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3. RESUMO

Phytophthora spp (do grego antigo “destruidor de plantas™) sdo patdgenos pertencentes ao grupo
dos oomicetos, constituido por microrganismos eucarioticos semelhantes a fungos filamentosos, mas que
sdo filogeneticamente relacionados a algas marrons e diatoméaceas, classificados no Filo Stramenopiles.
Phytophthora spp. afetam uma grande variedade de plantas e causa danos em ecossistemas naturais e
cultivados. Patogenos desse género continuam sendo um grande desafio para a atividade agricola,
principalmente, devido a sua alta plasticidade genética. O género Phytophthora se distingue pela sua
incapacidade de sintetizar esterois. A capacidade de adquirir esterdis do ambiente € o que permite o
crescimento e 0 desenvolvimento de seu ciclo de vida. Phytophthora parasitica produz proteinas do tipo
PR-1, recentemente caracterizadas como proteinas efetoras de patogenicidade, as proteinas CAP/PR-
1/SCP-TAPS se ligam ao colesterol e tem afinidade pelo ergoesterol e sitosterol, ha também evidéncias de
potencial de ligacdo a compostos hidrofébicos vegetais como o eugenol. O objetivo deste trabalho foi
avancar no entendimento sobre os mecanismos de Phytophthora parasitica durante a infeccéo, avaliar o
impacto do B-sitosterol no metabolismo do oomiceto e propor solucdes para o seu biocontrole, avaliando a
acao de oleos essenciais no crescimento de Phytophthora parasitica. Os resultados mostram que os 6leos
essenciais de orégano (Origanum vulgare) e capim-limdo (Cymbopogon citratus) apresentaram elevado
potencial inibitério sobre o crescimento micelial de Phytophthora parasitica, com efeitos dose-dependentes e
valores de DLso compativeis com aplicagdes biologicas sustentaveis. A exposi¢do do patdgeno ao B-sitosterol
promoveu aumento significativo no crescimento micelial, acompanhado por reducdo na formacdo de
esporangios, indicando que a disponibilidade de esterdis regula o balanco entre crescimento vegetativo e
reproducdo assexuada. Micélios previamente expostos ao [B-sitosterol apresentaram maior capacidade de
formacédo de esporangios quando transferidos para meio limitante, evidenciando um efeito fisiologico residual
desse composto sobre o ciclo de vida do oomiceto. A analise da expressao génica por RT-gPCR revelou que os
genes PpPR-1A a D ndo sdo expressos durante a fase micelial que antecede a liberagdo de zoGsporos, tanto nos
controles quanto nos tratamentos com dleos essenciais, indicando que esses compostos nao interferem na
regulacdo transcricional dessas proteinas nesse estagio do desenvolvimento. Por outro lado, durante a infecgdo
em plantas citrus, observou-se indugdo temporal diferencial na expressdo dos genes PpPR-1, sugerindo um

possivel papel dessas proteinas nos processos de colonizacao e interacdo patdgeno-hospedeiro.

Palavras-chave: Citrus, Phytophthora parasitica, PR-1, Oleos essenciais, Interacio planta-patgeno
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4. ABSTRACT

Phytophthora spp. (from the ancient Greek "plant destroyer") are pathogens belonging to the group
of oomycetes, consisting of eukaryotic microorganisms similar to filamentous fungi, but phylogenetically
related to brown algae and diatoms, classified in the Phylum Stramenopiles. Phytophthora spp. affect a
wide variety of plants and cause damage in natural and cultivated ecosystems. Pathogens of this genus
continue to be a major challenge for agricultural activity, mainly due to their high genetic plasticity. The
genus Phytophthora is distinguished by its inability to synthesize sterols. The ability to acquire sterols from
the environment is what allows the growth and development of its life cycle. Phytophthora parasitica
produces PR-1 type proteins, recently characterized as pathogenicity effector proteins. CAP/PR-1/SCP-
TAPS proteins bind to cholesterol and have an affinity for ergosterol and sitosterol; there is also evidence
of potential binding to hydrophobic plant compounds such as eugenol. The aim of this work was to advance
the understanding of the mechanisms of Phytophthora parasitica during infection, evaluate the impact of -
sitosterol on the metabolism of the oomycete, and propose solutions for its biocontrol, evaluating the action
of essential oils on the growth of Phytophthora parasitica. The results show that the essential oils of
oregano (Origanum vulgare) and lemongrass (Cymbopogon citratus) showed high inhibitory potential on
the mycelial growth of Phytophthora parasitica, with dose-dependent effects and LDso values compatible
with sustainable biological applications. Exposure of the pathogen to B-sitosterol promoted a significant
increase in mycelial growth, accompanied by a reduction in sporangium formation, indicating that the
availability of sterols regulates the balance between vegetative growth and asexual reproduction. Mycelia
previously exposed to B-sitosterol showed a greater capacity for sporangium formation when transferred to
a limiting medium, evidencing a residual physiological effect of this compound on the oomycete's life cycle.
Gene expression analysis by RT-gPCR revealed that the PpPR-1A to D genes are not expressed during the
mycelial phase associated with zoospore release, in both controls and treatments with essential oils, as these
compounds do not interfere with the transcriptional regulation of these proteins at this stage of development.
On the other hand, during infection in citrus plants, differential temporal induction of PpPR-1 gene
expression was observed, revealing a possible role for these proteins in colonization processes and

pathogen-host interaction.

Keywords: Citrus, Phytophthora parasitica, PR-1, Essential oils, Plant-pathogen interaction
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5. INTRODUCAO

5.1 Importancia Econémica de Phytophthora parasitica

Phytophthora spp. € um género cosmopolita de oomicetos, vivendo em ambientes temperados,
subtropicais e tropicais. Possui uma ampla gama de hospedeiros, incluindo plantas herbaceas (como tabaco,
tomate e cravo) e lenhosas (como citrus e eucalipto). Phytophthora spp. causa algumas das doencas
transmitidas pelo solo mais graves e economicamente importantes em culturas de citrus. Perdas na
producdo de arvores e culturas ocorrem devido ao tombamento de mudas no canteiro de sementes, a
podriddo radicular e da coroa em viveiros, a podriddo do pé, a podriddo fibrosa das raizes e a podriddo
parda dos frutos em pomares.

A podridao do pé resulta da infeccdo da casca proxima ao nivel do solo, produzindo lesdes no tronco
Ou nas raizes da coroa que podem estrangular e matar a arvore. Phytophthora spp. também ataca e causa a
decomposicao de raizes fibrosas, especialmente em porta-enxertos suscetiveis em viveiros. Em pomares
em producdo, os danos causados pela podridao fibrosa da raiz provocam o declinio das arvores e perdas de
producdo. As espécies mais importantes incluem Phytophthora parasitica, P. citrophthora e P. palmivora.

As espécies de Phytophthora sdo responsaveis por perdas econémicas significativas para a industria
de citrus em diversas areas produtivas. Na regido da California, por exemplo, a podriddo do pé, a podriddo
parda e a podriddo radicular reduzem em até 46% a producéo de plantas citricas da regido, resultando em
perdas anuais estimadas em 12,9 milhdes de dolares para o setor (Menge, 1993). Apesar de ser possivel
encontrar muitos artigos cientificos estudando Phytophthora spp no estado de Sdo Paulo e no Brasil, dados
quantitativos sobre as perdas para citrus no estado de Séo Paulo ndo foram encontrados.

Um exemplo notavel da importancia de espécies do género Phytophthora spp foi o evento ocorrido
em 1845, conhecido como a Grande Fome Irlandesa, ou a Grande Fome da Batata. A quebra generalizada
da safra da batata devido a requeima causada por Phytophthora infestans devastou uma comunidade
fortemente dependente da agricultura de subsisténcia.

Phytophthora parasitica é uma espécie reconhecida por causar podridao de raizes e caules em uma
grande diversidade de hospedeiros. Até 0 momento, ja foram registrados mais de 155 géneros de plantas
suscetiveis, distribuidos em 90 familias botanicas distintas (Cline et al., 2008). Este patdgeno apresenta um
estilo de vida hemibiotrofico, iniciando a infecgdo com uma fase biotrdfica, na qual se estabelece e se
multiplica no espaco apoplastico, entre as células vivas do hospedeiro, seguida por uma fase necrotrofica,
caracterizada pela inducao da morte celular e subsequente colonizagdo dos tecidos mortos (Panabiéres et
al., 2016). Essa estratégia de infeccdo, aliada as caracteristicas morfoldgicas e a alta variabilidade genética
populacional da espécie, representa um desafio significativo para seu controle (Verniere et al., 2004).

E dificil estimar as perdas totais de rendimento causadas por Phytophthora spp, uma vez que a
mesma espécie pode provocar diversas doencas em diversos cultivares. Condi¢cBes ambientais,

principalmente a precipitacdo e a umidade, podem ter um efeito dréstico na incidéncia e severidade das

14



doencas (Thorold, 1955; Tollenaar, 1958). A maior parte das perdas relacionadas a Phytophthora spp. pode
ser atribuida a podrid&o, seguida por cancros do caule. Um estudo realizado pela ACIAR (Australian Centre
for International Agricultural Research; 2004) identificou uma perda anual de 10% a 30% da producao de
cacau mundial pelo impacto do patégeno na planta, sendo as regides Umidas mais severamente afetadas do
que as regides secas, em areas muito Umidas ou em anos com elevada precipitacao, esse valor pode chegar
a 80%.

5.2 Ciclo de Vida de Phytophthora parasitica

O ciclo de vida de Phytophthora compreende fases assexuadas e sexuadas. A Figura 1 ilustra o
ciclo de P. parasitica. Suas hifas sdo hialinas (vitreas, incolores), ndo septadas e, ocasionalmente,
apresentam intumescimentos. P. parasitica forma esporangios assexuados, zodsporos e clamidosporos. Os
esporangios aderem firmemente as hifas, diferindo daqueles de P. infestans, os quais se desprendem com
facilidade e sdo disseminados pelo ar. Os zodsporos originam-se dos esporangios e consistem em células
desprovidas de parede celular, dotadas de dois flagelos que possibilitam sua locomocdo aquética. Os
clamidosporos, por sua vez, sdo esporos assexuados de parede espessa, multinucleados, geralmente
localizados nas extremidades ou ao longo das hifas. P. parasitica é tipicamente heterotélica, necessitando
dos tipos de acasalamento Al e A2 para a formacéo de odsporos (Ko, 1981). Seus o0sporos geralmente tém
paredes espessas e sdo resistentes a condi¢cdes ambientais extremas. Cerca de metade das espécies de
Phytophthora spp. sdo homotalicas e formam o6sporos facilmente apos a colonizagao do tecido hospedeiro,
enguanto a outra metade é heterotalica como Phytophthora parasitica, na qual sdo necessarios isolados Al
e A2 crescendo préximos, bem como a troca de hormonios sexuais que induzem a formacao de
gametangios, resultando na producdo de oosporos. A reprodugdo sexuada entre tipos opostos gera
variabilidade genética, permitindo maior adaptacdo ao ambiente e/ou resisténcia a fungicidas. Os o6sporos
podem sobreviver por meses e provavelmente até anos no solo. Assim, esses propagulos fornecem uma
fonte de indculo de longa duracéo que pode permitir que 0s patdgenos sobrevivam no ambiente fora de seus
hospedeiros (Goodwin, 1997)

A geracdo e dispersdo eficientes de esporos sdo fundamentais para o estabelecimento da infeccao
(Latijnhouwers et al., 2003). Os zoo6sporos sao reconhecidos como o0s principais propagulos infecciosos
responsaveis por iniciar a doenga na maioria das espécies de Phytophthora. Ao alcancar a superficie vegetal,
esses propagulos encistam-se, tornando-se imadveis, e posteriormente germinam. P. parasitica consegue
colonizar raizes e folhas mediante a formagdo de um apressorio derivado do tubo germinativo (Kebdani et
al. 2010; Wang et al. 2011). Em seguida, desenvolvem-se hifas invasivas e estruturas do tipo haustorio. Na
fase final do processo, numerosos esporangios sdo produzidos na superficie dos tecidos infectados. Sob

condi¢des ambientais adversas, a espécie passa a formar clamiddsporos a partir das hifas.
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Figura 1. Ciclo de Vida de Phytophthora parasitica

Os clamiddsporos sdo capazes de persistir no solo por longos periodos, atuando como importante
fonte de inoculo primario em condi¢bes de campo (Van Jaarsveld, 2001). A reproducdo sexuada constitui
um mecanismo eficiente e relevante para a geracao de variabilidade genética no patégeno, resultando em
um amplo espectro de genétipos que favorecem sua adaptacdo a condi¢fes ambientais adversas,
especialmente diante da introducdo de novos gendtipos de plantas hospedeiras com resisténcia.

Durante muitos anos, esses organismos foram tratados como fungos devido ao crescimento
filamentoso. O grupo inclui mais de 85 espécies de Phytophthora, centenas de espécies de Pythium e
diversos mildios, que infectam uma ampla variedade de plantas agricolas, ornamentais e espécies nativas
(Erwin & Ribeiro, 1996). Os mildios verdadeiros pertencem a ordem Peronosporales e compreendem um
grupo monofilético de oomicetos fitopatogénicos biotroficos obrigatérios, atualmente distribuidos em 19
géneros reconhecidos, incluindo Peronospora, Plasmopara, Pseudoperonospora, Hyaloperonospora,
Bremia, Basidiophora, Paraperonospora, Plasmoverna, Perofascia, Sclerospora, Peronosclerospora,
Sclerophthora, Baobabopsis, Graminivora, Viennotia, Novotelnova, Poakatesthia, Benua e Eraphthora. A
delimitacdo desses géneros baseia-se na combinacdo de caracteristicas morfologicas, como a arquitetura e
ramificacdo dos esporangiéforos, modo de liberagdo dos esporangios, presenca e tipo de haustorios, bem
como em evidéncias filogenéticas robustas derivadas de anélises multilocus. Esses estudos mostram que 0s
mildios compartilham uma origem evolutiva comum dentro de Peronosporales, formando um clado distinto,
porém filogeneticamente proximo de outros oomicetos importantes, como Phytophthora, com os quais
compartilham caracteristicas estruturais, citoldgicas e moleculares fundamentais, incluindo a composi¢do
da parede celular, organizagdo do micélio cenocitico e mecanismos de infeccdo. Apesar dessa proximidade,
os mildios diferenciam-se principalmente pelo estilo de vida estritamente biotrofico e pela alta
especificidade por hospedeiro, fatores que impulsionaram sua diversificacdo e especializacdo adaptativa
dentro da ordem (Thines et al., 2023).
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O ciclo de infeccdo de Phytophthora spp. inicia-se com a dispersdo dos esporangios, seja pela agua
ou pelo ar (Judelson & Blanco, 2005). Em seguida, sdo liberados os zoosporos biflagelados, que se
deslocam em dire¢do aos tecidos da planta, onde reconhecem moléculas como agUcares, aminoacidos e ions
presentes nos tecidos-alvo, os quais contribuem para o direcionamento da infeccdo (Chepsergon et al.,
2020). Para se fixar ao tecido da planta hospedeira, 0 patdgeno emprega proteinas adesivas, como mucina
e jacalina, além da lectina elicitora de ligacdo a celulose (CBEL) e proteinas acidas de parede celular
(Gaulin et al., 2002a). Essas moléculas possibilitam que as células do patégeno se adiram firmemente a
superficie vegetal, favorecendo a penetracdo na célula hospedeira e o desenvolvimento das estruturas
infecciosas (Robold; Hardham, 2005).
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Uma vez aderidos a superficie da planta, os zodsporos germinam e formam um tubo germinativo
que penetra no apoplasto, permitindo o estabelecimento do patdégeno. Dentro do apoplasto, 0 oomiceto
desenvolve haustérios, estruturas especializadas que atuam como sitios de absor¢édo, possibilitando ao
oomiceto captar nutrientes da planta hospedeira (Gaulin et al., 2002; Chepsergon et al., 2020; Judelson &
Blanco, 2005). A colonizagdo do apoplasto por Phytophthora spp. é crucial para o éxito da infecgdo (Van
Der Hoorn & Kamoun, 2008). A medida que o patégeno progride e forma hifas intercelulares, conhecidas
como vesiculas de infecgdo, a planta ativa proteases para tentar restringir o avanco do patégeno, enquanto
0 oomiceto secreta inibidores capazes de neutralizar essas enzimas (Krishnan, Joseph & Roy, 2019). Um
exemplo de efetor apopléstico é a proteina PE1, contendo um dominio de ligacéo a pectina, localizada ao
redor do haustorio de P. infestans. Esse efetor favorece o aumento da formacéo de haustorios, promovendo
contato intimo entre patégeno e célula hospedeira (Wang et al., 2018), o que resulta na adesdo do oomiceto
a parede celular. Apos suprimir a resposta imune basal da planta, 0 oomiceto mantém-se no apoplasto, onde

secreta um conjunto de proteinas conhecidas como elicitinas. Depois da adesdo a parede celular, ocorre a
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degradacéo dessa barreira fisica por meio da ativacéo de enzimas de degradagéo da parede celular (CWDEs
— Cell Wall Degrading Enzymes), que diminuem a complexidade estrutural da parede vegetal e permitem a

penetracdo e colonizacao eficientes do patdgeno no hospedeiro (Judelson & Ah-Fong, 2018).

Apesar de sua relevancia, poucos estudos abordam diretamente 0 mecanismo de penetragdo. Em
Phytophthora palmivora, condi¢des como baixo teor de nutrientes, hidrofobicidade e caracteristicas da
superficie induzem a formacgdo dos apressorios (Bircher & Hohl, 1997). Diferentemente de fungos, a
diferenciacdo do apressorio em Phytophthora depende de calcio e ndo é estimulada por cAMP (Bircher &
Hohl, 1999), indicando que vias de sinalizagao distintas sdo utilizadas em comparagéo aos fungos. Triagens
e anélises protedmicas em P. infestans e P. sojae mostraram que a formagdo do apressorio ativa um
programa genético especifico (Kramer et al., 1997; Avrova et al., 2003; Ebstrup et al., 2005; Chen et al.,
2007). Genes relacionados a sintese proteica, ao metabolismo de aminoacidos e a geracao de energia sao
induzidos nas fases iniciais de desenvolvimento do apressério e durante a infeccdo (Ebstrup et al., 2005;
Grenville-Briggs et al., 2005). Em P. infestans, observa-se o0 acimulo de transcritos que codificam quinases,
enzimas degradadoras da parede celular (CWDES) e diversos efetores envolvidos na manipulagdo das
células hospedeiras (Judelson et al., 2008). Um importante efetor apoplastico é o CBEL (Cellulose-
Bindindg Elicitor Lectin), purificado originalmente da parede celular de P. parasitica. Esse efetor induz
intensas respostas de defesa quando infiltrado em folhas de diferentes espécies vegetais, como tabaco e
Arabidopsis (Mateos et al., 1997; Séjalon-Delmas et al., 1997; Khatib et al., 2004). Além disso, € essencial
para a integridade da parede celular micelial e para a adesdo a substratos ricos em celulose, como superficies
vegetais (Gaulin et al., 2002). CBEL apresenta uma duplicacdo caracteristica de dois tipos de dominios

(Tordai et al., 1999) e sua presenca ja foi relatada em diversas espécies de oomicetos (Links et al., 2011).

Até 0o momento, apenas trés fungdes génicas foram comprovadas como essenciais para a penetragao.
O silenciamento de Pibzpl, fator de transcricdo de P. infestans, impede a formagao do apressorio (Blanco
& Judelson, 2005). A supressdo por RNAI de uma familia de quatro genes de celulose sintase prejudica
tanto a diferenciacéo do apressorio quanto a infecgdo (Grenville-Briggs et al., 2008). Ja o gene PIHMP1,
que codifica uma proteina de membrana acumulada em apressorios e haustorios, é indispensavel para o
inicio da infeccdo (Avrova et al., 2008). A intima ligagéo as células hospedeiras permite que os patdogenos
parasitas adquiram nutrientes facilmente; no entanto, os componentes relativamente conservados, como
PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns - Padrdes Moleculares Associados aos Patogenos)
tornam-se estimulos para resisténcia mediada por receptores de reconhecimento padrdes em plantas. O
patdgeno sendo capaz de evadir ou suprimir efetivamente a PT1 (PAMP Triggered Immunity) por meio da
secrecdo de um conjunto de efetores, inicia a doenca na planta. Alguns efetores podem ser especificamente
alvejados por proteinas resistentes em plantas, ativando a ETI (Effector-Triggered Imunity) (Jones & Dangl;
2006).
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Nos ultimos anos, muitas pesquisas tém se concentrado em efetores, que sdo fatores-chave de
viruléncia de patdgenos. Efetores sdo moléculas, geralmente proteinas secretadas pelo patdgeno, que
modulam a estrutura e as func¢des da célula hospedeira, favorecendo a infec¢édo e a colonizacdo dos tecidos
(Kamoun, 2006). Esses efetores sdo classificados conforme sua localizagdo de atuagéo: efetores
apoplasticos, liberados no espaco extracelular das plantas, e efetores citoplasmaticos, que sdo internalizados
na célula hospedeira. Diversos tipos ja foram descritos (Kamoun, 2006), incluindo inibidores de enzimas,
pequenas proteinas ricas em cisteina, além de duas classes principais de efetores citoplasméticos, RXLR e
CRN.

Os efetores de patogenicidade, citados anteriormente, tém o objetivo de alterar a sinalizagéo de
resisténcia, permitindo assim que a infec¢do seja bem-sucedida, pois, quando os patdgenos, conseguem
suprimir a PTI, ocorre também a supressao da ETI (Chisholm et al., 2006). Assim, a compreensdo de como
as espécies de Phytophthora manipulam o hospedeiro é essencial para desenvolver estratégias inovadoras

e eficazes no manejo das doencas causadas pelo oomiceto (Chepsergon et al., 2020).

5.3 p-sitosterol

A investigacao da via de biossintese de esterdis em diferentes organismos mostra que um processo
de trés fases estd envolvido, comegando com a sintese de mevalonato (MVA) a partir de acetil-CoA. A via
do MVA, presente e conservada em todas as espécies de Phytophthora (Yang, 2021), envolve entdo uma
série de reacOes enziméticas que levam a producao de dois metabdlitos intermediarios, farnesil pirofosfato
(FPP) e geranilgeranil pirofosfato (GGPP), ambos cruciais para a transducdo de sinal celular (Miziorko,
2011). Em todos os organismos sintetizadores de esterois (ao contrario de Phytophthora), a via prossegue
para formar 2,3-oxidoesqualeno, envolvendo a esqualeno epoxidase (SQE) (Du et al., 2022). A fase final é
a via pés-esqualeno, que compreende uma série de reagdes enzimaticas que levam a formacao de varios
esterois, como colesterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol, dependendo do organismo. Apesar da
auséncia de certas enzimas na via convencional de sintese de esterdis, Phytophthora spp. retém as enzimas
7-desidrocolesterol redutase (DHCR7) e C-5 esterol desaturase (CSD) (Wang et al., 2021), que séo
necessarias para a modificagéo de esterdis.

Embora os esterdis desempenhem funcéo essencial na maioria dos eucariotos, alguns oomicetos,
incluindo espécies de Phytophthora, perderam a via enddgena de biossintese de esterois. Ainda assim, o
gene ERG3, que codifica a enzima C-5 esterol desaturase dessa via metabdlica, permanece conservado nos
genomas de Phytophthora spp. Evidéncias experimentais mostram que o gene PCERG3 é expresso em todos
os estagios de desenvolvimento avaliados de P. capsici, apresentando niveis de expressdo mais elevados

nos esporangios e no micélio (Weizhen, et al., 2022).

Outros achados incluem o trabalho de Pei et al., (2024) em que foi evidenciado que SSRK1 (sterol-
sensing receptor kinase 1) de P. sojae € capaz de detectar esterois do hospedeiro por meio do acoplamento

com elicitinas, atuando simultaneamente na sinalizacdo e na absor¢do desses compostos. Os autores
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verificaram que os esterois sdo inicialmente captados por elicitinas soltiveis presentes no meio extracelular,
formando complexos esterol—elicitina. Esses complexos passam entéo a interagir com SSRK1, originando
estruturas trimoleculares que desencadeiam uma série de eventos de sinalizacdo intracelular. As ativacfes
desses complexos resultam na indu¢éo de influxo de célcio, na ativacdo de proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPKS) e na reprogramacdo transcriptdmica mediada pela atividade quinase do préprio
receptor. Esses achados evidenciam que SSRK1 desempenha um papel central na percepcao de esterdis do
hospedeiro e na coordenagéo das respostas celulares subsequentes em P. sojae (Pei et al., 2024).

Os esterdis sdo uma classe de lipideos derivados de isoprenoides, desempenham um papel crucial
na sinalizacdo intra e intercelular, bem como na manutencao da estrutura e fluidez da membrana (Yu et al.,
2021). Os esterois, como o colesterol em animais (Capel-Hattam et al., 2020), o ergosterol em fungos
(Alcazar-Fuoli & Mellado, 2013) e o sitoesterol em plantas (Schaller, 2003), desempenham diversas
funcgdes, incluindo a sua necessidade para a integridade da membrana celular, a regulacdo de processos
bioldgicos, o papel na sinalizacdo celular e o controle do traéfego de membranas, entre outras fungdes
celulares. Revisdes recentes (Der et al., 2024; Kazan, et al. 2017) destacaram o papel fundamental dos
esterdis como atores centrais que podem governar as interacdes planta-patdgeno e esclarecer seu papel
como transdutores de sinal.

Espécies de Phytophthora, dentre outras da ordem Peronosporales, distinguem-se pela sua
incapacidade de sintetizar esterdis (Wang et al., 2021). A capacidade de adquirir esterdis do ambiente é o
que permite o crescimento e o desenvolvimento de seu ciclo de vida (Hardham et al., 2018). Espécies de
Phytophthora exibem crescimento vegetativo e esporulagdo aumentados na presenca de esterdis exdgenos
(Yousef et al., 2009). A capacidade de Phytophthora detectar esterdis exdgenos implica a existéncia de uma
rede intracelular de deteccdo de esterdis. Uma rede desse tipo foi revelada em estudos recentes conduzidos
por Xue et al. (2021) e Wang et al. (2021) por meio de suas pesquisas sobre o patdgeno da soja, P. sojae, e
um patégeno da pimenta, P. capsici, respectivamente, onde foi descoberta a presenca de quatro proteinas
(SCPs) com dominio de deteccéo de esterdis (SSD).

No estudo realizado por Wang et al., (2021) foram identificados quatro genes em P. capsici que
codificam proteinas contendo um dominio de deteccdo de esterdis (sterol-sensing domain, SSD), um
dominio proteico de aproximadamente 180 aminoacidos composto por cinco hélices transmembrana e
conhecido por atuar em vias de sinalizagdo de esterdis em animais. Utilizando um sistema modificado de
CRISPR/Cas9, os autores realizaram o nocaute dos quatro genes, denominados PcSCP1 a PcSCP4 (por P.
capsici SSD-containing protein 1 a 4), de forma individual ou sequencial, originando linhagens mutantes
simples, duplas, triplas e quadruplas (Wang et al., 2023). Os resultados revelam que o nocaute isolado de
qualquer um dos quatro PcSCPs nédo foi suficiente para bloquear a sinalizagdo mediada por esterois.
Contudo, os mutantes quadruplos, nos quais todos os PcSCPs foram inativados, deixaram de responder ao
tratamento com esterois durante a reproducéo assexuada, ao contrario da linhagem selvagem de P. capsici,

que apresentou producdo de zoGsporos sob exposicdo aos esterois. Esses achados indicam que os quatro
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PcSCPs desempenham papel fundamental na via de sinalizagéo de esterdis em P. capsici, atuando de forma
funcionalmente redundante (Wang et al., 2023). A anélise transcriptdmica revelou que a expresséo de um
subconjunto de genes é regulada por esterdis exdgenos por meio da acdo das proteinas PcSCPs.
Investigacdes adicionais mostraram que 0s esterdis podem estimular a diferenciacdo de zodsporos via
PcSCPs, controlando processos dependentes do citoesqueleto de actina e do trafego de membranas. Além
disso, observou-se que a patogenicidade dos mutantes quadruplos com nocaute completo foi
significativamente reduzida, acompanhada pela diminuicdo da expressao de diversos genes relacionados a
viruléncia, evidenciando que PcSCPs também contribuem para a interacdo patégeno-planta (Wang et al.,
2023).

Além das SCPs, as elicitinas, pequenas proteinas altamente conservadas, de aproximadamente 10
kDa, isoladas de Phytophthora, também foram propostas como contribuintes para o recrutamento de
esterdis, ligando-se a esterois extracelulares para permitir sua internalizacdo (Kharel, 2021). Os esterois se
ligam a alca 6mega da proteina elicitina para formar um complexo elicitina-esterol (Rodrigues et al., 2006).
Estudos de Islam et al. (2019) mostram a localiza¢do precisa da elicitina e de proteinas semelhantes a
elicitina na parede celular e na membrana plasmatica de P. cinnamomi, as quais podem auxiliar no
recrutamento de esterdis. Apesar da estrutura molecular conhecida e potencial funcdo das proteinas
elicitinas, ainda é necessario elucidar completamente como essas proteinas, em conjunto, facilitam a

aquisicao de esterois vegetais para beneficio do patgeno.

5.4 Proteinas PR-1 como efetores e ligantes de compostos hidrofobicos

Entre as proteinas relacionadas a defesa vegetal (Van Loon et al., 2006), as proteinas PR-1 fazem
parte de uma superfamilia conhecida como CAP (CRISP, Antigen 5, PR-1) ou SCP/TAPS (Sperm Coat
Protein / Tpx, Ag5, PR-1, Sc5). Entre as caracteristicas que agrupam essas proteinas é a presenga de um
dominio comum conservado {CGHYTQVVWI[R/K]X[S/T][V/T][R/S]XGC} que inclui a quarta hélice alfa
e a primeira parte da terceira folha p. Além disso, essas proteinas possuem uma conformagéo ‘sanduiche’
alfa-p-alfa (Cantacessi et al., 2009). Somente a partir do inicio da década passada surgem evidéncias fortes
da funcdo das proteinas SCP/TAPS. Choudhary e Schneiter (2012) verificaram que proteinas PR-1 de S.
cerevisae (proteinas PRY) secretam acetato de colesterol, sendo capazes de se ligarem a colesterol e ao
acetato de colesterol. Apds a delecdo desses genes em S. cerevisae, a exportacdo de acetato de colesterol
foi praticamente abolida. Por complementacdo em levedura, varias proteinas dessa superfamilia foram
capazes de reverter a inabilidade em exportar colesterol (Gamir et al., 2016, Darwiche et al, 2017a).
Verificou-se que Pryl também tem afinidade pelo ergosterol, esterol de origem fungica, pelo sitoesterol,
um esterol encontrado em vegetais (Choudhary e Schneiter, 2012). MutacGes de aminoacidos localizados
numa regido conhecida como motivo de ligagéo de caveolina (CBM, caveolin binding motif), indicaram

que este motivo é suficiente para a ligagao do esterol e/ou pequenas moléculas hidrofobicas (Choudhary et
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al., 2014; Choudhary e Schneiter, 2012). Curiosamente, mutantes depletados dos genes Pry se tornaram
sensiveis ao eugenol (Choudhary et al., 2014; Choudhary e Schneiter, 2012). Verificou-se também que as
proteinas Pry sdo capazes de se ligar ao eugenol, o que sugere fortemente que essas proteinas também
participam da detoxificacdo de moléculas hidrofobicas (Choudhary et al., 2014). Lin e colaboradores (2023)
evidenciaram que a proteina PR-1 UmPR-1La do fungo fitopatogénico Ustilago maydis tem funcéo
detoxificativa contra fenolicos como o eugenol, bem como que essa deteccdo foi importante para elicitar a
formacdo de pseudohifas, importantes para guiar o crescimento do fungo no interior das plantas.

Com relacdo a Phytophthora parasitica, inicialmente, verificou-se que esse oomiceto possui 26
proteinas PR-1, sendo nomeadas como PpPR-1a - PpPR-1z. Curiosamente, estas eram mais similares as
CAP Bacterianas, proteinas da familia CAP-SCP/TAPS presentes em bactérias (Brangulis et al., 2015) do
que com as PR-1 de eucariotos. Andlises gendmicas mais avangadas conseguiram detectar a presenca de 3
CAP eucarioticas em P. parasitica, que foram nomeadas PpPR-1Alfa, Beta e Gama. Avaliacdo de docking
molecular, derivadas de andlises da aluna de doutorado Jaqueline Bauer Uber (Projeto FAPESP
(2023/04646-4) sugeriram que as proteinas CAP eukaryotic PpPR-1 tem a capacidade de se ligarem a
pequenas moléculas hidrofébicas como o dioxano, molécula com caracteristicas similares ao eugenol
(Figura 3). Além disso, Jiang et al., (2023) comprovaram que a proteina PSCAP1, similar a PpPR-1a, é
uma efetora de patogenicidade de P. sojae, sugerindo que PpPR-1a e outros paralogos possam ser efetores
de P. parasitica.

Anaélises de dominios estruturais utilizando a ferramenta InterPro revelaram que todas as proteinas
PpPR-1 continham o dominio CAP bacteriano, enquanto apenas quatro proteinas — PpPR-1a, PpPR-1b,
PpPR-1c e PpPR-1d — apresentavam adicionalmente o dominio PAN/APPLE. A presenca desse dominio
foi determinante para a selecdo desses quatro genes para andlises funcionais aprofundadas, uma vez que o
dominio PAN/APPLE tem sido fortemente associado & modulag&o da resposta imune vegetal (Jiang et al.,
2023).
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Figura 3. Superimposi¢do das modelagens para as CAP-Eukaryotic de P. parasitica com a estrutura 5ETE
(PRY1; Darwiche et al., 2017b) na regido CBM. Note o maior tamanho da alca CBM nas proteinas de P.

parasitica.
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5.5 Uso de produtos Bioldgicos como Insumos

O uso de produtos biolégicos tem se consolidado no Brasil e no mundo por se tratar de uma
estratégia de manejo sustentavel e regenerativo, que traz varios beneficios a agricultura. Os microrganismos
beneficiam as plantas de diferentes formas, entre elas: promocao de crescimento, ciclagem de nutrientes e
controle de pragas e doengas. Uma das grandes vantagens da utilizacdo de bioinsumos esta em conciliar os
interesses dentro do cenario agricola, visto que representam solucdes inovadoras (VIDAL et al., 2020).
Produtos bioldgicos podem ser utilizados associados ou como complementos ao manejo convencional,
facilitando as operac¢des no campo e, ainda, sendo amplamente utilizados no Manejo Integrado de Pragas e
Doencas (MIPD) (Marchese & Filippone, 2018). Divididos em biodefensivos e semioquimicos (ou
bioguimicos), os produtos bioldgicos podem ser classificados de acordo com a sua finalidade:

(i) Inoculantes: sdo bioinsumos que contém em sua formulacdo microrganismos com atuacao
favoravel ao desenvolvimento vegetal, por meio da fixacao de nitrogénio (N), solubilizagdo e mineralizagdo
de foésforo (P) e potassio (K) e promogdo do crescimento de plantas (Meyer et al., 2022); (ii)
Biofertilizantes: sdo bioinsumos compostos por microrganismos benéficos que, quando aplicados via
tratamento de sementes, sulco de plantio ou pulverizagdo, favorecem o uso de nutrientes em associacéo
com a planta, melhorando o desenvolvimento, crescimento e arranque inicial da cultura (Saritha;
Tollamadugu, 2019), podendo conter compostos naturais e/ou sintéticos e com modos de acao distintos;
(iii) Biodefensivos: essa classificacdo engloba macro e microrganismos e seus metabdlitos que apresentam
como acdo principal o controle de pragas e doencas, reduzindo a populagéo de insetos e/ou a presséo de
sintomas de doencas no campo. Esse grupo é constituido por biofungicidas, bioinseticidas e bionematicidas,
nas mais diferentes formulacdes, podendo conter compostos naturais e/ou sintéticos e com modos de acao
distintos (ABBEY et al., 2019); (iv) Bioestimulantes ou ativadores microbioldgicos: s&o compostos por
substancias naturais com diferentes composicBes e concentracdes que atuam maximizando o
desenvolvimento das plantas e reduzindo os efeitos de estresses bidticos e abioticos (Marrone, 2019).

A maioria dos pesticidas quimicos atuais tem um anico local de acdo atacando a via metabdlica
vulneravel da praga. Dessa forma, ap6s o uso repetido e continuo de um pesticida quimico, as pragas sao
capazes de desenvolver resisténcia ao produto, reduzindo o desempenho esperado na lavoura (Marrone,
2019). Os produtos biolégicos integram um mercado em continua expansao. Pozzebon (2023) descreve que
o crescimento exponencial desse mercado decorre da adogdo desses insumos em varias culturas. Embora o
maior percentual de crescimento tenha ocorrido nos altimos trés anos, o uso de bioinsumos vem ganhando
espaco desde 2010 (Borsari, 2023). De acordo com a pesquisa de mercado da empresa Research and
Markets, o mercado de produtos bioldgicos devera atingir um faturamento de US$ 18,5 bilhdes até 2026
(ANPII, 2023). Isso representa um crescimento de 74% contra apenas 3,4% dos defensivos quimicos,
ressaltando que, na nova era da agricultura, conhecida como Agricultura 4.0, uma das metas a serem
seguidas € a reducdo do uso de agrotoxicos aliada ao aporte tecnologico com sistemas inteligentes — duas

ferramentas que atuardo tanto na seguranca alimentar quanto na seguranca energética do pais (\VVasconcelos,
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2018). Além disso, o Brasil lidera 0 uso e o desenvolvimento de insumos biologicos, aplicando esse tipo de
manejo em milhdes de hectares. No estudo realizado pela CropLife Brasil em parceria com a S&P Global,
a taxa de crescimento anual de biodefensivos no periodo de 2018 a 2022 foi de 61,2%, com projecdo de R$
17 bilhdes até 2030 (Medeiros, 2023) (Figura 4). Esse crescimento é justificado devido ao intenso
desenvolvimento de produtos a campo com resultados satisfatorios no manejo de pragas e doengas. Além
disso, essas biotecnologias ndo favorecem o surgimento de organismos resistentes aos ativos, devido aos

inimeros mecanismos de acdo apresentados pelos microrganismos.

Faturamento (R$ bilhdes)

2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030
Ano

Figura 4. Estimativa da evolucdo do mercado de biodefensivos no Brasil. (Adaptado de IHS Markit, 2021).

As grandes culturas sdo as que mais impulsionam o mercado de produtos bioldgicos no Brasil.
Segundo a pesquisa da S&P Global em colaboragdo com a CropLife, a soja é a cultura com a maior
porcentagem de area tratada com biodefensivos (42% do total), seguida pelas culturas do algodao, com
21%, cana-de-agUcar, com 18%, e milho com 15% (Figura 5).

m Soja = Algoddo Cana-de-aglcar Milho = Qutras culturas

Figura 5. Estimativa (%) de area tratada com biodefensivos em diferentes culturas no Brasil. Fonte: CropLife,
2021.
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No mercado de biodefensivos, a pesquisa da S&P Global em colaboragdo com a CropLife,
identificou que dos biodefensivos comercializados 61,5% tém aplicacdo foliar; 14,3% tém aplicagdo no

tratamento de sementes e 24,2% tem aplicacdo no solo (Figura 6).

Area acumulada (milhdes ha) Valor (bilhdes R$)

tratamento de
semente
14.3%

tratamento de
semente

15.9% )
foliar

foliar 50.4%
61.5% Valor Total

2,372

Area Total
19,1

solo

24.2% solo
33.7%

Figura 6. Mercado de Biodefensivos por vias de aplicacdo dos produtos. Fonte: CropLife, 2021.

Os Objetivos Globais para o Desenvolvimento Sustentavel, lancados pela ONU em 2015, sdo uma
agenda global composta por 17 objetivos interligados que promovem o equilibrio entre o desenvolvimento
econdmico, inclusdo social e protecdo ambiental até 2030. Esses objetivos abrangem desde a erradicacao
da pobreza (ODS 1) até parcerias globais (ODS 17). Eles visam enfrentar desafios globais como mudancas
climaticas, desigualdades sociais e degradacdo ambiental (ONU, 2025). Entre os objetivos globais para o
desenvolvimento sustentavel alinhados ao uso de bioinsumos estdo: ODS 2 — Fome Zero e Agricultura
Sustentavel; ODS 3 — Saude e Bem-estar; ODS 6 — Agua Potavel e Saneamento; ODS 12 — Produgéo e
Consumo Responsaveis; ODS 13 — Acdo Contra a Mudanca Global do Clima. O uso de bioinsumos esta
diretamente ligado & sustentabilidade rural e a adog&o de préticas agricolas que maximizam a eficiéncia de
recursos. Ferramentas biotecnolédgicas, como o uso de microrganismos promotores de crescimento de
plantas e biocontroladores para controle de doencas e pragas agricolas, permitem um manejo mais preciso
das culturas, reduzindo desperdicios e impactos ambientais. A aplicagdo de bioinsumos atende as
exigéncias do mercado por produtos com menor pegada de carbono, a substitui¢cdo de insumos quimicos
sintéticos por alternativas biologicas rastreaveis reduz a poluicdo ambiental, fortalece os ecossistemas
locais e integra a agroindustria em circulos de bioeconomia; favorecendo a demanda por alimentos

saudaveis e o tratamento responsavel de residuos.

De acordo com um estudo publicado na Nature, Scientific Reports (Medina-Romero, Y.M. 2021),
apenas um namero limitado de produtos naturais € usado diretamente como ingrediente ativo na protecao
de cultivos, representando apenas 3,26% do mercado global de pesticidas. Estima-se que esses produtos

detenham atualmente 20% do mercado em segmentos agricolas especificos como: horticultura, producao
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organica, pds-colheita e cultivos de alto valor agregado. Apesar da porcentagem de uso baixa atualmente
no mercado, espera-se que, nos proximos anos, surjam novas solugdes para esses bioinsumos a partir de
pesquisas cientificas, regularizacdo de produtos e compostos e 0 apelo da populacédo e produtores por
praticas mais ecoldgicas (Medina-Romero, Y.M. 2021).

5.6 Oleos essenciais para formulacdes contra P. parasitica

Os Oleos essenciais sdo descritos como substancias hidrofébicas complexas resultantes do
metabolismo secundario das plantas. Eles sdo geralmente extraidos por meio de hidrodestilacéo, destilacdo
a vapor ou pressao a frio. Esses 6leos incluem uma ampla diversidade de compostos organicos volateis
(COVs) que as plantas produzem e utilizam para defesa, comunicacao intra e interespecifica, atracdo de
polinizadores, repulsdo de herbivoros, combate a fitopatdgenos e na imunidade vegetal (Hijaz et al., 2016).
Nas Ultimas décadas, os 6leos essenciais tém despertado novamente grande interesse em diversas industrias
e areas de pesquisa, como alimentos, cosméticos, farmacéutica, agronomia e medicina, devido as suas
propriedades bioldgicas variadas, incluindo acGes conservantes, antioxidantes, antifingicas, repelentes e
antibactericidas (Hijaz et al., 2016). Os compostos organicos volateis desempenham um papel vital para
proteger as plantas contra os ataques de patdgenos e insetos (Hijaz et al., 2016). Foi verificado que a
mobilidade dos patdgenos dentro dos tecidos é retardada pela atividade antimicrobiana desses volateis
durante o inicio da infeccdo (Gao et al. 2005; Maffei et al., 2010). Recentemente, estudos realizados por
Huong et al. (2004) e Awuchi & Morya (2023) apontam uma promissora atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais contra diversas bactérias, fungos e virus. Yamasaki et al. (2007) concluiram em seu estudo que
citral, citronelal e linalol liberados de folhas asperas de liméo inibiram significativamente o crescimento
germinativo de hifas e esporos do crescimento germinativo de Alternaria alternata. Trombetta et al. (2005)
avaliaram a atividade antimicrobiana de trés monoterpenos comuns em 06leos essenciais, acetato de linalol,
mentol e timol, os quais inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Em busca dos melhores 6leos essenciais para formulacdes ideais no combate a Phytophthora spp.,
foram encontrados quatro compostos com ag¢fes antimicrobianas: Carvacrol, Eugenol, Citronelal e Citral.
Esses compostos sdo metabdlitos secundarios majoritarios dos 6leos essenciais de orégano (Origanum
vulgare), tomilho (Thymus vulgaris), cravo (Syzygium aromamicum), canela (Cinnamomum verum), capim-
limdo (Cymbopogon citratus) e citronela (Cymbopogon nardus). O eugenol, principal componente do 6leo
de Syzyhium aromamicum (cravo), tem sido utilizado como base material e molécula constituinte para a
fabricacdo de compostos bioativos, por conta de sua estrutura particular e inimeras aplica¢Ges encontradas
nas induastrias farmacéuticas, alimenticias, agricolas e cosméticas (Islam et al., 2018; Park et al., 2006). O
eugenol também demonstrou atividades antimicrobianas e antioxidantes (Hwang et al., 2020), sendo
também um poderoso inseticida, eficaz em uma ampla variedade de pragas de artropodes domésticos (De
Andrade et al., 2020). O eugenol (C10H1202) € um composto aromético pertencente ao grupo dos fendis.

Contra bactérias gram-negativas, acredita-se que o eugenol atue danificando a membrana citoplasmatica,
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por ser uma molécula hidrofobica, pode facilmente penetrar na membrana celular de lipopolissacarideos e

entrar no citoplasma. Uma vez presente na célula, pode causar alteracdes na estrutura celular, resultando

no vazamento de componentes intracelulares (Daniel et al., 2009).

A Tabela 1 condensa as principais evidéncias da eficacia dos 6leos essenciais, comparando o tipo

de oleo essencial, os componentes majoritorios, patdgenos alvo e os resultados encontrados. A Tabela 2

relacionaa classe quimica do composto majoritario e seu mecanismo de a¢do no controle de patdgenos alvo.

Tabela 1. Eficéacia de 6leos essenciais contra os principais fitopatdgenos

Oleo Componentes Patégenos Alvo Cultivar Resultados in vitro/ in vivo
Essencial Quimicos
Majoritarios

Oleo de Terpinen-4-ol, a- Botrytis cinerea, Morango, Tomate |Inibicdo de 90-100% da germinagéo de
Melaleuca Terpinene Alternaria esporos a 0,5% (in vitro); reducéo da
alternifolia alternata incidéncia da doengca em 60% (in

Vivo).
Rault, J.S. & Karuppayil, S.M. 2014

Oleo de Eugenol, B- Fusarium Banana, Papaya Inibicdo completa do crescimento

Cravo Caryophyllene oxysporum, micelial a 1% (in vitro); reducédo de
(Syzygium Colletotrichum 50-70% na severidade da doenga em

aromaticum) gloeosporioides

Oleo de Timol, Carvacrol Rhizoctonia
Tomilho solani,
(Thymus Sclerotinia
vulgaris) sclerotiorum
Oleo de Citral, Geraniol Penicillium
Capim-Liméo expansum,
(Cymbopogon Phytophthora
citratus) capsici
Oleo de Carvacrol, Timol Pythium ultimum,
Orégano Phytophthora
(Origanum infestans
vulgare)

€nsaios em vasos.
Lee, Y.S. et al., 2008

Alface, Feijao Reducéo de 85-95% no crescimento
micelial a 0,25-0,5%; diminuicao de
40% na incidéncia da doenga em
ensaios em estufa.
Tzortzakis, N.G. 2007.

Citrus, Pimenta Inibicdo 100% da germinacéo de
esporos a 0,75%; suprimiu 0
desenvolvimento de lesGes em frutos.

Deweer, C. et al., 2023.

Batata, Pepino Forte inibigdo a 0,5-1,0%; reducéo de
60-80% na progressdo da doenca em
condicGes de estufa.

Hammer, K.A. et al., 2004.
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Tabela 2. Composto Bioativo Majoritario e Mecanismo de Ac¢ao

Composto |Classe Quimica Mecanismo de Acéo Patogenos Alvo Referéncia
Timol Monoterpendide Ruptura da Membrana, Botrytis, Fusarium Sokovic, M.,
Inibicdo enzimatica et al (2008)
Carvacrol Monoterpendide Formagdo de ROS, Aspergillus, Pythium | Ultee, A., et
desintegracdo da membrana al (1999)
Eugenol Phenylpropanoide | Desnaturacéo proteica, efeito Colletotrichum, Marchese,
antifungico Penicillium A, etal
(2017)
Citronellal Monoterpenoide | Alteracdo na permeabilidade Alternaria, Nerio, L.S.
aldehyde da camada bi lipidica Rhizoctonia et al (2010)
1,8-Cineole Oxido Inibicdo Respiratoria Phytophthora, Cox, S.D., et
Monoterpendide Xanthomonas al. (2000)

5.6.1 Oleo Essencial de Orégano (Origanum vulgare)

Origanum vulgare, popularmente conhecido como orégano, € uma planta herbacea perene da
familia Lamiaceae, amplamente utilizada em funcdo de sua folhagem aromatica e de seu dleo essencial,
caracterizado principalmente pela elevada presenca de carvacrol e timol, compostos fenolicos
monoterpénicos responsaveis pelas propriedades antimicrobianas, antioxidantes e bioativas da espécie. A
espécie é originaria da regido do Mediterraneo, com centros histdricos de domestica¢do e uso tradicional
concentrados na Europa Meridional, Oriente Médio e Asia Ocidental, tendo sido posteriormente difundida
para outras regides do mundo por meio de rotas culturais, comerciais e agricolas, especialmente ao longo
do periodo greco-romano e da expanséo arabe (Kokkini et al., 1997; Dudai et al., 2004; Lukas et al., 2015).

O 6leo essencial de O. vulgare é altamente valorizado comercialmente devido a sua composicao
quimica rica em carvacrol (40-85%) e timol (0-20%), dependendo do quimiétipo, conferindo amplo uso
nos setores alimenticio, farmacéutico, cosmético e agricola, especialmente como agente antimicrobiano
natural, conservante alimentar e bioinsumo agricola. RevisGes quimicas e agrondémicas indicam que o
rendimento do 06leo essencial varia entre 0,3% e 4,5% (m/m), enquanto a proporc¢ao relativa de carvacrol e
timol é fortemente influenciada por fatores genéticos (quimiotipo), estagio fenoldgico da planta, condigdes
edafoclimaticas, altitude, luminosidade e praticas de manejo agronémico, refletindo grande plasticidade
metabolica da espécie (D’Antuono et al., 2000; Kokkini et al., 2003; Lukas et al., 2015). Estudos
agronémicos comprovam que diferentes quimidtipos de O. vulgare estdo associados a perfis quimicos
especificos, sendo reconhecidos principalmente os quimidtipos carvacrol, timol, sabineno hidratado e

linalol, os quais determinam tanto o valor comercial quanto a aplicacéo tecnoldgica do 6leo essencial. O
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quimiotipo carvacrol é considerado o mais valioso do ponto de vista industrial e agricola, em funcéo de sua
elevada bioatividade antimicrobiana, fungicida e bactericida, sendo preferencialmente explorado em
formulacgdes fitossanitarias e produtos naturais de controle biolégico (Dudai et al., 2004; Lukas et al., 2015).
No contexto brasileiro, levantamentos agrondmicos e revisdes técnicas indicam que o cultivo comercial de
O. vulgare concentra-se predominantemente nas regides Sul e Sudeste, especialmente nos estados do
Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, em sistemas produtivos associados a agricultura
familiar, horticultura intensiva e producdo de plantas aromaticas e medicinais. Estudos conduzidos no
Brasil ressaltam que as condi¢des edafoclimaticas dessas regides favorecem tanto o rendimento do 6leo
essencial quanto a elevada propor¢do de carvacrol, possibilitando a obtencdo de matéria-prima de alta
qualidade para aplicacdes farmacéuticas, cosméticas e agroindustriais (Blank et al., 2008; Morais et al.,
2012; Biasi & Deschamps, 2009).

O carvacrol, 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol, € uma pequena molécula presente em muitas espécies de
plantas da familia Lamiaceae incluindo orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris). O
carvacrol € um metabdlito secundario volatil, liquido a temperatura ambiente, insoldvel em &gua, mas
soltvel em etanol (Kalemba e Kunicka, 2003) e é o principal componente dos 6leos essenciais da lamiaceas
(Marchese et al., 2018; Nostro e Papalia, 2012). O carvacrol possui um Unico grupo hidroxila (-OH), que
esta proximo ao grupo metil no anel aromatico. A posicao Unica do grupo —OH no carvacrol desempenha
um papel critico em suas caracteristicas quimicas e bioldgicas (Arfa et al., 2006). O carvacrol tem sido
extensivamente estudado pela sua atividade antimicrobiana na &rea medica, alimenticia e agronémica, onde
amaioria dos alvos s@o bactérias e fungos (Marchese et al., 2018; Nostro e Papalia, 2012). Quando aplicado
contra bactérias, o carvacrol pode influenciar fatores de viruléncia, incluindo a reducéo da producéo de
toxinas e a formacdo de biofilme pelas bactérias. Estudos mais recentes indicaram que o carvacrol afeta a
expressao genética e reduz a viruléncia dos microrganismos (Burt et al., 2016; Siroli et al., 2018). Contra
um isolado de Phytophthora capsici, o carvacrol reduziu o crescimento micelial em 85% (Song et al., 2023).
Exposicdo a vapor por 24 h de O. vulgare pds-inoculacdo reduziu a severidade do mildio em 95%
(comparado ao controle); exposi¢cdo continua por 10 dias reduziu a severidade em até 98%, porém com

sinais de fitotoxicidade em exposic¢Ges prolongadas (Rienth et al., 2019).

5.6.2 Oleo Essencial de Capim-Lim&o (Cymbopogon citratus)

Cymbopogon citratus, popularmente conhecido no Brasil como capim-limédo, ou capim-santo, é
uma graminea perene da familia Poaceae amplamente utilizada pela sua folhnagem aromatica e pelo 6leo
essencial rico em citral (mistura de neral e geranial). A espécie é originaria do sul da Asia, com centros
historicos de domesticacdo e uso tradicional no Sri Lanka e sul da india, tendo se difundido para outras
regides tropicais e subtropicais por via cultural e agro-comercial. O 6leo essencial de C. citratus é

valorizado comercialmente pela elevada proporcéo de citral (70-85% do 6leo), conferindo usos industriais
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em perfumaria, cosméticos, aromatizantes e farmacéuticos. Relatorios técnicos e revisdes brasileiras
destacam que a qualidade do dleo (teor de citral) e rendimento de extracdo variam conforme material
genético, idade da planta, manejo e condi¢es ambientais (Majewska, 2019). Estudos agroeconémicos e
relatérios estaduais indicam que a produgdo comercial de capim-limdo no Brasil concentra-se
fundamentalmente nas regides Sul e Sudeste, com destaque historico para o estado do Parand, que figura
como um dos principais produtores nacionais de plantas medicinais aromaticas, incluindo C. citratus (Pinto
et al., 2014). O composto majoritario do Oleo essencial de capim-limdo é o Citral (3,7-dimetil-2,6-
octadienal; mistura de neral e geranial) € um monoterpeno aciclico com comprovadas atividades
antifangicas e antibacterianas. Estudos anteriores mostraram que citral altera vias metabolicas (rota do
TCA, biossintese de ergoesterol) e a integridade de membranas em fungos filamentosos (OuYang et al.,
2016; Zheng et al., 2015; Tao et al., 2014). Entretanto, mecanismos moleculares em oomicetos
fitopatogénicos eram escassos e nao estavam descritos até o estudo de Song et al. (2023) mostrando em
particular que o citral modula genes de viruléncia em Phytophthora capsici. No estudo de Song et al. (2023)
foram identificados 115 genes diferencialmente expressos em amostras fumigadas com citral, desses, 40
codificam proteinas secretadas, sendo 23 induzidos e 17 reprimidos. Os resultados encontrados pelo estudo
sugerem que o citral predominantemente suprime a expressdo de efetores/genes de viruléncia durante a
infeccdo. Em concentracdes elevadas, o citral compromete crescimento, morfologia e permeabilidade da
membrana, em concentra¢fes baixas, durante a infeccdo, o citral reprograma a expressdo de efetores,
resultando em diminuicg&o da viruléncia (efetores RXLR e PcCF/SCR74-like). Os autores sugerem que o citral
pode atuar sobre reguladores transcricionais (TFs) ou vias regulatérias que controlam a expressao de genes
de viruléncia. Os mecanismos moleculares exatos (receptores, ligantes e vias de sinalizagdo) permanecem

por esclarecer.

5.7 Encapsulacgéo e o uso da pectina como agente reticulante na gelificacdo ibnica

Pela natureza volatil dos 6leos essenciais, uma possivel aplicacdo na agricultura dependeria de uma
liberacdo lenta e continua para garantir os melhores resultados. De acordo com estudos envolvendo a
aplicacdo de bactericidas, fungicidas, promotores de crescimento vegetal e indutores de resisténcia
sistémica, a aplicacdo continua de doses em concentragdes adequadas ao objetivo proposto tende a
apresentar maior eficiéncia do que a aplicagdo pontual de uma dose elevada. Além de menos eficaz, a
aplicacdo Unica em altas concentracdes pode resultar em efeitos fitotoxicos, causando danos as cultivares,
dependendo do nivel de concentracdo utilizado (Pontes-Quero et al., 2021). Em contrapartida, utilizando
técnicas para criar nanoemulsées, emulsfes ou microencapsulados, € possivel em muitos casos, 0 aumento
da eficiéncia do principio ativo, liberagdo controlada, redugdo da volatilizagdo e da deriva, bem como
aumento da adesdo foliar. H& diversas metodologias que utilizam a microencapsulagcdo e a

nanoencapsulagéo; a escolha de qual metodologia e material empregado para realizar esse processo deve
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ser feita com base na aplicacdo final para a qual o 6leo essencial sera encapsulado (Pontes-Quero et al.,
2021).

Dentro dessa perspectiva, a escolha da pectina como material de parede para a microencapsulagao
de oleos essenciais com atividade inibitéria sobre Phytophthora parasitica fundamenta-se em suas
propriedades estruturais, biodegradabilidade em ambientes edéaficos, elevada capacidade de formacao de
matrizes poliméricas e ampla disponibilidade como coproduto agroindustrial (Min et al., 2017; Nazzaro et
al., 2012).

Estudos comparativos indicam que a pectina apresenta maior suscetibilidade a degradacdo
microbiana quando comparada a outros biopolimeros amplamente empregados, tais como o alginato,
resultando em taxa mais elevada de biodegradacdo em matrizes bioldgicas, o que sugere um desempenho
mais favordvel para aplicacbes em solo, promovendo uma liberacdo progressiva dos compostos
encapsulados e reduzindo riscos de acumulo ambiental (Lopes et al., 2024). Essa caracteristica torna-se
particularmente relevante considerando que P. parasitica € um patdgeno habitante do solo, sendo desejavel
a utilizacdo de matrizes poliméricas que apresentem persisténcia moderada, associada a biodegradabilidade
ambiental. Ademais, a pectina apresenta custo inferior ao alginato e elevada disponibilidade no Brasil, uma
vez que € obtida majoritariamente a partir de residuos da industria citricola, especialmente cascas de laranja,
configurando-se, portanto, como um coproduto abundante e de baixo custo (Ciriminna et al., 2015; Maran
et al., 2017). A utilizacdo desse coproduto como insumo tecnoldgico para formulacfes bioativas esta
alinhada aos principios da bioeconomia circular, uma vez que favorece o aproveitamento integral da
biomassa, minimiza a geracdo de residuos industriais e viabiliza a obtengdo de produtos de maior valor
agregado, contribuindo, de forma integrada, para a sustentabilidade econdmica, ambiental e social da cadeia

produtiva citricola (Ciriminna et al., 2015; Rincon et al., 2020).

A pectina é um polissacarideo aniénico natural encontrado nas paredes celulares das plantas; sua
estrutura é composta por unidades repetidas de acido D-galacturdnico ligadas por a-(1>4) (Olawuyi et al.,
2020) e amplamente utilizada como agente encapsulante, apresentando elevada eficiéncia de encapsulacao,
protecdo contra volatilizacdo, estabilidade fisico-quimica e capacidade de promover a liberacéo gradual de
compostos bioativos. Dependendo da fonte vegetal, a estrutura da pectina pode conter dominios de
homogalacturonano (HG), ramnogalacturonano | (RG-I) e ramnogalacturonano Il (RG-I1) (Harholt et al.,
2010). A diversidade na composicdo explica as propriedades Unicas exibidas por diferentes pectinas, como
seus parametros de gelificagdo, solubilidade e comportamento reolégico. Além disso, a pectina pode formar
redes tridimensionais de cadeias poliméricas hidrofilicas, tornando-a ideal para a preparacédo de hidrogéis
e microencapsulados. Os géis preparados com pectina apresentam vantagens sobre outros géis de
biopolimeros, como a gelatina, pela sua capacidade de formar géis rapidamente, elevada estabilidade
térmica e excepcional capacidade de encapsular aromas e principios ativos (Schrieber & Gareis, 2007). Em

comparacdo com outros biopolimeros naturais, como amido, celulose, quitosana, colageno, proteina e
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agarose, a pectina se destaca por suas excepcionais propriedades gelificantes, permitindo a criacdo de
hidrogéis estaveis em condigdes mais brandas. Além disso, a pectina oferece vantagem de gelificacdo e
interacdes controlaveis pela capacidade de ajuste de parametros quando consideradas modificacGes em sua
estrutura denominadas grau de metoxilagdo e acetilagdo (Chen et al., 2015). Ademais, sua natureza
anfifilica, com sitios polares e apolares em sua estrutura (Humerez-Flores et al., 2022), possibilita uma
interacdo eficaz com &gua e oleo, tornando-a versatil para o encapsulamento de bioativos hidrofdbicos.

As pectinas de alto teor de metoxila (High Metoxy - HM), com DE (Degree of Esterification — Grau
de Esterificacdo) variando de 50% ou mais, formam geis predominantemente através da coesdo de forcas
hidrofobicas e da formacdo de ligacdes de hidrogénio sob condigdes ambientais especificas. Essas
condi¢Oes incluem niveis de pH baixos (em torno de 2,5 a 3,5) e a presenca de solidos soliveis como
sacarose (55% a 75%) para que o processo de gelificagdo ocorra (Lara-Espinoza et al., 2018). O Grau de
Esterificacdo (DE) determina a faixa de pH e temperatura para a gelificacdo, com pectinas de grau alto, a
gelificacdo ocorre em pH e temperatura mais elevada (Wilatz et al., 2001). A acetilacdo reduz a capacidade
de gelificacdo da pectina, dificultando interagcbes com os ions de célcio (Wilatz et al., 2001), enquanto
acucares neutros podem tanto dificultar, quanto aumentar a coesdo do gel por meio de interagdes
hidrofdbicas (Lara-Espinoza et al., 2018). Para a composi¢do de aglcares em pectinas com alto grau de
esterificacdo, o efeito ird depender da geometria molecular do agUcar interagindo com as moléculas de agua
vizinhas (Oakenfull & Scott, 1984). Outro fator muito importante para HM pectinas é o nivel de pH. O pH
baixo promove a formacéo de gel, facilitando as interagdes entre as moléculas de pectina (Flutto, 2003). Os
grupos carboxila nos residuos de acido galacturénico sdo menos dissociados em condicGes &cidas,
resultando em menor repulsédo eletrostatica entre as cadeias de pectina. Isso permite que as cadeias gerem
ligacGes de hidrogénio adicionais e formem uma rede de gel. Por outro lado, um pH excessivamente baixo
pode causar gelificacdo rapida sem organizacdo suficiente, resultando em um gel fraco e mal organizado
(Flutto, 2003). Historicamente, as pectinas de baixo teor de éster (Low Methoxy — LM) tém servido como a
melhor opcdo para a gelificagdo de produtos alimenticios. Pectinas de baixo grau de esterificacéo
demonstram sua utilidade na formacéo de géis estaveis em temperatura ambiente, com baixo a moderado
teor de agucar e acidos. As pectinas amidadas sdo uma subcategoria das pectinas de baixo teor de éster
(LM) exibem caracteristicas distintas, proporcionando uma ampla gama de propriedades funcionais na
industria, por possuirem mais grupos carboxilicos livres para interagir com os ions Ca?*, essas pectinas
apresentam facilidade para criar a rede de gel continua do modelo “caixa de ovos” exemplificado na Figura
7 (Corona-Hernandez et al., 2013). A quantidade de calcio necessaria para a gelificacdo é determinada pelo
DE, tamanho e distribuicdo do &cido galacturénico ndo metilesterificado, bem como os pardmetros do
processo (Wilatz et al., 2001; Lara-Espinoza et al., 2018). O excesso de calcio pode causar pré-gelificacao

ou a formacdo de precipitados de pectina.
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Figura 7. Modelo caixa de ovos (Corona-Hernandez et al. 2013)

De acordo com Flutto (2003) & Vriesmann et al., (2017), a presenca de grupos éster, acetil ou amida
na pectina interrompe a estabilizacdo de grupos polares nas zonas de jun¢do entre cadeias pécticas vizinhas,
resultando em formacdo de gel dificultada. As cadeias laterais de pectina também podem influenciar a
flexibilidade da molécula, impedindo a agregacdo por impedimento estérico. Varios parametros
influenciam a gelificacdo de pectinas com baixo teor de éster (LM), incluindo o nimero e a distribuicdo de
grupos éster e amida, peso molecular, pH, for¢a idnica e atividade da agua do sistema de gelificagdo (Flutto,
2003). Como as ligacdes de calcio sé podem se formar em areas livres de esterificacdo, niveis mais baixos
de esterificacdo resultam em maior resisténcia do gel. A amidacdo da pectina aumenta o poder gelificante,
promove ligacGes de hidrogénio e leva a géis mais resistentes e termorreversiveis com menores
necessidades de calcio. A amidacdo aumenta a capacidade gelificante de pectinas com baixo teor de
metoxila, exigindo menos calcio para gelificar e tornando-as menos propensas a precipitar em altos niveis
de calcio (Sharmaetal., 2006). O peso molecular das pectinas com baixo teor de éster governa a gelificacao,
influenciando o numero de zonas de conexdo necessarias (Flutto, 2003). Pectinas com pesos moleculares
mais altos tém mais zonas de junc¢do, levando a uma gelificacdo mais rapida. O comprimento da cadeia de
pectina esta diretamente relacionado ao seu peso molecular, criando maior nimero de zonas de juncéo e
resultando em uma formacéo de gel mais forte (Begum et al., 2021).

O pH da solucéo de pectina influencia a textura do gel, bem como as necessidades de célcio. Estudos
sobre as propriedades do gel pectina LM (Lootens et al., 2003) revelaram que a reducdo para pH 3
enfraqueceu o gel induzido por Ca?* para pectina ndo amidada, mas o fortaleceu para pectina amidada.
Curiosamente, a pectina LM pode formar géis mesmo em um pH baixo sem Ca?" (Gilsenan et al., 2000).
Uma transi¢do conformacional ocorre que induz a agregacao e a gelificacdo da pectina quando o pH é mais
baixo. Além disso, a gelificacdo da pectina LM é favorecida em pH alto, pois as pontes de Ca®* requerem
um ndmero adequado de grupos carboxilicos dissociados (Begum et al., 2021).

As plantas também podem responder a padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), como

oligogalacturonideos (OGs), liberados pela propria planta apds ferimento direto ou infec¢do por patégenos
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(Hou et al., 2019). OGs de alto grau de polimerizacdo (DP), contendo de 10 a 15 residuos de &cido
galacturénico (OGDP10-15), estdo entre os DAMPs mais extensivamente estudados capazes de
desencadear a imunidade vegetal (Meresa et al., 2024). Esses oligbmeros sdo liberados da degradacao
parcial do homogalacturonano péctico (HG), um componente primario da parede celular e da lamela média
da planta, por meio da atividade de pectina/pectato liases e poligalacturonases microbianas (Li et al., 2024).

Essas enzimas pectinoliticas, comumente produzidas por patdgenos necrotréficos, sao
fundamentais para liberar nutrientes da parede celular e, assim, facilitar o processo de infeccdo (Zhang et
al., 2013). A interacdo entre microrganismos benéficos, como, Bacillus velezensis e sua planta hospedeira
é caracterizada por uma complexa comunicagdo quimica que envolve a troca de moléculas sinalizadoras
difusiveis, incluindo aminoacidos, acidos organicos, agucares e fitormonios (Venturi et al., 2016).
Considerando que muitos desses compostos foram identificados em exsudatos radiculares de plantas, muito
ainda ha muito a ser descoberto sobre a natureza e a diversidade das moléculas que moldam e influenciam
essa interacdo. Nesse contexto, a percepcao dos polimeros da parede celular vegetal desempenha um papel
fundamental que pode impactar a aptiddo de microrganismos benéficos na rizosfera (Beauregard et al.,
2013). Recentemente, o estudo de Boubsi et al. (2023) demonstrou que Bacillus velezensis modula
caracteristicas chave de desenvolvimento em resposta a alta glicose. Especificamente, a bactéria estimula
a sintese de surfactina, aumenta a formacéo de biofilme e acelera sua dinamica de esporulacdo (Boubsi et
al., 2023). Além disso, esse aumento na aptiddo de Bacillus velezensis mediado por HG e facilitado por
duas enzimas degradadoras de HG, nomeadamente PelA e PelB, constituem seu arsenal muito limitado de

enzimas degradadoras de pectina (Boubsi et al., 2023).

6. JUSTIFICATIVA CIENTIFICA E OBJETIVOS

O género Phytophthora se distingue por sua incapacidade de sintetizar esterdis. A capacidade de
adquirir esterdis do ambiente € 0 que permite o crescimento e o desenvolvimento de seu ciclo de vida. As
proteinas PR-1, envolvidas em mecanismos de defesa e patogenicidade, fazem parte de uma superfamilia
conhecida como CAP ou SCP/TAPS. Evidéncias robustas da funcéo das proteinas SCP/TAPS sugerem que
proteinas PR-1 de Saccharomyces cerevisae (proteinas PRY) secretam e transportam acetato de colesterol,
sendo capazes de se ligar a colesterol e ao acetato de colesterol, apresentando também afinidade pelo
ergosterol, esterol de origem fungica, pelo sitoesterol, esterol encontrado em vegetais. Curiosamente,
mutantes depletados dos genes PRY se tornaram sensiveis ao eugenol. Verificou-se também que as
proteinas Pry sdo capazes de se ligar ao eugenol, o que sugere fortemente que essas proteinas também
participam da detoxificacdo de moléculas hidrofobicas. Hoje, o uso de compostos naturais, como os 6leos
essenciais, na area agricola ocupa posicdo de lideranca em estudos de grandes centros e simboliza uma

alternativa as classes quimicas utilizadas em biocontrole. Esses 6leos incluem uma ampla diversidade de
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compostos organicos volateis (COVs) que as plantas produzem e utilizam para comunicacdo intra e

interespecifica. O objetivo deste trabalho foi avancar no entendimento dos mecanismos de Phytophthora

parasitica durante a infeccdo, avaliar o impacto do sitoesterol no metabolismo do oomiceto e propor

solucBes para o seu biocontrole, avaliando-se a acdo de 6leos essenciais no crescimento desse oomiceto.

Tendo em vista que:

(i)

(i)

(iii)

(iv)
v)

Phytophthora parasitica &€ um patdgeno auxotrofico para esterol, a capacidade de adquirir esterois
do ambiente é o que permite o seu crescimento e desenvolvimento;

Phytophthora parasitica produz proteinas do tipo PR-1, recentemente caracterizadas como
proteinas efetoras de patogenicidade;

Proteinas CAP/PR-1/SCP-TAPS se ligam a esterdis e tém afinidade pelo ergosterol e sitosterol.
Phytophthora parasitica é suscetivel a acdo de 6leos essenciais;

Proteinas do tipo CAP/PR-1/SCP-TAPS foram recentemente descritas como proteinas com
potencial de ligacdo a compostos hidrofobicos vegetais como o eugenol,;

Hipobteses centrais:

1.

Os Oleos essenciais microencapsulados tem potencial de inibir a infeccdo de Phytophthora
parasitica in vivo;
Os genes PpPR-1 estdo envolvidos no processo de infeccdo por Phytophthora parasitica e na

detoxificacdo de compostos hidrofébicos;

Obijetivos especificos:

a)
b)
c)

d)

Testar o0 uso de 6leos essenciais na inibicdo do crescimento de P. parasitica in vitro;

Avaliar como o B-sitosterol interfere no metabolismo de P. parasitica;

Cultivar micélios de P. parasitica na presenca de 6leos essenciais e quantificar, por RT-qPCR, a
expressdo dos genes PpPR-1 de P. parasitica;

Quantificar por RT-gPCR a expressdo dos genes PpPR-1 de P. parasitica em plantas de citrus
durante infeccao;

Quantificar por RT-gPCR a expressdo dos genes PpPR-1 de P. parasitica suplementados com B-
sitosterol em plantas citrus durante a infeccao;

Padronizar a encapsulacédo de 6leos essenciais para aplicagdo em ensaios in vivo durante a infeccao

de P. parasitica em plantas. Os resultados deste topico constam no anexo da tese.
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7. MATERIAIS E METODOS

7.1 Cultivo de Phytophthora parasitica in vitro e teste de inibicdo com 6leos essenciais

Amostras de esporangios de P. parasitica isolado IAC 01/95.1, coletado em plantas de citrus
infectadas, serdo cedidas pelo Prof. Dr. Eduardo Feichtenberger do Instituto Bioldgico de Sorocaba. Os
esporangios foram plaqueados em meio de cultura agar V8 para o seu crescimento e producdo de hifas.
Amostras das hifas foram retiradas das placas para extracdo de DNA e confirmacdo de P. parasitica por
PCR. Apos a confirmacdo, P. parasitica foi repicado em placas de Petri com meio V8 e 4 po¢os contendo
aplicagdes de 0Oleos essenciais nos pogos. Foram montadas placas em triplicata para cada concentracao de
6leos essenciais: eugenol, carvacrol, citronelal e citral (1%), mais 5 placas como controle negativo. Este
experimento foi realizado utilizando os 6leos essenciais fornecidos pela empresa doTERRA BRASIL
LTDA, que possui os dados cromatograficos dos frascos de cada 6leo essencial disponivel para pesquisa e

laudo-técnico de seus constituintes através do seu website (https://sourcetoyou.com/pt/you).

No segundo teste de inibicdo, as repicagens foram também realizadas em triplicatas contendo uma
diluicdo seriada dos 6leos essenciais que tiveram o melhor resultado de inibi¢do no teste anterior. Através
da medicao do diametro de crescimento do micélio ap6s 10 dias, foi realizada a curva de taxa de inibigédo
(eixo y) e concentracdo de 6leo essencial (eixo X) com o objetivo de determinar a Dose Letal 50 (DL50-
dose suficiente para inibir o crescimento de 50% do microrganismo.

Ap6s a determinagéo dos valores de Dose Letal 50 para o Oleo Essencial de Capim-Lim&o e de
Orégano, foi realizado um experimento para verificar os mecanismos de acdo dos 6leos essenciais e seus
efeitos no micélio e esporangios de Phytophthora spp. Para isso placas com o cultivo em meio v8-agar
foram repicadas com auxilio de um furador de 7mm, para um meio v8-liquido por 7 dias para crescimento
micelial. Apds 7 dias, o micélio foi lavado com &gua destilada autoclavada e deixados por mais 7 dias
somente na agua. O experimento se iniciou ao adicionar as concentracdes de 6leo essencial DL50, DL100,
10xDL100 e 100xDL100. Imagens de microscopia Optica revelaram a integridade do micélio P. parasitica

apds o contato com as diferentes concentracdes dos dois Oleos Essenciais.

7.2 Avaliagdo do crescimento de Phytophthora parasitica na presenga de B-sitosterol

O primeiro teste a ser realizado foi feito para verificar qual diluicdo de B-sitosterol é melhor
assimilada pelo oomiceto. Para isso foi realizado a diluicdo do B-sitosterol em cloroformio e em Solucéo
Tris-HCI 1M pH 7. As placas contendo 1mg/ml de B-sitosterol com o uso dos dois diferentes solventes
foram avaliadas quanto a integridade do crescimento do microrganismo. Encontrado o melhor solvente para
essa diluicdo, o micélio de Phytophthora parasitica foram repicados para meio de cultura contendo 1% 7%
e 14% de B-sitosterol, por cerca de 7 dias de crescimento ou até alcancar a borda da placa. O padrao de

crescimento micelial foi observado ao longo dos dias. O segundo teste também ocorrera no meio sélido
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porém dessa vez com as diluigdes de B-sitosterol de 1 mg/L, 10 mg/L e 20 mg/L. Com base nos resultados
desses experimentos e nos dados encontrados na literatura foi determinado as melhores concentragdes de
B-sitosterol para ser testada durante o crescimento micelial, meio de cultura V8 liquido. O micélio que
receberam a concentracdo de 0,01%, 0,1% e 1% de B-sitosterol foram comparados com 0s que nao
receberam B-sitosterol. A diluicdo de B-sitosterol em Solugéo Tris-HCL 1M pH 7 foi preparada da seguinte
forma: sob agitacéo constante e 40 °C o B-sitosterol foi diluido em etanol puro 250 mg/ml ou 0,25 g/mL.
40 microlitros dessa solucdo foram diluidos em 29,96 mL (0,333mg/mL) de uma Solugdo Tris-HCL 1 M
ph 7 para formar a solucdo de aplicagdo. BSA 1% foi adicionado a solucdo. A solucdo de aplicagdo foi
diluida em 50 mL de meio de forma a obter as concentragdes finais de B-sitosterol: 1 mg/L; 10mg/L;
20mg/L (Img/L — foi adicionado 0,145mL da solucéo de aplicagéo, 10mg/L — foi adicionado 1,454 mL da
solucgéo de aplicacdo, 20 mg/L — foi adicionado 3 mL da solucéo de aplicacdo). Fotografias de microscopia

Optica revelaram a integridade e maturacdo dos esporangios na presenca e auséncia de B-sitosterol.

7.3 Cultivo de Phytophthora parasitica in vitro para inoculagdo em Citrus

Com o objetivo de inocular P. parasitica em plantas de Citrus foi necessario primeiramente induzir
os esporangios das hifas de P. parasitica a produzirem zo6sporos. 1sso foi realizado gerando uma condicao
estressante para P. parasitica apds ter sido inoculado em um meio abundante de nutrientes. Esses
experimentos foram realizados com apoio da Dra. Flavia Patricio (Instituto Biol6gico, Campinas) e de
membros do Centro de Citricultura Sylvio Moreira (IAC, Cordeirépolis). Amostras de hifas de P. parasitica
foram inoculadas em meio PARPH modificado, originalmente descrito por Kannwischer & Mitchell
(1978). Um meio agar-cenoura foi primeiramente preparado e entdo deixado esfriar apos autoclavagem, o
agar foi mantido a 45°C usando um banho-maria. Quatro antibidticos e fungicidas em PARPH (Pimaricina
10 mg/L; Ampicilina 100 mg/L; Rifamicina 10 mg/L, PCNB 75-100mg/L, himexazole 50 mg/L) foram
adicionados ao meio. Os cultivos de P. parasitica em meio PARPH foram mantidos a 20°C- 25°C para
crescimento e posteriormente foram cortados em circulo com o auxilio de um furador de cortica autoclavado
previamente. Os circulos de meio PARPH com cultivos de P. parasitica foram inseridos em uma agulha
um a um para posterior inser¢do em limao siciliano (meio abundante de nutrientes) previamente perfurado
no didmetro necessario para caber cerca de 10 circulos de meio de cultura. Apds 15 dias, o liméo siciliano
foi cortado ao meio e as hifas de P. parasitica foram inoculadas em placas em meio agar-cenoura formando
apenas uma fina camada de nutrientes (meio limitante/estressante). As placas foram mantidas na
temperatura de 26°C e foi testado o estresse por frio a 4°C ou por saturacdo de luz. O método com maior
formacdo de zooGsporos foi aplicado para o restante do trabalho. Para visualizar os zodsporos sendo
liberados pelos esporangios foi utilizado o microscopio e a contagem por camera Neubauer. A medida que
0s zoosporos foram visualizados na concentragdo de 1x10°foi entfo adicionado 4gua autoclavada aos meios

de cultura para preparacéo dos inoculos das plantas. Processo de infecgdo: retirar as raizes dos tubetes e
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limpar a terra, mergulhar as raizes no inoculo e deixar por 3 horas, retornar as raizes para a terra dentro do

tubete; derramar o inoculo na superficie do solo.

7.4 Avaliacdo da expressdo dos genes PpPR-1 in vitro e in vivo

O RNA total do micélio de P. parasitica e dos tecidos vegetais provenientes do experimento de
infeccdo foi extraido utilizando o kit Power Plant RNA isolation (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA),
seguindo as instrugdes do fabricante. Para eliminar eventuais contaminagdes com DNA genémico, as
amostras foram tratadas com DNase | (Qual?). A concentracdo do RNA foi determinada por
espectrofotometria no equipamento L-Quant 2 (LoccusBiotecnologia), enquanto a integridade das
amostras foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% (tampdo TAE 1x). O RNA foi
armazenado a -80 °C até o processamento. Para a sintese do cDNA, utilizou-se aproximadamente 1
ug de RNA total, iniciadores oligo-dT e a enzima SuperScript 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen),
seguindo as recomendac6es do fabricante. Os primers para a amplificacdo dos genes PpPR-1 foram
desenhados a partir das sequéncias anotadas anteriormente utilizando as ferramentas de desenho de
primers GeneRunner (http://www.generunner.net) e primer3 (https://primer3org). Foi dada preferéncia
para os genes PpPR-1 CAP-Eukaryotic (Alfa, Beta e Gama) e os genes PAN/PpPR-1 (a, b, c, d) cujo
homologo PSCAP1 de P. sojae é um efetor de patogenicidade (Jiang et al., 2023). A anélise da
abundancia relativa de transcritos foi realizada por RT-gPCR utilizando o equipamento 7500 Fast
(Applied Biosystems). As reacgdes foram preparadas com o reagente SYBR Green Master Mix (Bio-
Rad, EUA) e cDNA diluido 1:10. As reacdes foram conduzidas em triplicata técnica, sob as seguintes
condicdes de ciclagem: 2 minutos a 95°C e depois 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C durante 15
segundos, seguidos de anelamento a 60 °C durante 30 segundos. Ao final das amplificac@es, foi gerada
uma curva de dissociagdo (melting curve) para confirmar a especificidade dos amplicons. Controles
negativos (NTC - No Template Control) foram incluidos em todas as corridas. O ciclo limiar (Cycle
Threshold - Cy) foi determinado automaticamente pelo equipamento e a expressao relativa foi calculada
pelo método 2 22t (Livak e Schmittgen, 2001). O gene da ubiquitina (UBC) de P. parasitica foi
utilizado como controle enddgeno para a normalizacéo dos dados (Maximo et al., 2019).
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Tabela 3. Sequéncia de Primes gPCR utilizada no trabalho.

Primes Sequéncia Forward Sequéncia Reverse

UBC AGTCGGGCCGTTGGTTGTTT | GAAACCACGCGGCGTACAAC
PpPR-1A GCGACTTCTACGGAAACGAC | CAGTGCGTGCATTTTGAATC
PpPR-1B TAGTTCCAGTAGCGGGCTCT | ATAGTGAGCGCACCAAGACC
PpPR-1C TTGTGCCAATGACGCTACCT | AGTGCCGTAGTTTGTCGTCT
PpPR-1D CAACTCGTACCGTGCTCAGT | GATCCCTCGTGTGCCATGAT

7.5 Avaliacdo dos sintomas das plantas de citrus infectadas por Phytophthora parasitica.

As plantas foram analisadas apds 5 a 6 semanas, observando-se as folhas superiores e anotando o

numero de plantas por classe de sintomas (1 a 4) segundo escala grafica (Schmitthenner, 1994):

1= sem sintomas;

2= leve clorose e leve clareamento de nervuras;

3= evidente clareamento de folhas e/ou nervuras.

4= folhas encarquilhadas, com necrose, clareamento sistémico e/ou queda.

As medicdes ocorreram 50 dias ap0s o término.

7.6 Avaliacdo dos OEs em contato com P. parasitica.

Para avaliar a integridade do micélio mais esporangios de P. parasitica em contato com os 6leos
essenciais, foram definidas 4 concentragdes de OE a ser aplicadas nas placas: DL50, DL100, 10XDL100 e
100xDL100. As imagens de Microscopia Optica mostram a integridade do micélio e esporangios frente a
diferentes concentracGes dos OEs. Para avaliar a interacdo os 0leos essenciais de Orégano e Capim-Liméo
na concentracdo de 10xDoseLetal100 + Tween80 0.5% foram aplicados em placas de Petri contendo o
micelio e esporéngios de P. parasitica. As placas foram mantidas em agitacdo, foram feitos triplicatas e
controles em que so foi aplicado Tween 80. As placas foram congeladas em nitrogénio liquido ap6s 3 horas
de tratamento e 36 horas de tratamento. O RNA das amostras foi extraido utilizando o mesmo protocolo
das extracOes da raiz. A expressdo dos genes PpPR1-a, b, ¢ e d foram avaliadas para o micélio + esporéngios

(Controle) e os Tratamentos com 6leos essenciais.
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7.7 Microencapsulagido com pectina como agente reticulante.

Os testes para encapsulacdo dos 6leos essenciais com pectina foram realizados utilizando como
base o estudo de Sriamornsak et al (2004). Foram definidas 3 proporc¢des de emulsdes de 6leo em agua,
alterando a composicao de pectina para testar a estabilidade da emulsdo e 0 comportamento de reticulagéo.
A partir desses resultados foram testadas mais 4 emulsdes com variacdes de composi¢cdo do melhor
resultado das 3 primeiras emulsdes. As composi¢Oes de cada Emulsao testada se encontram no apéndice.

As emulsdes foram feitas com o auxilio de um Dispersor ultra turrax T10 e agitadores magnéticos.
Em um béquer foi adicionado primeiramente a agua e a pectina, sob agitacdo constante por no minimo 1
hora. Posteriormente foi adicionado a fracdo 6leo para gerar a emulsdo. Apos 1 hora em agitacdo, foram
retiradas aliquotas de 20 mL para o teste de estabilidade em provetas. A emulsdo entdo foi bombeada,
atraveés de uma mangueira, por uma bomba dosadora peristaltica até chegar no bico gotejador. Com auxilio
de pressao de ar ou ndo e em um bico de 7mm, a emulsédo foi gotejada em um banho de cloreto de calcio

1M para reticulagéo.

8. RESULTADOS

8.1 Cultivo de Phytophthora parasitica e teste de inibicdo com 6leos essenciais in vitro.

Isolados de Phytophthora parasitica recebidas do Prof. Dr. Eduardo Feichtenberger do Instituto
Bioldgico de Sorocaba foram cultivadas em meio V8 sélido. A Figura 8 mostra 0s principais meios
utilizados para repiques e conserva¢do do micélio de Phytophthora parasitica ao longo do projeto. A
primeira placa da esquerda para a direita, € 0 meio-V8 solido utilizado como base para crescimento micelial
e também para estocar 0 micélio por no maximo 1 més. A segunda placa é o meio V8 sélido adicionado do
Protocolo PARPH (adaptado de Kannwischer & Mitchell, 1978) e utilizada para o isolamento de P.
parasitica, caso haja contaminacdo, é possivel repicar o micélio para esse meio com o objetivo de re-
isolamento. A terceira e Gltima placa é o meio de cultura VV8-liquido, muito utilizado durante o projeto para

crescimento micelial anteriormente a fase de limitacdo de nutrientes para formacéo de esporangios.
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Figura 8. Crescimento Micelial de Phytopthora parasitica em diferentes meios (v8-agar; v8-agar PARPH e v8-
agar PARPH liguido.

- Teste de Inibic&o in vitro com os 6leos essenciais

Os quatro 6leos essenciais utilizados nesse trabalho (Cravo, Tomilho, Orégano, Capim-liméo)
foram testados na concentracdo de 1% (v/v) em placa de Petri contendo o meio V8 e o indculo de
Phytophthora parasitica. Os dleos essenciais foram aplicados nas extremidades da placa de Petri de forma

a inibir o crescimento micelial de P. parasitica inoculado ao centro da placa.

As placas foram montadas em triplicata para cada tratamento, inclusive as placas controle (sem

6leo) e fotografadas apds 48 horas e 96 horas de crescimento (Figura 9).

Figura 9. Crescimento Micelial de Phytophthora parasitica, apds 96 horas, em meio agar-cenoura com 6leos
essenciais (1%; v/v) aplicados nas extremidades das placas. (A) Cravo (Syzyhium aromamicum); (B) Tomilho
(Thymus vulgaris); (C) Orégano (Origanum vulgare); (D) Capim-limdo (Cymbopogon citratus).

Os testes in vitro revelaram que 2 6leos essenciais (C) e (D) na concentracdo de 1% (v/v) inibiram
completamente o crescimento de P. parasitica em todas as triplicatas. Os 6leos essenciais (A) e (B) inibiram
parcialmente o crescimento micelial do oomiceto. Tais dados s&o numericamente apresentados na Tabela
4.

O teste de Tukey (p < 0,05) revelou que os 0leos essenciais de capim-limao e orégano apresentaram
inibicdo total do crescimento micelial, diferindo significativamente de todos os demais tratamentos. O 6leo
essencial de tomilho apresentou efeito intermediario, enquanto cravo apresentou menor capacidade
inibitéria. O tratamento controle ndo apresentou inibicdo do crescimento.
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Tabela 4. Valores encontrados para Inibicao do crescimento micelial de Phytophthora parasitica com aplicagao
dos Oleos Essenciais a 1%.

Tratamento 1% Componente  Rep 1 Rep 2 Rep 3 Meédia Teste de
Majoritério (%) Tukey

(p=<0.)5)

Tomilho Timol, 87,37 88,01 98,11 91,16 b
Carvacrol

Cravo Eugenol 79,15 80,43 74,75 78,11 c
Capim-liméo Citral 100 100 100 100,00 a
Orégano Carvacrol 100 100 100 100,00 a

Para os 6leos essenciais que inibiram completamente o crescimento (C) e (D), foi testado também
triplicatas nas concentracdes de 0,05% e 0,1% (v/v). Para os Gleos essenciais que inibiram parcialmente o
crescimento (A) e (B) foram testadas concentragdes maiores dos 6leos essenciais de 2% e 3% (v/v). O
diametro do crescimento micelial foi medido em todas as triplicatas e a média dos valores encontrados para

cada tratamento foi aplicada no gréafico (Figura 10) que mostra a taxa de inibigdo de cada éleo.
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Figura 10. Taxa de inibicdo (%) de crescimento micelial (eixo y) de Phytophthora parasitica frente aplicagéo
de diferentes OEs (1%) (Eixo X). Barras verticais representam a inibigdo de P. parasitica em porcentagem (Eixo
Y). Foi usado o método de medicdo de didmetro de halo micelial.

Os bleos essenciais de orégano e capim-limao foram diluidos no meio V8 em concentracdes seriadas
e menores de 1%. O crescimento micelial de P. parasitica foi avaliado. As placas foram fotografadas apos

7 dias (Figuras 11 e 12), quando os diametros de crescimento foram medidos para montar a Curva de
Inibigdo (Figuras 13 e 14).
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Figura 11. Crescimento micelial de P. parasitica no meio v8-sélido com 6leo essencial de Orégano diluido em
concentragdes crescentes.

Figura 12. Crescimento micelial de P. parasitica no meio v8-s6lido com dleo essencial de Capim-Limao diluido
em concentragdes crescentes.
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As placas foram fotografadas apés 7 dias de incubacdo a 20°C no escuro. Os didmetros de

crescimento do micélio foram anotados para cada concentragio de Oleo Essencial para serem utilizados na

formacao dos graficos abaixo e na determinacio da Dose Letal (DL) para cada Oleo Essencial.

Apos os dados serem plotados em gréficos, foram identificadas as linhas de tendéncia para cada

Oleo Essencial. Para encontrar o valor de Dose Letal que inibe 50% do crescimento de Phytophthora

parasitica, foi substituido y=50 para encontrar a concentracdo de OE correspondente (Figuras 13 e 14).

Dessa maneira a DL50= 0,00547% para o Orégano e DL50= 0,02166% para o Capim-Lim&o foram

determinadas (Tabela 5).
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Figura 13. Curva de
Inibicdo do Crescimento
Micelial de P. parasitica
(eixo y) em fungdo da
concentracdo de OE Capim
Limao diluido no meio.

Figura 14. Curva de
Inibicdo do Crescimento
Micelial de P. parasitica
(eixo y) em funcdo da
concentracdo de OE de
Orégano diluido no meio.
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Tabela 5. Valores encontrados para Dose Letal 50 dos 6leos essenciais de Capim-Limao e Orégano na inibicéo
de Phytophthora parasitica.

Oleo Essencial Capim- Liméo Orégano
DL50 0,02166% 0,00547%
DL100 0,05% 0,02%

8.2 Avaliacado do crescimento de Phytophthora parasitica na presenca de B-sitosterol.

O primeiro experimento com o B-sitosterol teve como objetivo testar o melhor método de diluicdo
do B-sitosterol. Na Literatura é possivel encontrar muitos métodos de diluicdo os principais incluem:
metanol, etanol, acetona, ethyl acetato e n-hexano (Wei et al., 2010). H4 também alguns métodos que
diluem o B-sitosterol no cloroférmio ou dissulfeto de carbono. A solubilidade do B-sitosterol no
cloroférmio é relatada como sendo aproximadamente 20 mg/mL. Porém, se tratando de um experimento
com microrganismos como P. parasitica, possivelmente a porcentagem de cloroférmio no meio final
poderia apresentar inibigcdes ou interferéncias no crescimento do Oomiceto. Por isso no experimento da
Figura 15 foi testado a diluicdo de B-sitosterol em cloroférmio (direita) e diluicdo de B-sitosterol em

Alcool 20mg/mL e posterior dilui¢do em Tris-HCI 1M pH 7.00 (esquerda).

Figura 15. Crescimento micelial em meios de diluicdo do B-sitosterol em A. Solugdo Tampéo Tris-HCL 1M +
1% de BSA e B. diluido em Cloroformio.

46



A diluicdo do B-sitosterol é uma etapa simples, mas se feita de forma errada pode comprometer o
resultado final do experimento. Dentre os diluentes mais utilizados o Alcool Etilico ¢ o menos toxico, para
ensaios com adicdo de microrganismos, como 0 oomiceto P. parasitica. Entretanto, é interessante que o
alcool etilico seja diluido em solugdo de transferéncia para que ndo haja interferéncia no crescimento do
oomiceto. A solucdo de transferéncia Tris-HCI 1M + 1% de BSA foi eficiente para dissolver o B-sitosterol,
como se observa na Figura 15, sendo possivel notar que a solubilidade de B-sitosterol diluido com
Cloroformio ndo é tdo eficiente quanto a solu¢do tampao (Tris-HCI +1%de BSA). Além disso, por
consequéncia da solubilizacdo insuficiente ou por efeitos de inibicdo causados pelo proprio cloroférmio,
foi possivel notar que o B-sitosterol diluido em cloroférmio inibiu o crescimento do micélio de P.
parasitica. Portanto para os experimentos subsequentes foi utilizado apenas a diluicdo de B-sitosterol em

Tris-HCL 1M pH.7.00 + 1% BSA.

Figura 16. Crescimento Micelial de Phytophthora parasitica em diferentes concentragdes de B-sitosterol (Tris-
HCI + 1% de BSA). (Colunas da esquerda para direita: C-Controle; 1mg/L; 10mg/L; 20mg/L %p/v).

Na Figura 16 é possivel visualizar as placas feitas com diferentes concentracdes de B-sitosterol da
esquerda para direita: Controle, Img/L (0,0001%), 10mg/L (0,001%) e 20mg/L (0,002%). Os didametros de
crescimento foram medidos, apds 5 dias de incubacdo e apds 10 dias de incubacdo. Os valores dos diametros
foram compilados em uma planilha para verificar se o B-sitosterol aumentaria o crescimento micelial de P.
parasitica nas diferentes concentra¢6es encontradas. N&o foram encontradas diferengas significativas entre
os valores medidos. Através desse experimento foi possivel visualizar que o B-sitosterol nas concentrages
testadas ndo interferiu na velocidade de crescimento micelial de Phytophthora parasitica in vitro.
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Ao comparar o tratamento de 1% com o controle é possivel verificar que o micélio controle esta
mais condensado enquanto que o tratamento com B-sitosterol o micélio se apresenta mais espacado
dominando até mesmo as beiradas proximas a borda da placa (Figura 17). Com essa perspectiva € possivel
notar que o B-sitosterol possivelmente altera a morfologia e o crescimento do micélio de P. parasitica. Os
tratamentos de 7% e 14% foram concentracbes muito altas de B-sitosterol, ocorrendo inibicdo do
crescimento micelial. Concentragdes intermediarias de 3% e 4% possivelmente permitem o crescimento do

oomiceto, porém sua morfologia e crescimento sdo alterados de forma prejudicial.

Figura 17. Crescimento Micelial de Phytophthora parasitica em diferentes concentragdes de B-sitosterol. (C-
Controle; %v/v).

Para avaliar a morfologia do micélio em crescimento com B-sitosterol, foi realizado o experimento
com a presenca e auséncia de B-sitosterol em meio liquido v8 agar. O meio liquido que permite que o
micelio cresca e absorva nutrientes sem a limitacdo de espaco do substrato solido, sendo uma importante

etapa para o crescimento micelial e formacao de esporangios.
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Figura 18. Crescimento Micelial de Phytophthora parasitica na auséncia de B-sitosterol. (C-Controle).
Observado em Microscopia Optica com aumento de 10x.

Figura 19. Crescimento Micelial de Phytophthora parasitica na presenca de B-sitosterol. (C-Controle).
Observado em Microscopia Optica com aumento de 10x.

A visualizacdo da morfologia do micélio na auséncia e presenca de B-sitosterol indica diferencas
perceptiveis em sua estrutura e possivelmente funcionalidade. A Figura 18 mostra o micélio do oomiceto
apresentando crescimento irregular, desordenado e com a presenca de muitos esporangios, caracteristicas
comuns para esse estagio de desenvolvimento do P. parasitica. Na Figura 19 é possivel identificar
anormalidades em comparagdo ao controle; o desenvolvimento do micélio ocorre de forma circular com a

formacdo de emaranhados, mais alongado e sem a presenca de muitos esporangios. Essas caracteristicas
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observadas evidenciam o efeito do B-sitosterol na promocdo de crescimento micelial, levando a um
crescimento de hifas proeminente. Apesar de haver esporangios no tratamento com B-sitosterol, ocorrem
em menor quantidade, o alongamento/crescimento das hifas e micélio € o fenétipo predominante que difere
crescimento do Controle, onde é possivel observar maior quantidade de esporangios e as hifas com

crescimento padréo.

A Figura 20 mostra a contagem de esporangios apés 7 dias da lavagem em &gua destilada
autoclavada (meio limitante). As diferencas nas contagens de esporangios ocorrem devido ao uso de
diferentes concentragdes de B-sitosterol utilizadas durante a fase de crescimento micelial (V8-liquido).
Ap0s a evidéncia de que o B-sitosterol possivelmente induz o crescimento micelial de P. parasitica, foram
testadas 3 concentragdes de B-sitosterol (0,05%; 0,10%; 1%) sendo que o Controle recebeu apenas solucdo
Tris-HCI + 1% BSA. A hipotese a ser respondida por esse experimento foi a de que a adi¢do de B-sitosterol
estimularia o crescimento micelial e apds lavadas com agua destilada autoclavada estimularia a fase de

formac&o de esporangios (relacionado ao aumento de patogenicidade/ propagacao da espécie).

Contagem de Esporangios em meio com
Beta-sitoesterol
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Figura 20. Contagem de esporéangios pelo método Camara de Neubauer, na fase limitante (4gua destilada
autoclavada), em funcdo de diferentes concentraces de B-sitosterol, utilizadas durante a fase de crescimento
micelial (meio liquido).

ApoOs esses experimentos com o0 uso de B-sitosterol, torna-se evidente que a concentracdo de B-
sitosterol no crescimento micelial interfere no desenvolvimento de esporangios e morfologia do micélio.

Na presenca de B-sitosterol, 0 oomiceto apresenta crescimento micelial mais proeminente, diminuindo a
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formacéo de esporangios. Porém, caso o B-sitosterol seja lavado do meio, os ino6culos de oomiceto que
receberam as melhores concentracdes de B-sitosterol durante a fase de crescimento micelial terdo melhores
producbes de esporangios na fase limitante. Esse resultado é importante para o entendimento do
metabolismo de B-sitosterol em P. parasitica, pois traz indicios que o B-sitosterol age como regulador
metabdlico, ou seja, sua auséncia ou presenca induz estratégias de sobrevivéncia diferentes em P.

parasitica.

Os cultivos que receberam 0,05% (v/v) e 1% (v/v) de B-sitosterol durante a fase de crescimento
micelial (Meio Liquido) ndo diferem entre si na formacdo de esporéngios, mas superaram o Controle em
que foi aplicado apenas a Solugédo de Transferéncia Tris-HCL 1M + BSA sem B-sitosterol. O tratamento
que recebeu 0,10% de B-sitosterol, diferiu de todos os demais, apresentando a maior média do grupo, ou
seja, maior formacéo de esporangios. Os resultados mostraram um aumento na producdo de esporangios
quando a dose foi aumentada de 0,05% para 0,1%, explicado pela promocao de crescimento micelial; porém
quando o0 aumento na concentracdo do composto foi para 1% houve diminui¢do na formacao de esporangios
em comparagao ao tratamento de 0,1%. E possivel concluir que nessa concentracio o B-sitosterol apresenta
possibilidade de efeitos adversos no crescimento, efeitos de inibi¢do, indicando que a Concentragéo ideal
para producdo de esporangios e por consequéncia zoosporos seja proxima de 0,1% (v/V); maior que 0,05%

e menor que 1%.

A Figura 21 mostra em triplicata fotos do micélio de Phytophthora parasitica sem B-sitosterol
0,1%. As Figuras 22 e 23 mostram os cultivos de Phytophthora parasitica com B-sitosterol 0,1%.
Observou-se que os cultivos que ndo receberam B-sitosterol (Figura 21) ndo apresentam grandes
quantidades de esporangios, ap6s 10 dias no meio limitante (Agua Destilada Autoclavada), Phytophthora
p. ainda ndo desenvolveu os esporangios em maior quantidade e isso pode ocorrer nos proximos 10 dias
em meio limitante. J&4 nas Figuras 22 e 23 foi possivel visualizar claramente maior concentragdo de
esporangios, com liberacdo total ou parcial de zodsporos. As imagens mostram ramificagdes com muitos
esporangios, sendo que o tempo de maturacdo dos esporangios foi mais rapido, pois em apenas 10 dias

muitos ja liberaram zoGsporos.

Essas observacfes com adicéo de B-sitosterol 0,1% confirmam os resultados dos experimentos de
Contagem (Figura 20). Também sugerem que o micelio suplementado com B-sitosterol além de apresentar
maior nimero de esporangios, esses maturam em menos dias e liberam os zodsporos mais rapido do que

quando comparado com o micélio ndo suplementado com B-sitosterol. Portanto, é possivel concluir que:

e Na presenca de B-sitosterol, P. parasitica, otimiza o seu crescimento micelial.

e Micelio crescido na presenca de B-sitosterol formam mais esporangios quando expostos a
auséncia de nutrientes (dgua destilada autoclavada).

e Micelio crescido na presenca de B-sitosterol liberam zodsporos em menor tempo quando exposto

a auséncia de nutrientes (agua destilada autoclavada).
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Mecanismo de liberacdo de zodsporos por esporangios (fase assexuada) é mais eficiente em
micélio que recebeu B-sitosterol no meio de cultivo liquido e, possivelmente, 0 mecanismo de

patogenicidade também seja acentuado.
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Figura 21. Micélio e esporangios de P. parasitica
apos crescimento e posterior lavagem de meio de
cultura liquido sem B-sitosterol 0,1%. Os cultivos
permaneceram 7 dias no meio de cultura liquido e
10 dias na agua destilada autoclavada. Microscopia
Optica com aumento de 10x.
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Figura 22. Micélio e esporangios de P.
parasitica ap06s crescimento e
posterior lavagem de meio de cultura
liqguido com B-sitosterol 0,1%. Os
cultivos permaneceram 7 dias no meio
de cultura liquido e 10 dias na &gua
destilada autoclavada. Microscopia
Optica com aumento de 10x.
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Figura 23. Micélio e esporangios de
P. parasitica ap6s crescimento e
posterior lavagem de meio de cultura
liqguido com B-sitosterol 0,1%. Os
cultivos permaneceram 7 dias no meio
de cultura liquido e 10 dias na agua
destilada autoclavada. Microscopia
Optica com aumento de 10x.
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8.3 Cultivo de Phytophthora parasitica in vitro para inoculacdo em Citrus.

A metodologia escolhida para liberacdo de zo6sporos (Méximo et al., 2017) precisou de algumas
alteracdes com o objetivo de induzir os esporangios das hifas de P. parasitica a produzirem zoosporos. O
método do lim&o siciliano cortado ao meio ndo gerou os resultados esperados (Figura 24), porque o0
oomiceto ndo cresceu bem, optou-se pelo método de producéo de zodsporos descrito por Sopphie Eccersall
et al (2003).

Figura 24. Cultivo de P. parasitica no limdo siciliano. (A) O cultivo contaminou por outro microrganismo. (B)
O Cultivo ndo contaminou, entretanto o oomiceto P. parasitica ndo se desenvolveu no liméo siciliano.

Apds sucessivas tentativas e pesquisas sobre o tema, o protocolo da pesquisadora Sophie Eccersall
(“Phytophthora pluvialis culture cultivation, maintenance, and detached needle assay protocol, 2003”),
garantiu resultados adequados na producdo de esporangios e zodsporos de P. parasitica. O método consiste
em repicar os isolados de Phytophthora parasitica em placas de Petri contendo o meio liquido V8. E ap6s
3-4 dias de crescimento micelial, lavar o meio de cultura com dgua destilada autoclavada; deixando somente

agua destilada autoclavada por 15-20 dias para que formem os esporangios (Figura 25).

Figura 25. Cultivo de P. parasitica em dgua destilada autoclavada, meio limitante. Experimento necessario para
gerar esporangios. Os pedacos de folha citrus sdo adicionados para induzir a liberacdo de zo6sporos com ciclos
de luz adequados.
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As Figuras 26 e 27 mostram a producdo expressiva de esporangios no inoculo de P. parasitica.
Esse resultado confirmou a metodologia empregada porque permitiu a formacdo de esporangios em
quantidade e densidade superior aos demais testes e metodologias empregadas anteriormente. Apos a
formac&o dos esporangios, as placas foram submetidas a tratamentos de luz e frio sucessivas vezes (1 hora

de geladeira a 4 °C e 1 hora de luz, de forma a induzir a liberagdo de zodsporos, Figura 28).

Figura 26. Imagem de Microscopia oOptica (10x) de P. parasitica em meio limitante para formacdo de
esporangios (20 dias na agua para a maior quantidade de esporangios).

Figura 27. Imagem da Microscopia Optica (10x) de P. parasitica em meio limitante para formacdo de
esporangios (20 dias na agua para a maior quantidade de esporangios).
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Figura 28. Imagem da Microscopia Optica (10x) de P. parasitica durante liberagdo de zodsporos (indicados por
setas verdes).

As raizes das plantas foram picotadas em suas extremidades e a planta foi mergulhada no indculo
para infeccdo, por 3 horas, antes de voltarem para a terra no tubete. Apds o tempo de infec¢do o restante do
indculo foi despejado sobre o solo e se iniciou a primeira coleta e maceracdo das raizes apos 1h, para
posterior extracdo de DNA e RNA (Figuras 29 e 30).

o

;
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A

Figura 29. Plantas de Citrus Sunki e Poncirus trifoliata identificadas para o experimento de inoculagdo de
Phytophthora parasitica nas raizes.
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Figura 30. Processo para infec¢do das plantas de Citrus Sunki e Poncirus trifoliata, emergindo as raizes por 3
horas no meio contendo zodsporos liberados por P. parasitica.

8.4 Avaliacdo sintomatica das plantas de citrus infectadas por P. parasitica.

As plantas infectadas foram analisadas apds 1 més e meio de infeccdo (50 dias) e comparadas com
os controles (sem inoculagdo) tanto para C. sunki quanto para P. trifoliata. As Figuras 31 e 32 mostram a

diferenca entre as raizes ndo infectadas (controle) e as infectadas.

Figura 31. Raizes das plantas Citrus sunki ndo infectadas por Phytophthora parasitica (a esquerda; controle) e
infectadas (a direita).
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Figura 32. Raizes das plantas Poncirus trifoliata ndo infectadas por Phytophtora parasitica (a esquerda;
controle) e infectadas (a direita).

De acordo com a metodologia proposta, apds a infeccdo por P. parasitica, as plantas controles
positivo, apos 50 dias, foram classificadas nos niveis definidos de patogenicidade de acordo com os estudos
e publicagbes da Universidade de Ohio com métodos e classificacbes publicados para espécies de
Phytophthora e disponibilizado pela FAO (Food and Agriculture Organization) (Schmitthenner &
Ravindra, 1994).

As 3 plantas Sunki e 3 plantas Poncirus, controles positivos, foram classificadas na escala: 1= sem
sintomas; 2= leve clorose e leve clareamento de nervuras; 3= evidente clareamento de folhas e/ou nervuras;
4= folhas encarquilhadas, com necrose, clareamento sistémico e/ou queda.

As plantas Sunki foram avaliadas quanto aos sintomas de infeccdo e colonizag&o radicular do P.
parasitica, e observou-se que queda sistémica das folhas, necrose das raizes e clareamento sistémico, sendo
classificadas no nivel 4. Ja as plantas Poncirus foram classificadas no nivel 2 por apresentarem leve clorose
nas folhas e perturbacdo/desarranjo leve nas raizes.

Criado no final do século XIX, os Postulados de Koch sdo quatro critérios fundamentais para
comprovar que um microrganismo especifico € o causador da doenga associada. Para confirmar o postulado,
as raizes das plantas foram cortadas e lavadas em etanol 90% (Figura 33) e posteriormente postas em placas
de Petri com meio V8 para o re-isolamento do microrganismo das raizes. A Figura 34 mostra o crescimento
micelial do microrganismo que estava presente nas raizes infectadas. Para confirmar se esse microrganismo
é de fato o P. parasitica inoculado, foram feitas analises morfolégicas, uma nova infeccdo com o
microrganismo isolado e confirmag6es por gPCR. Todos os 3 procedimentos confirmaram que o material

re-isolado foi 0 mesmo microrganismo utilizado para infeccéo, confirmando o Postulado de Koch.
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Figura 33. Lavagem das Raizes em Etanol e Agua e Secagem em papel autoclavado para confirmagéo do
Postulado de Koch.

Figura 34. Plagueamento da Raizes e crescimento do microrganismo para confirmagdo do Postulado de Koch.

8.5 Avaliacdo da expressdo dos genes PpPR-1 in vivo.

Esse experimento foi realizado com o objetivo de identificar os diferentes tempos e variagdes na
expressao génica dos genes PpPR-1A a D. Apds as plantas terem sido infectadas com o in6culo de P.
parasitica durante 2h30-3h, foi dado inicio ao tempo de experimento. 5 tempos de coleta foram realizados

congelando as raizes em nitrogénio liquido e macerando o material de acordo com os tempos mostrados
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(Tabela 6). Foram realizadas triplicatas de cada tempo para Citrus sunki e Poncirus trifoliata, sendo

Controles ou Tratamentos.

Tabela 6. Experimento de Infeccdo e Tempos de coleta de cada planta em triplicata.

Variedade Controle Controle Tempo de coleta das amostras Total de Plantas

Citrus Negativo  Positivo

Citrus sunki 3 3 1h, 12h, 32h, 80h, 128h 15 plantas tratamento

(cada tempo em triplicata) + 6 plantas

controles

Poncirus 3 3 1h, 12h, 32h, 80h, 128h 15 plantas tratamento

trifoliata (cada tempo em triplicata) + 6 plantas
controles

Apo0s o congelamento em nitrogénio liquido, maceracdo e armazenamento fracionado em tubos de
eppendorf. Foi realizado a extracdo de RNA e DNA das amostras, posterior tratamento com enzimas
DNAse e como citado na metodologia foi realizado a reagéo da transcriptase reversa para posterior analise
por RT-gPCR.

Figura 35. Perfil do RNA em Eletroforese de Gel de Agarose 1%, referentes a extracdo de RNA e DNA. A
extracdo foi realizada utilizando o protocolo com Trizol®.

A andlise dos genes PpPR-1A a D através do RT-gPCR revela perfis de expresséo diferentes durante
a infeccdo de Phytophthora parasitica nas raizes de Citrus (Figura 36). PpPR-1B e PpPR-1C que foram

expressos somente ao final da infec¢do no ultimo tratamento depois de 128h; PpPR-1D foi expresso em

62



quase todos os tratamentos exceto apos 36 horas. O gene PpPR-1A foi expresso no inicio e ap6s 36 horas,
sendo o Unico dos quatro genes expressos neste tempoe 0 Unico gene em conjunto com PpPR-1D expresso
no inicio da infeccdo. A andlise do padrdo de expressdo pode representar que os genes PpPR-1B e C foram
acionados no mesmo momento podendo ter fungdes complementares ou funcionar em conjunto. Os genes
PpPR-1A e D também foram expressos em tempos similares durante a infeccdo, com a diferenca que apés
12 horas apenas 0 D foi expresso e apds 36 horas apenas 0 A; ao final no tempo 128h a expressao de A

também cessou enquanto que D foi identificado.

PpPR-1A PpPR-1B
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Figura 36. Expressdo Relativa das Proteinas PpPR-1A, PpPR-1B, PpPR-1C, PpPR-1D em diferentes tempos
(1h, 12h, 36h, 80h, 128h) de amostragem apds o periodo de 3h de exposic¢do das raizes das plantas ao patdgeno
P. parasitica, em plantas de Citrus Sunki.

Apesar do padrdo de expressdo trazer indicios sobre o comportamento das proteinas durante a
infeccdo, todos 0s genes apresentaram expressdo proxima de 1 o que é considerado baixo para proteinas
expressas somente durante a infeccéo e que possivelmente teriam agdo generalizada no tecido. 1sso pode
ter acontecido por uma ineficiéncia na infec¢do, método, quantidade de zoosporos, desenho experimental,

alguns dos aspectos que vamos discutir a seguir sobre esse experimento.
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O método de infecgdo utilizado consistiu em retirar as plantas da terra, mergulha-las juntas na
mesma quantidade de indculo e deixar em contato durante 2 horas e meia a 3 horas, sobre breves agitacoes
ao longo do periodo. Apo6s esse tempo as plantas voltaram para o tubete com terra. Parte do indculo foi
readicionado por cima da terra. Por conta da dificuldade inicial de liberacdo de zodsporos as plantas
cresceram mais do que o ideal para esse experimento. O método que tem sido utilizado na literatura consiste
em adicionar os indculos com quantidade controlada de zodsporos para tubos Falcon e utilizar plantas
menores vedadas em conjunto com o tubo; uma vez retirada da terra a planta permanece o tempo todo em
contato com o indculo. As coletas foram realizadas para determinar o nivel de expressao ao longo do tempo.
Serd necessario repetir esse experimento utilizando a metodologia convencional para que seja possivel

entender mais sobre esses genes durante a infeccéo.

Os zodsporos ndo foram quantificados por uma dificuldade em padronizar os ensaios e ter liberages
simultaneas da mesma quantidade de zodsporos, ocorrendo uma variabilidade alta entre as placas onde
algumas liberam muitos e outras poucos. E importante salientar que o microscopio para contagem e a
centrifuga ndo se encontram no mesmo laboratdrio. Por isso, optou-se por sempre utilizar métodos que
fracionassem todos os zodsporos de forma igual, para exceder a liberacdo desejada garantindo uma boa
liberacdo, o que, entretanto, em alguns momentos ndo foi possivel ser realizado. Para 0s proximos
experimentos sera interessante validar a quantificacdo utilizando a centrifuga para concentrar e a Camara
de Neubauer para contagem de aliquota, determinando-se a possibilidade de contar zodsporos encistados
ou em movimento. E possivel que em meio v8 2% clarificado tenha nutriente suficiente para fazé-los nadar
brevemente, facilitando a contagem. Zodsporos encistados apresentam dificuldade para serem contados

mesmo com 0 uso de Microscopio e Camera de Neubauer.

Como o perfil de expressdo nao saiu dentro do esperado, o material infectado de Poncirus trifoliata

ndo foi avaliado.

8.6 Avaliacdo dos OEs em contato com P. parasitica in vitro.

O objetivo foi avaliar a agdo dos dleos essenciais de Orégano e Capim-Limédo em contato com o
micélio + esporangios de Phytophthora parasitica com crescimento de 7 dias em meios de cultura liquido.
A sequéncia de figuras esta relacionada a fotos tiradas com Microscopia Optica do micélio + esporangios
apos 6 horas de agitagdo em contato com os 6leos essenciais em diferentes concentragdes: DL50, DL100,
10xDL100 e 100xDL100.

A Figura 37 mostra o crescimento micelial na auséncia de 6leos essenciais, apenas com aplicacdo
do Tween 80 0,5% (v/v). Nas Figuras 38 e 41 mostram o crescimento de P. parasitica em meio com adicao
de OE de Capim-Limé&o e OE de Orégano, respectivamente, na dose DL50, foi possivel visualizar micélios
com segmentos, com sinais de toxicidade a esquerda e micélios + esporéngios soltos, nos quais claramente

a acdo dos compostos dos 6leos essenciais desfragmentou a estrutura micelial. Esperava-se que conforme
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a dose de OE aumentasse, seria possivel visualizar os sintomas citados previamente de forma mais agressiva
ou crescente. Porém, este efeito ndo foi verificado. O aumento das doses causou 0s mesmos sintomas de
enfraquecimento do micélio, ruptura, sinais de toxicidade principalmente nas extremidades do crescimento
micelial do Phytophthora parasitica. Portanto, 0 aumento da dose de 6leos essenciais causou um aumento

da severidade dos sintomas de forma discrepante entre os tratamentos (Figura 38 a 45).

Nas placas com a maior concentracdo de 6leos essenciais 100xDL100, foi possivel observar um
embraquecimento da agua destilada autoclavada que circundava o micélio de P. parasitica, ap6s 6h de
incubacdo com os Gleos essenciais (Figuras 41 e 45). Esse embraquecimento ocorreu por conta dos
oomicetos terem ficado em agitacdo, formando uma espécie de emulsdo entre &gua, dleo essencial e
componentes degradados do micélio pela acdo do 6leo essencial. Isso seria uma explicagdo plausivel para
as placas com mais concentragdo de 6leo essencial terem um embraquecimento maior do que as com menor

concentracdo. Pelas fotos, nao foi possivel perceber diferencas significativas na severidade do sintoma.

As Figuras 38 a 45 mostram partes do micélio que foram afetados pelos mecanismos de acéo dos
Oleos Essenciais Testados e exibem a dificuldade de categorizar a severidade dos sintomas, ndo sendo
possivel observar grandes diferencas no aumento da concentracdo de OE. Nas figuras os sintomas de
enfraquecimento do micélio e sinais de toxicidade sdo apontados pelas setas verdes enquanto a ruptura € indicada
pelas setas vermelhas.
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Figura 37. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica ap6s 6h na auséncia de 6leos

essenciais, apenas Tween 80 0,5% (Controle) em agua destilada autoclavada.

Figura 38. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica apos 6h, com Oleo Essencial de

Capim Lim&o DL50 e Tween 80 0,5% em agua destilada autoclavada.

Figura 39. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica apés 6h, com Oleo Essencial de

Capim Liméo DL100 e Tween 80 0,5% em agua destilada autoclavada.
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Figura 40. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica apds 6h, com Oleo Essencial de
Capim Lim&o 10xDL100 e Tween 80 0,5% em agua destilada autoclavada.
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Figura 41. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica apds 6h, com Oleo Essencial de
Capim Lim&o 100xDL100 e Tween 80 0,5% em agua destilada autoclavada.

Figura 42. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica apés 6h, com Oleo Essencial de

Orégano DL50 e Tween 80 0,5% em &gua destilada autoclavada.
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Figura 43. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica apds 6h, com Oleo Essencial de

Orégano DL100 e Tween 80 0,5% em agua destilada autoclavada.

Figura 44. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica apos 6h, com Oleo Essencial de
Orégano 10xDL100 e Tween 80 0,5% em agua destilada autoclavada.

Figura 45. Crescimento de micélio e esporangios de Phytophthora parasitica apds 6h, com Oleo Essencial de
Orégano 100xDL100 e Tween 80 0,5% em &gua destilada autoclavada..
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Figura 46. Foto das placas apds tratamento com éleos essenciais. Duas placas de cima sdo Controles (C - apenas
foi adicionado Tween 80). A primeira linha de 4 placas sdo os tratamentos de 6leo essencial de orégano (O) da
esquerda para direita aumentando a concentracdo de 6leo essencial (O). A segunda linha de 4 placas sdo os
tratamentos com 6leo essencial de Capim-limédo (CL) aumentando a concentragdo da esquerda para direita (CL).
DL50, DL100, 10xDL100 e 100xDL100.

A Figura 46 mostra o efeito das quantidades crescentes de 6leos essneicias apds 6h em agitacdo
nas respectivas concentragfes: DL50, DL100, 10xDL100 e 100xDL100. As placas (C) séo as Controles
aonde so foi adicionado Tween 80. As placas (O) receberam 0leo essencial de Orégano. As placas (CL)
receberam 6leo essencial de Capim-Lim&o. Nos tratamentos com maior concentracdo de Oleo essencial:
10xDL100 e 100xDL100, é possivel visualizar o embranquecimento do meio que foi mais acentuado para
a amostra de maior concentracdo de 6leo essencial de orégano, porém também ocorre com 6leo essencial
de capim-liméo. A partir dos resultados desse experimento, foi realizado um experimento apenas com a
concentragdo 100xDL100 de ambos o0s 6leos essenciais para extracdo de DNA/RNA e analisar o nivel de
expressao dos genes PpPR-1A a D, fazendo-se amostragem ap6s 3 horas e 32 horas em contato com 0s
o0leos essenciais e depois foram congelados e macerados. O perfil do RNA extraido utilizando o kit Mini

Plant Qiagen se encontra na Figura 47. Os Controles ndo receberam 6leo essencial apenas 0.5% Tween 80.
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Figura 47. Gel de Agarose 1% com as Amostras das extragdes de RNA de Phytopthora parasitica apds contato
com os Oleos Essenciais de Capim-Limao e Orégano 3 horas e 32 horas.

Somente foi possivel extrair o RNA do material micelial tratado por 3 horas com os 6leos essenciais
de orégano e capim-limao bem como os controles. Porém para as amostras que ficaram em contato com os
6leos essenciais por 32 horas, 0 RNA parece ter sido degradado. Sugere-se que o 6leo essencial em contato
prolongado com o micélio de Phytophthora pode de alguma forma interferir na expressdo do RNA ou na
integridade do RNA expresso. Esse resultado pode estar relacionado a a¢do dos 6leos essenciais sobre o
microrganismo, ou seja, 0s compostos dos 0leos essenciais podem causar degradacdo da membrana das
hifas e micélios, expondo o contetdo intracelular e seu RNA sendo degradado. Os resultados do RT-gPCR
revelaram de forma inequivoca que os genes PpPR-1A, PpPR-1B, PpPR-1C e PpPR-1D ndo sdo expressos
durante a fase de micélio + esporangios de Phytophthora parasitica (Tabela 7). Esse padrdo também foi
observado no controle tratado apenas com Tween 80, indicando que, caso esses genes fossem naturalmente
expressos durante a fase de esporulagdo, tal expressdo teria sido detectada nesse tratamento. Dessa forma,
conclui-se que os tratamentos com os 6leos essenciais de orégano e capim-limdo ndo alteraram o estado
transcricional desses genes, uma vez que a auséncia de expressdo foi mantida mesmo na presenca dos
compostos. Assim, 0s genes PpPR-1A as D permanecem transcricionalmente inativos nessa fase do ciclo
de vida de P. parasitica, ndo sendo diferencialmente expressos em resposta ao contato com o0s 0leos

essenciais avaliados.
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Tabela 7. Valores de ciclos limiares (C:) obtidos em amostras de cDNA de Phytophthora parasitica (fase
micelial e esporangios). Os dados representam as replicatas técnicas de amostras tratadas com 6leos essenciais
e controle (3 h de incubacéo). Valores "Nao identificados" indicam auséncia de amplificacdo em até 40 ciclos.

UBC (Cr PpPR1-A PpPR1-B PpPR1-C PpPR1-D
CONTROLE 1 21,69481 Né&o identificado Nao identificado Néo identificado Nao identificado
CONTROLE 2 21,37478 Néo identificado N4o identificado Néo identificado Néo identificado
CONTROLE 3 22,14952 N&o identificado N4o identificado Néo identificado N4o identificado
OREGANO 3H 1 31,89956 Nao identificado N&o identificado N3o identificado N3o identificado
OREGANO 3H 2 31,9969 N&o identificado Ndo identificado Néo identificado Néo identificado
OREGANO 3H 3 38,66265 Nao identificado N&o identificado N3o identificado N3o identificado
CAPIM-LIMAO 3H 1 28,06109 Na&o identificado Ndo identificado Néo identificado Néo identificado
CAPIM-LIMAO 3H 2 27,90001 Néo identificado N4o identificado Néo identificado Néo identificado
CAPIM LIMAO 3H 3 30,80516 Né&o identificado Néo identificado Néo identificado Néo identificado

8.7 Microencapsulacao de 6leos essenciais por gelificacdo ibnica com pectina e célcio

A microencapsulacao dos leos essenciais com pectina e calcio foi sugerida como uma opcao para
contornar algumas das problematicas no uso de Gleos esséncias como suas propriedades volateis. Uma
microencapsulacdo feita de acordo com o planejado poderia reter a liberacdo dos compostos presentes nos
6leos essenciais entre 10 e 15 dias liberando gradualmente os compostos ao longo do tempo e, se
confirmado sua eficacia, manteria a planta livre dos efeitos mais severos do patdgeno. Os testes que seguem
s80 0s ensaios de composicao e testes de estabilidade para determinar as condicGes de reticulacdo. A partir
dos primeiros resultados € possivel alterar parametros para elaborar particulas mais rigidas, menos rigidas,
com maior ou menor tempo de liberagdo. Os principais parametros a serem alterados seriam: % de pectina,
% de 0Oleo, molaridade de cloreto de calcio. O tempo e a molaridade do banho de cloreto de célcio, aonde
sdo gotejadas as emulsGes de pectina e 6leo, também sdo muito importantes para maior ou menor

reticulacéo.

O estudo realizado por Sriamornsak et al (2004) analisou o diametro e a flutuabilidade das esferas
de gel de pectina de célcio convencionais e impregnadas com 0leo, feitas de pectina (LM-104) e varios
tipos diferentes de 6leo em solugdes teste. Os Gleos analisados foram: 6leo mineral, 6leo de oliva, éleo de
girassol, 6leo de soja, 6leo de milho, 6leo de arroz, 6leo de sésamo e 6leo de hortela-pimenta. Os dados
encontrados por esse estudo foram relevantes uma vez que os autores testaram diversas concentragOes de
6leo (5%-40%) com diferentes tipos de 6leo nas microencapsulacdes de esferas pectina/célcio. A partir da
analise desse estudo e dos melhores resultados obtidos, foi possivel determinar algumas concentracdes teste
para as primeiras emulsGes com 06leo de soja, de forma a conferir estabilidade e gelificagdo em banho com

CaCl2 (0,34M). As concentragOes-teste foram definidas de acordo com a tabela abaixo.
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Tabela 8. Composicdo das Emulsfes Testes 1, 2 e 3, variando concentragdo de pectina e de 6leo para formagédo
de esferas Pectina de Célcio por gelificacdo ibnica.

Emulsio O/W Pectina Oleo de Soja
1 5g (759 agua) 20g
2 29 (70g agua) 10g
3 49 (759 4gua) 219

De acordo com os testes de concentracdo de pectina e a analise de viscosidade, estabilidade e forca
de gelificacdo foi possivel visualizar alguns parametros. A Figura 48 mostra os testes das 3 emulsdes
realizados, onde as emulsdes 1 e 2 apresentam formacao nao circular, um aspecto da gelificagdo comumente
chamado de formacédo satélite, quando a viscosidade da emulsdo afeta o gotejamento no banho de CaCl, de
modo a alterar a formagdo da cépsula reticulada. Na Emulsdo 1 a viscosidade da solugdo ndo trouxe
exatamente desafios para seu gotejamento, diferente da Emulsdo 3 em que a viscosidade da emulséo
acarretou dificuldade para o gotejamento criando fios de emulsdo com maior facilidade do que gotas.
Possivelmente, para a Emulsdo 1 o banho gelificante de CaCl, a 0,34 M ndo tem forca suficiente para
reticular no formato cépsula. Portanto, aumentar a concentracdo de CaCl. no banho pode ser uma tentativa

eficaz para normalizar o formato e estabilidade das cépsulas reticuladas.

A Emulsdo 2 apresentou aspectos esperados para uma gelificacdo eficiente. A baixa concentragdo
de pectina facilita 0 manuseio da emulséo e agitacdo, as capsulas apresentam resisténcia mecanica. Desse
modo e para dar sequéncia aos testes, uma questao foi levantada. Qual seria o carregamento (Load) maximo
possivel em 6leo para a Emulsdo 2? Os testes subsequentes foram realizados com objetivo de responder

essa questdo e para isso foram testados novas concentragdes-teste definidas na tabela abaixo:

Tabela 9. Composicao das Emulsdes Testes 4, 5, 6 e 7, variando a concentracdo de pectina e de 6leo para
formac&o de esferas Pectina de Calcio por gelificaco ibnica.

Emulsdo O/W Pectina Oleo de Soja e Essencial
4 29 (70g agua) 10g
S 29 (709 agua) 13g
6 29 (70g agua) 209
7 3g (759 agua) 30¢g

73



As Emulsbes 4, 5 e 6 foram testadas tanto com o 6leo de soja quanto com os 0leos essenciais de
capim-limao e orégano. Até 20g de fracdo 0leo, a gelificagcdo idnica ocorre de forma eficiente formando a
capsula na forma de reticulado, conforme esperado. A Emulsdo 7, em que a fracdo de 6leo foi aumentada

para 30g, a reticulagdo nao ocorre da forma esperada, devido a forga i0nica necessaria para “segurar” a alta

concentracdo de gordura dentro da capsula reticulada.

Figura 48. Emulséo 7 - Foto do estudo da estabilidade da emulséo e poder de gelificacdo. Gelificacdo sem forca
suficiente para reticular a alta concentragéo de load.

Com a observacdo desses resultados foi determinado a utilizacdo da emulsdo 6 nos testes
subsequentes. Foi o teste aonde a gelificacdo ocorreu de forma estavel com a maior concentracdo de 6leo
(load). Os testes subsequentes visam entender o tamanho das capsulas ao alterar a pressdo de ar e a vazao
da emuls&o durante o processo de gotejamento. O Bico disponivel para gotejamento por gelificacdo i6nica
no Laboratdrio de Inovacdo de Alimentos (FEA-UNICAMP) é o de 0.7 mm. Considerando a viscosidade
da emulsdo 6 e o espectro de variacdo de pressdo/vazdo, apenas dois resultados geraram gelificages
uniformes com cépsulas arredondadas. A diferenca no tamanho das cépsulas reticuladas diz respeito a
variacdo de intensidade nas duas variaveis alteradas. No processo (A) foi utilizado pressurizacdo média de

50ppm e vazéo baixa de 3. No processo (B) foi utilizado pressurizagdo baixa e alta vazdo da emuls&o.

Em decorréncia da natureza da emulsdo Pectina associada ao 6leo e sua viscosidade, € possivel que
0 aumento da pressao também esteja aerando a gota no momento de gotejamento e consequentemente o seu
tamanho final apos o banho de reticulagdo. Essa caracteristica durante o processo de gotejamento € um
desafio na tentativa de reducéo no tamanho final de particula. O melhor resultado obtido para diminuir o
tamanho final de particula foi obtido apenas ao reduzir a pressao de ar e aumentar a vazdo da emulsdo no

bico gotejador (Figura 49).
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Figura 49. Foto do tamanho de capsulas produzidas com alteracdo nas vari

Alta, Vazdo Baixa; (B) Pressdo Baixa e Vazao Alta.

Foto do estudo da estabilidade da emulsdo e poder de gelificacao.

a0 1

Figura 50. Emuls

Figura 51. MiCroscopla tica de Fluorescéncia da Emulsao 1. Calcofluor branco utilizado como corante para
carboidratos (pectina) e Vermelho do Nilo utilizado como corante para fase 6leo. Aumento de 50x (trago — 200

pum).
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Figura 52. Emulséo 2 - Foto do estudo da estabilidade da emulsdo e poder de gelificacéo.

Figura 53. Microscopia Optica de Fluorescéncia da Emulsdo 2. Calcofluor branco utilizado como corante para
carboidratos (pectina) e Vermelho do Nilo utilizado como corante para fase 6leo. Aumento de 50x (traco — 200

pm).
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Figura 54. Emulséo 3 - Foto do estudo da estabilidade da emulsdo e poder de gelificacéo.

da Emulsdo 3. Calcofluor branco utilizado como corante para

éncia
carboidratos (pectina) e Vermelho do Nilo utilizado como corante para fase 6leo. Aumento de 50x (traco — 200

pm).

~

Figura 55. Microscopia Optica de Fluoresc
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9. DISCUSSAO e CONCLUSOES

Os 0leos essenciais que apresentaram maior inibicdo no teste in vitro foram o Capim-Liméo e o
Orégano. O teste foi realizado aplicando os 6leos essenciais em po¢os equidistantes e medindo o diametro
de crescimento do micélio. O dleo essencial ndo entrou em contato direto com o microrganismo, sendo
possivelmente um efeito de substancias volateis. Apos esse teste, os demais ensaios foram realizados apenas
usando o Capim-Lim&o e o Orégano. Apos sucessivas analises, definiu-se que os ensaios com 0s 0leos
essenciais diluidos no meio também seriam necessarios para os demais 6leos (Cravo, Tomilho e Citronela)
para verificar se as substancias diluidas no meio apresentam outro nivel de toxicidade diferente daquele
avaliado nos pocos (volatilidade). Estudos conduzidos por Tyagi e Malik (2011) evidenciaram que o 6leo
essencial de capim-liméo apresenta elevada atividade antifingica em fase vapor, sendo capaz de promover
inibicdo significativa do crescimento micelial de diversos fitopatdgenos, inclusive espécies do género
Phytophthora. Da mesma forma, Pinto et al. (2006) observaram que o 6leo essencial de orégano exerce
potente efeito antifingico por volatilizacdo, provocando danos severos a integridade da membrana
plasmatica, extravasamento citoplasmatico e colapso celular. Esses achados corroboram fortemente com os
resultados obtidos neste trabalho, validando a hipétese de que a atividade antimicrobiana desses 6leos esta
diretamente relacionada a sua capacidade de liberacdo de compostos volateis biologicamente ativos.

Os ensaios utilizando os 6leos essenciais de Orégano e Capim-Lim&o permitiram a construcao da
equacdo da reta de Inibicdo de P. parasitica e determinar o valor da DL50 e DL100 para Orégano
(0,00547%; 0,02%) e Capim-Limao (0,02166%; 0,05%). Pitarokili et al. (2003) observaram valores de
DL50 variando entre 0,003% e 0,01% para o Gleo essencial de orégano contra oomicetos, atribuindo essa
elevada toxicidade principalmente & acdo do carvacrol, capaz de desestabilizar a bicamada lipidica da
membrana celular e comprometer a homeostase intracelular. De modo semelhante, Singh et al. (2010)
relataram valores de DL100 entre 0,04% e 0,1% para o 6leo essencial de capim-limao, resultados altamente
compativeis com os obtidos neste estudo. Essa convergéncia de dados reforca a robustez metodoldgica dos
ensaios conduzidos e evidencia o elevado potencial desses 6leos essenciais como agentes biofungicidas no

controle de P. parasitica.

Os estudos envolvendo o B-sitosterol permitiram avancos significativos na compreenséo de suas
funcionalidades no desenvolvimento e na biologia de Phytophthora parasitica. Observou-se que, na
presenca de B-sitoesterol, o patdgeno apresentou otimizagdo do crescimento micelial, caracterizada por
maior biomassa fungica, concomitantemente a uma reducdo na formacao de esporangios durante o cultivo
em meio nutritivo. Esses resultados estdo em estreita concordancia com dados previamente reportados na
literatura (Hendrix 1970; Elliott, 1983). A percepg¢ao do B-sitoesterol no meio de cultivo modulou o balango
entre crescimento vegetativo e reproducdo assexuada, favorecendo predominantemente a expansao
micelial. Entretanto, micélios previamente cultivados na presenga de B-sitoesterol apresentaram maior

capacidade de formacéo de esporangios quando submetidos a condicao de estresse nutricional, representada
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pela transferéncia para agua destilada autoclavada. Entre as concentracdes avaliadas, 0,1% (v/v) de B-
sitoesterol adicionado ao meio liquido durante o crescimento micelial foi a concentracdo que mais induziu

a esporulacdo subsequente, evidenciando um efeito dose-dependente.

Elliott (1983) demonstrou que a suplementacdo com B-sitosterol estimula o crescimento vegetativo,
ao mesmo tempo em que reprime temporariamente a esporulacdo sob condi¢des nutricionais favoraveis.
Hendrix (1970) reforgou esse conceito ao comprovar que esterois atuam como reguladores metabdlicos
capazes de modular o balanco entre crescimento vegetativo e reprodugdo assexuada. Dessa forma, 0s
resultados obtidos neste trabalho corroboram o papel fisiologico central do B-sitosterol na regulacdo do
ciclo de vida de P. parasitica. Esse comportamento esta em consonancia com observacgdes de Elliott (1983),
que demonstrou que a presenca previa de esterdis potencializa a resposta esporulatoria quando o patdégeno
¢ exposto a privagdo nutricional. Tal resposta sugere que o [3-sitosterol atua ndo apenas como componente
estrutural de membranas, mas também como sinalizador metabolico envolvido na ativagdo dos programas

de diferenciagéo celular em Phytophthora.

Adicionalmente, verificou-se que micélios cultivados na presenca de B-sitosterol apresentaram
reducdo significativa no tempo necessario para a formagdo, maturacao e liberacdo de zodsporos quando
submetidos a auséncia de nutrientes. Enquanto, nos tratamentos sem [3-sitosterol, esse processo ocorreu
entre 20 ¢ 25 dias, nos tratamentos com (-sitosterol esse intervalo foi reduzido para aproximadamente 10
dias, indicando aceleragdo dos eventos do ciclo assexuado. Esses dados corroboram observaces cléssicas
de Elliott (1983) e Nes e McKean (1977), que evidenciaram que a presenca de esterois acelera 0s processos
de biogénese dos esporangios, maturacdo celular e liberacdo de zooGsporos, principalmente por meio da
modulacdo da fluidez da membrana plasmatica e da ativacdo de vias metabolicas associadas a reprodugao
assexuada. Dessa forma, os resultados indicam que o B-sitosterol atua como um fator-chave na aceleracéo
do ciclo assexuado de P. parasitica. Esses resultados sugerem que o [-sitosterol potencializa os
mecanismos envolvidos na liberacdo de zo6sporos pelos esporangios, tornando essa fase mais eficiente.
Consequentemente, é plausivel inferir que processos associados a patogenicidade também possam ser
intensificados, uma vez que a producdo e a liberacéo acelerada de zoGsporos representam etapas criticas no
estabelecimento da infecgdo na planta hospedeira. A literatura ressalta de forma consistente que a eficiéncia
e a velocidade da liberacao de zoGsporos estdo intimamente relacionadas ao sucesso da infecgdo em plantas
hospedeiras. Judelson e Blanco (2005) observaram que isolados de Phytophthora com maior capacidade de
producdo precoce de zodsporos apresentam maior agressividade, maior severidade dos sintomas e maior
eficiéncia de colonizacdo dos tecidos vegetais. Nesse contexto, os resultados deste trabalho sugerem que o
B-sitosterol pode potencializar indiretamente a viruléncia de P. parasitica, ao tornar o ciclo infeccioso mais

rapido e eficiente.

Sobre os genes PpPR-1a, b, ¢, d é possivel concluir que esses genes sdo expressos durante a infeccao

de Phytophthora parasitica em Citrus. Com base nos resultados desse ensaio, o padrdo de expressdo mostra
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que 0s RNAs B e C sdo mais expressos ao final da infecgéo e os RNAs A e D sdo mais expressas no inicio.
Porém considerando os métodos realizados para essa infeccdo, sera necessario repetir esse experimento
ajustando alguns detalhes da infeccdo, controle na contagem de zodsporos e tamanho das plantas
experimentais. Esse padrdo € compativel com dados da literatura que indicam uma regulacéo temporal final
da expressdo de RNAs que expressam proteinas efetoras durante o processo infeccioso. Jiang (2023)
demosntrou que o gene de P. capsici PSCAPL, pertencente a Superfamilia CAP/PR-1 é expresso durante a
infeccdo e é uma proteina efetora de patogenicidade, através da potencializacdo de HR/necrose. Assim, 0s
resultados obtidos neste trabalho reforcam o papel funcional desses genes como efetores envolvidos em

diferentes etapas da patogénese.

O contato dos 6leos essenciais com micélios de P. parasitica mostrou os principais efeitos dos 6leos
essenciais no miceélio: enfraquecimento, ruptura, sinais de toxicidade nas extremidades. O aumento da
concentragdo de 6leos essenciais ndo mostrou aumento na severidade dos sintomas através dos efeitos pela
observacdo com microscopia Optica. Possivelmente exista uma cinética de degradacdo e as maiores
concentragdes do OE degradem mais rapido o micélio, porém sem sinais visiveis. A analise do RNA de
micélio em contato com os 6leos essenciais comprova que apos 3 horas em contato com os 6leos essenciais
é possivel verificar um possivel efeito de degradacdo do RNA e essa mesma concentracao de 6leo essencial
quando deixada em contato por 32 horas é capaz de degradar todo 0 RNA ou inibir a sua expressdo. Nao
foi possivel analisar por RT-gPCR as amostras de 32 horas por ndo haver material integro para analise.
Esses achados estdo de acordo com os mecanismos de agdo descritos para 6leos essenciais na literatura.
Bakkali et al. (2008) visualizaram que compostos volateis presentes em 6leos essenciais induzem estresse
oxidativo, peroxidacg&o lipidica, desorganizacdo mitocondrial e degradacdo de macromoléculas celulares,
incluindo RNA. De forma semelhante, Nazzaro et al. (2013) relataram que o contato prolongado com éleos
essenciais resulta em colapso metabolico irreversivel, caracterizado por inibicdo da transcricdo e
degradacdo completa do material genético. Assim, os resultados obtidos confirmam que os 6leos essenciais
de capim-limdo e orégano promovem efeitos letais significantes sobre P. parasitica, interferindo
diretamente nos mecanismos celulares e moleculares essenciais a sobrevivéncia do patdgeno.
Curiosamente, a analise das amostras com 3 horas de contato com os 6leos essenciais em comparagdo com
os controles confirma que os genes PpPR-1 avaliados ndo sdo expressos na fase micélios + esporangios e
0 contato do micélio + esporangios com os 0leos essenciais de Capim-Liméo e Orégano ndo altera esse
padréo. Portanto, podemos inferir que esses genes podem ser expressos somente no momento da infeccao,

aumentando seu potencial como proteinas efetoras de patogenicidade.
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10. ENSAIOS EM ANDAMENTO E PERSPECTIVAS

Experimentos de Infec¢do de Phytophthora parasitica em tubos falcon.

Serdo realizados novos experimentos de infec¢do. Porém, desta vez, apos a liberacao dos zo6sporos,
estes serdo centrifugados para concentra-los. O nimero de zoGsporos em suspensdo serd determinado
utilizando a cdmara de Neubauer. Os tubos Falcon receberdo a mesma quantidade de zo6sporos (Dalio et
al., 2018). Plantas de Citrus sunki que foram germinadas em substrato esteril serdo utilizadas apos 3 meses.
O substrato seré cuidadosamente removido e as plantas serdo transferidas para um tubo contendo 30 mL de
agua destilada estéril, com os zo6sporos adicionados igualmente entre os tubos. Os tubos serdo selados com
Parafilm para evitar perda de agua por evaporacao. As plantas serdo incubadas em camaras de crescimento
a 20°C sob um fotoperiodo de 12 h. Diariamente, as plantas serdo monitoradas quanto a necrose radicular,
crescimento de micélio visivel na superficie da raiz, murchamento das folhas, mortalidade e absor¢édo de
agua. Adicionalmente, as plantas também serdo colhidas em Oh, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h e 96 horas apds a
infeccdo e utilizadas para extracdo de DNA e RNA. A expressdo dos genes PpPR-1A a D seréa quantificada
através da RT-gPCR, os danos nos tecidos (raizes e folhas) também serdo analisados ao longo do tempo
(Délio et al., 2018).

AvaliacOes da eficiéncia e testes de liberacdo dos microencapsulados

As microparticulas serdo avaliadas em relacdo ao seu residuo seco, correspondente ao peso das
microparticulas ap6s a remocao da adgua. Esse parametro € determinado pela razdo entre o peso seco das
microparticulas (apos liofilizagdo) e o peso das microparticulas hidratadas (apds a etapa de reticulacéo) e é
expresso em porcentagem (% m/m). Outra medida importante nesse aspecto € a capacidade de rehidratacao,
que esta relacionada com a habilidade dos microencapsulados de adsorver agua e recuperar a sua forma
inicial. Essa medida sera realizada adicionando 30 mg de microencapsuladas secos em 10 mL de agua
destilada. As amostras serdo armazenadas durante 72 h. Apds este periodo de tempo os microencapsulados
serdo analisados novamente por microscopia Optica para analise morfologica e depois serdo pesados para

avaliar o ganho de peso (Cuma, 2018).

O perfil de liberacdo dos microencapsulados serd avaliado, utilizando trés tratamentos de solo +

agua autoclavada nas proporgdes: 1:3, 2:2 e 3:1. As particulas serdo pesadas antes e depois do tratamento.

1. Trinta (30) mg dos microencapsulados secos serdo pesados e adicionados em 40
g totais de solo e agua autoclavado.
2. As pesagens serdo realizadas a 6h, 24h, 48h, 72h e 96h e 168 horas.
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11. ANEXO

Aromatic Plant Research Center

We provide uncompromising
quality control for your products.

Customer - doTERRA International

Lot Number 12231188

Date Filled T 0428/ 2023

Column : ZBS {60 m length x 0.25 mm inner diameter x 0,25 pm film thickness]
Instrurment : Shimadzu GOCMS-OP2010 Ultra

Carrler gas = Heliurn 80 psi

Temperature ramp - 2 dogroes colsus par minuto up 1o 260-degroas colsius

Spilit ratio 1 30:1

Sample preparabion  : 5%w/v sclution wiilh Dichloromathano.

Comments:

The analysis of this Oregano ot revealed no contaminants or adulteration.
The sample mests the expected chemical profile for authentic esseantial oils of Organurm valgars.

Analysied by : Ambika Poudel
Rewviewad by : Dr. Frabodh Satyal
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Aromatic Plant Riesearch Center
230 N 1200 E STE 100

Lehi, UT B4043

woww.aromaticplant.org Ararats Pt Beasarsh Covaps

Peak Report

Peakd# R.Time Mame Areats

1 5877 Methyl alpha-methyl butyrate 0.04
2 11.176 alpha-Thujene 0.44
3 11.550 alpha-Pinena 0.62
4 12.381 Campheng 0.28
5 13.855 beta-Finene 0.09
L] 13.956 1-Octen-3-ol 0.11
7 14.498 Myrcena 1.44
] 15472 alpha-Phellandrene 0.22
a 15.611 delta-3-Carene 0.08
10 16.119 alphaTerpinens 1.35
11 16.620 para-Cymena 387
12 16.863 Limonens 0.21
13 16.950 beta-Phellandrens 0.21
14 17.000 1,8-Cinecle 0.03
15 17.258 cis-beta-Ocimens 0.03
16 17.914 trans-beta-Ocimens 0.06
17 18.713 gamma-Terpinens 5.03
18 19.408 cig-Sabinene hydrate 0.23
19 20.386 Terpinolene 0.18
20 20.701 para-Cymenang 0.03
21 21.459 Linaleol 5.70
22 21.600 Hotrienol 0.08
23 22.982 cis-para-Menth-2-2n-1-ol 0.03
24 23.133 alpha-Campholanal 0.03
25 26.159 Bornecol 1.19
26 26.764 Tarpinen-d-ol 0.83
27 28.094 alpha-Terpineol 0.07
28 30.693 Carvacrol methyl ether 0.12
29 31.764 Carvone 0.22
an 33320 Carvenone 0.05
al A34.248 Thymaol 1.55
a2 a5.408 Carvacrol 69.99
a3 35.957 Mathyl non-8-enoate 010
34 36.413 tert-Butyl-para-benzoguinone 0.04
a5 a8.227 Eugenol 0.02
as 38.695 Meryl acetate 0.02
ar 39.057 Carvacrol acetate a.15
a8 39.698 alpha-Copaene 0.02
an 39.951 Geranyl acetats 0.04
40 40.208 beta-Bourbonens 0.03
41 41.3581 Mathyl eugenal 0.05
42 42,472 beta-Caryophyllens 1.30
43 43.341 trans-alpha-Bergamaotene 0.05
44 43.641 Aromadendrens 0.23
45 44677 alpha-Hurmulens 0.05
46 44,952 allo-Aromadendrene 0.02
47 45915 trang-Cading-1{6) 4-diene 0.02
48 46.900 Viridiflorene 0.12
49 47991 beta-Bisabalens 2.04
50 48.242 gammea-Cadinene a.14
51 48.561 delta-Cadinena 0.07
52 48.8590 beta-Sesquiphellandrens 0.02
54 49.8592 trane-alpha-Bizabolane 0.03
54 51.871 Spathulenal 0.18
55 52.258 Caryophyllene oxide 0.33
56 54191 1,10-D4-epi-cubenol 0.02
&7 55.720 api-alpha-Cadinol 017
58 56462 alpha-Cadinol 0.03
59 68.995 Oregano sesquiterpenoid 1 0.03
L=14] 70.211 Oregano sesquiterpenoid 2 016
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Aromatic Plant Research Center

We provide uncompromising
quality control for your products.

Customer : doTERRA International

Lot Number © 333223

Date Filled S 111842023

Column : ZBS5 (60 m length > 0.25 mm inner diameter x 0.25 pm film thickness)
Instrument : Shimadzy GOMS-CP2010 Ulira

Carrler gas : Helium 80 psi

Temperature ramp  : 2 dogroes colsms por minate up to 260-degroes colsius

Split ratls L300

Sample preparation  : S%w/v sclution with Dichloromathano.

Comments:
The analysis of thiz Lermnongrass lot revealed no contaminants or adulteration.
The sample meets the expected chemical profile for authentic essantial oils of Cymbopogon flesuosus.

Analysied by : Ambika Poudel
Reviewad by : Dr. Prabodh Satyal
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Lemongrass Essential Oil
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Aromatic Plant Research Center
230 M 1200 E STE 100

Lehi, UT 84043
www.aromaticplant.org Aramats P Resstein Coaps
Peak Report
Peak# R.Time Mame Arealh
1 11.287 Tricyclena 0.10
2 11.819 alpha-Pinena 017
3 12.679 Campheng 0.85
4 14.172 beta-Finene 0.01
5 14.535 &-Meathyl-5-hepten-2-one 1.14
& 14.802 Myrcene 0.07
7 14.860 Dehydro:1,8-cinecle 0.02
[:] 15.255 trana-Dehydrowy linalool oside 0.03
g 15.633 n-Dctanal 0.07
10 17.205 Limonens 0.22
11 17.301 beta-Phellandrene 0.02
12 17.611 cig-beta-Ocimeansa 0.34
13 18.273 trans-beta-Ocimene 0.20
14 19.801 4-Monanone 1.15
15 20.782 Terpinolans 0.04
16 21.207 Roaefuran 0.10
17 21.633 Perillens 0.06
18 21.787 Linaleal 1.15
19 22103 alpha-Pinena oxide 0.09
20 24.310 Epiphotocitral A 0.09
21 24.666 ex-lsocitral 0.08
22 25.020 trans-Chrysanthanal 0.22
23 25.281 Citronellal 0.24
24 25.926 cig-laocitral 0.83
25 26.456 Rosefuran epoxide 0.23
26 26.612 Bormeol 0.16
27 27.223 trans-lzocitral 1.49
28 28.226 alpha-Terpineol 0.13
29 28.999 n-Decanal 0.18
30 30.357 MNerol 0.13
ai 30.624 Citronellol 0.05
32 31.514 Meral 31.13
a3 32.309 Geraniol 7.1
34 33.630 Geranial 40.74
a5 a4.180 trans-Carvone oxide Q.09
36 35.207 Geranyl formate 0.03
a7 36.714 Methyl garanate 0.04
38 38.565 Citronedlyl scetate 0.05
ag 38.659 Neric acid 0.06
40 39.700 Cyclosativene 0.09
41 39.766 alpha-Ylangens 0.14
42 40.493 Geranyl acetate 4.71
43 40.887 beta-Cubebense 0.05
44 41.108 beta-Elemens 0.13
45 42.988 bata-Caryophyllense 1.70
46 44.720 trans:-lsoeugenal 0.50
47 45.185 alpha-Humulene 0.19
48 45.621 cig-Muurola-4{14),5-diena 0.04
49 46.788 Germacrena D 0.23
50 47.443 trans-Muurcla-4 {14} 5-diene 0.04
51 47.702 epi-Cubelol 0.16
52 48.771 gammea-Cadinensa 117
53 48.892 Cubebol 0.32
a4 49.087 delta-Cadinena 0.29
55 A9.566 trang-gamma-Bisabolene 015
& 50.145 alpha-Cadinena 0.05
57 50.845 alpha-Elemal 0.04
58 51.328 Geranyl butyrate 0.10
59 52.787 Canjophyllene oxide 0.56
&0 54.395 Humulene epoxide Il 0.04
100,00
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