¢do do fungo e o seu estado mais resistente. Conclui-se que mais uma vez
o OE de C. zeylanicum, de entre os dois OEs testados, foi o que de destacou com 100 % de
inibicdo da germinacdo de esporos. O eugenol foi testado neste caso para avaliar qual o seu
efeito quando usado isolado. Foi usado na forma livre e encapsulado em microparticulas,
sendo que foi encapsulado que apresentou resultados muito animadores, com 100 % de
inibicdo da germinacdo fungica. Este novo método permite o uso mais controlado de
compostos presentes nos OE, aumentando a sua estabilidade a oxidacdo, reacdes a luz,
humidade e altas temperaturas, protegendo as suas capacidades, melhorando a sua

biodisponibilidade, ja que aumenta o racio volume/superficie [75].
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O produto quimico testado, que de alguma forma foi como que um controlo, o Mekzol,
teve um efeito totalmente contrdrio ao dos OEs e do eugenol. Em P. chlamydospora,
inclusivamente, potenciou o crescimento micelar do fungo numa fase inicial. Uma vez que
este produto se encontra sob forma de solu¢do e foi aplicado da mesma forma que os OEs,
pode ter acontecido que ndo se conseguiu volatilizar e tera de ser exposto em contato direto
com o fungo. A falta de inibicdo pode também ser explicada pelo facto de este produto ser
destinado ao uso em sobreiros e seja especifico para atuar sobre os fungos que afetam a

referida espécie.

Os objetivos iniciais foram assim cumpridos. No futuro poderdo ser feitos mais testes,
nomeadamente para testar solu¢cdes com diferentes OE, capazes de potenciar ainda mais os
seus efeitos antifungicos aliando os seus diferentes componentes. Também sera importante
avaliar o efeito in situ em videiras. E necessario ajustar as quantidades de OE a aplicar de forma

a ndo se apresentarem toxicos e nado interferirem com os processos fisiologicos da planta.
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