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RESUMO

O meloeiro (Cucumis melo L.) apresenta importancia socioecondémica nacional, sendo
produzidas mais de 600 mil toneladas em aproximadamente 24 mil hectares, gerando divisas
anuais superiores aos US$ 150 milhdes, com destaque para a regido Nordeste. O Rio Grande
do Norte e o Ceara tém sido responsaveis por mais de 80% da producdo e por quase a
totalidade das exportacOes brasileiras de meldes. Contudo, apesar de contribuir para o
Agronegocio, essa producao cada vez mais intensa tem agravado os problemas fitossanitarios
da cultura no Semiérido. Nesse contexto, os fungos sdo os patégenos de maior ocorréncia
nessa cultura, apresentando ampla gama de plantas hospedeiras. Dentre os patdgenos mais
importantes estdo Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina, agentes causais
da “podridédo de raizes e declinio de ramas” em meloeiro. Para ambos os patdgenos, 0 manejo
cultural prevalece, ja que o uso de agrotoxicos, além de contribuir negativamente para 0s
impactos ambientais, é pouco eficiente no controle desses patdgenos. A utilizacdo da
biotecnologia para fins agricolas se destaca como mais uma estratégia no controle de doencas
de plantas. Portanto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver ferramentas para controle do
M. cannonballus e M. phaseolina em meloeiro a partir da biotecnologia com o uso da
bioinforméatica e nanotecnologia. No primeiro ensaio, foi realizada analise gendémica de
ambos os fungos a fim de selecionar novas proteinas alvos como base para o desenvolvimento
de fungicidas. A partir da experimentacao in silico, foi possivel selecionar 13 alvos candidatos
para M. cannonballus e 10 proteinas como potenciais alvos para M phaseolina. No segundo
experimento, foram realizados bioensaios in vitro utilizando nanoparticulas (NP) associadas a
compostos comerciais, nanoformulacfes (NF), a fim de controlar os patégenos. Foi possivel
identificar que a NP tem potencial como facilitador da acdo dos compostos, inclusive
diminuindo a concentragdo deles em mais de 200 mil vezes, portanto no estudo in vitro trata-
se NF com capacidade de agir como novos nanofungicidas. No ultimo experimento, o
objetivo foi avaliar a eficiéncia de trés 6leos essenciais (OE): capim-limdo (Cymbopogon
flexuosus), horteld pimenta (Mentha piperita) e manjericdo (Ocimum basilicum) no controle
in vitro dos fungos e avaliar associacdo dos OEs a NP. Os trés OEs apresentaram efeito
inibitério sobre ambos os fungos, e a associacdo dos OEs com a NP ndo inviabilizou a
inibicdo do crescimento micelial, demonstrando que a NP funcionalizada pode ser
desenvolvida com ferramenta de entrega de compostos fungicidas. Esse trabalho abre
perspectivas para a geracao de novas formas de controle desses patdgenos.

Palavra-chave: Modelagem D de proteinas; Nanotecnologia na agricultura; Podriddo de
raizes e declinio de ramas; Melao.



ABSTRACT

The melon tree (Cucumis melo L.) is of national socioeconomic importance, with more than
600 thousand tons being produced in approximately 24 thousand hectares, generating annual
foreign exchange in excess of US$ 150 million, especially in the Northeast region. Rio
Grande do Norte and Ceara have been responsible for more than 80% of production and for
almost all Brazilian melon exports. However, despite contributing to Agribusiness, this
increasingly intense production has aggravated the phytosanitary problems of the culture in
the semiarid region. In this context, fungi are the most common pathogens in this crop, which
has a wide range of host plants. Among the most important pathogens are Monosporascus
cannonballus and Macrophomina phaseolina, causal agents of “root rot and vine decline” in
melon. For both pathogens, cultural management prevails, since the use of pesticides, in
addition to contributing negatively to environmental impacts, is inefficient in controlling these
pathogens. The use of biotechnology for agricultural purposes is highlighted as another
strategy in the control of plant diseases. Therefore, the objective of this work was to develop
tools to control M. cannonballus and M. phaseolina in melon from biotechnology with the use
of bioinformatics and nanotechnology. In the first assay, the genomic analysis of both fungi
was performed in order to select new target proteins as a basis for the development of
fungicides from in silico experimentation. It was possible to select 13 candidate targets for M.
cannonballus and 10 proteins as potential targets for M. phaseolin. In the second experiment,
in vitro bioassays were carried out using nanoparticles (NP) associated with commercial
compounds, nanoformulations (NF), in order to control pathogens. It was possible to identify
that NP has potential as a facilitator of the action of compounds, including reducing their
concentration more than 200,000 times, so in the in vitro study it is NF with the ability to act
as new nanofungicides. In the last experiment, the objective was to evaluate the efficiency of
three essential oils (EO): lemongrass (Cymbopogon flexuosus), peppermint (Mentha piperita)
and basil (Ocimum basilicum) in the in vitro control of fungi and to evaluate the association of
OEs to NP. The three OEs showed an inhibitory effect on both fungi and the association of
OEs with NP made unfeasible to the inhibition of mycelial growth, demonstrating that
functionalized NP can be developed as a delivery tool for fungicidal compounds. This work
opens perspectives for the generation of new ways of controlling these pathogens.

Keywords: Modeling D of proteins; Nanotechnology in agriculture; Root rot and vine
decline; Melon.



CAPITULO |

Figura 1

CAPITULO I

Figura 1
Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica da azoxistrobina [methyl (E)-2-{2-(6-(2cyanophenoxy)
pyrimidin-4-yloxy) phenyl}-3-methoxyacrylate] ..........ccccoviiviiiinennnn... 22

Esquema representativo da metodologia de analise genémica....................... 36
Anotacdo automatica do genoma de Monosporascus. cannonballus em termos
de superfamilias identificadas pelo BLASTp contra InterproSCAN ........... 39
Esquema representativo dos resultados da selecdo de potenciais alvos

moleculares do genoma de Macrophomina. phaseolina............................ 42

CAPITULO 111

Figura 1

Figura 2
Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Imagem da microscopia eletronica de transmissdo de alta resolucdo da
nanoparticula na concentragao de 20Mg/L..........ccoeviiererineieneese e 63
Grafico do potencial Zeta da nanoparticula na concentragdo de 20 mg/L......64

Tamanho estimado das nanoparticulas em solu¢do aquosa na concentracao de

Avaliacdo do Maxim a partir do indice de Inibicdo Micelial- ICM (%) do
Monosporascus CanNONDAITUS. ..o 66
Validacio da acdo do nanoformulado a partir do indice de Inibicdo Micelial-

ICM (%) do Monosporascus cannonballus. NP- nanoparticula. MX-

(] PSP UPRSRRPRPPRPRIN ot
Avaliacio da dose resposta do fungicida Graduate partir do indice de Inibicéo
Micelial- ICM (%) do Macrophomina phaseolina. .GD- Graduate................ 69

Validagdo da acéo do nanoformulado a partir do indice de Inibicdo Micelial-

ICM (%) do Macrophomona phaseolina. NP- nanoparticula. GD- Graduate..70

CAPITULO IV



Figural - Cromatograma do 6leo essencial de capim limdo (Cymbopogon flexuosus)...85
Figura2 - Cromatograma do 6leo essencial de horteld-pimenta (Mentha piperita)......... 86

Figura3 - Cromatograma do 6leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum)............ 88



CAPITULO 111

Gréfico 1

Gréfico 2

LISTA DE GRAFICOS

Validagio da acdo do nanoformulado a partir do indice de Inibicdo Micelial-
ICM (%) do Monosporascus cannonballus *Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Tratamento 1 (T1): 1.620 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm
Maxim; Tratamento 2 (T2): 540 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim;
Tratamento 3 (T3): 180 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento
4 (T4): 60 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento 5 (T5): 20
mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento 6 (T6): 1.620 mg/L
Nanoparticula; Tratamento 7(T7): 540 mg/L Nanoparticula; Tratamento
8(T8): 180 mg/L Nanoparticula; Tratamento 9 (T9): 60 mg/L Nanoparticula;
Tratamento 10(T10): 20 mg/L Nanoparticula; Tratamento 11(T11): 0,1 ppm

Maxim; Tratamento 12 (T12): Sem fungicida, testemunha, apenas o

Validagio da acdo do nanoformulado a partir do indice de Inibicdo Micelial-
ICM (%) do Macrophomina phaseolina *Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Tratamento 1 (T1): 1.600 mg/L Nanoparticula + 1 ppm
Graduate A+; Tratamento 2 (T2): 1,200 mg/L Nanoparticula +1 ppm
Graduate A+; Tratamento 3 (T3): 800 mg/L Nanoparticula + 1 ppm Graduate
A+; Tratamento 4 (T4): 400 mg/L Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+;
Tratamento 5 (T5): 100 mg/L Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+;
Tratamento 6 (T6): 1 ppm Graduate A+; Tratamento 7 (T7): 1.600 mg/L
Nanoparticula; Tratamento 8 (T8): 1.200 mg/L Nanoparticula; Tratamento 9
(T9): 800 mg/L Nanoparticula; Tratamento 10 (10): 400 mg/L
Nanoparticula; Tratamento 11 (T11): 400 mg/L Nanoparticula e Tratamento

12 (T12): Sem fungicida, Testemunha, apenas 0 fungo............ccocvvvrvreennnn. 71



CAPITULO 1

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

LISTA DE TABELAS

Anotacdo funcional das sequéncias de Monosporascus. cannonballus
et teeeEeetesteeeteeteteteeseteeeheteteseate e eseete et et e R e ehe et e e e Rt e te st e Rt etenaentereere et et anearenrs 38
Elenco de proteinas candidatas a partir da busca por BLAST de 7630
sequéncias proteicas de Monosporascus cannonbalus contra o banco de dados
de genes essenciais (ABADIO et al.,, 2011) Blast evalue e-100, low
complexity filtered...........oooiiiii e 40
Potenciais proteinas alvo selecionados do genoma de Macrophomina
PASEONINA........eeveiieiee e A3
Modelagem molecular de alguns dos alvos Macrophomina phaseolina e
Monosporascus CanNONDAITUS. ..o 37
Fator de IMPacto A8 XY Z.....coooiiiiiiiiieieiee s 46

CAPITULO 111

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Resumo da Analise de Variancia para variavel Inibicdo Crescimento Micelial
(ICM) e repeticdo do experimento de Padronizagdo da dose-resposta do
Fludioxonil no controle de Monosporascus cannonballus. CV: Causa de
Variacdo; GL: Graus de Liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado
Médio; F: Teste F de signifiCANCIa............cccevveviiiiiic e 65
Resumo da Anélise de Variancia para variavel Inibi¢do Crescimento Micelial
(ICM) e repeticéo do experimento de Validacdo da agéo do nano formulado na
inibicdo do Monosporascus cannonballus. CV: Causa de Variacdo; GL: Graus
de Liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado Médio; F: Teste F de
SIGNMITICANCIA. ... et e et et e et eae e e e e eenaeneen DD
Resumo da Analise de Variancia para variavel Inibicdo Crescimento Micelial
(ICM) e repeticdo do experimento de Padronizacdo da dose resposta do
Azoxistrobina + Fludioxonil no controle de Macrophomina phaseolina. CV:
Causa de Variacdo; GL: Graus de Liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM:
Quadrado Médio; F: Teste F de
SIGNIFICANCIA. .. .eeveieeiceeeeecee e e et eeee e e, BB

Resumo da Analise de Variancia para variavel Inibicdo Crescimento Micelial



Tabela5 -

Tabelab -

(ICM) e repeticdo do experimento de Validagéo da acdo do nano formulado na
inibicdo do Macrophomina phaseolina. CV: Causa de Variagdo; GL: Graus de
Liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado Médio; F: Teste F de
] 041 07T o] - OSSR 58
Efeito da dose-resposta do Maxim® na Inibicdo do Crescimento Micelial
(ICM) do Monosporascus cannonballus.............ccovviriiniiieneneseese e 46

Efeito da dose resposta do fungicida Graduate na Inibicdo do Crescimento
Micelial (ICM) do Macrophonina phaseolina............ccccceovieienieniiineen 62

CAPITULO IV

Tabelal -

Tabela2 -

Tabela3 -

Composicdo do 6leo essencial de capim limdo com os respectivos parametros
de identificacdo: tempo de retencdo (Tr em min); indice de kovats (ki)
experimental e referenciado na literatura; taxa de similaridade (%); m/z do

principal fragmento e area relativa (%0).........c...vererrineneine e 84

Valores de potencial zeta e tamanho das nanoparticulas funcionalizadas com
0leo essencial. NOEH1 1mL/L OE hortela pimenta + 400mg/L Nanoparticula;
NOEM1: 1mL/L OE manjericdo + 400mg/L Nanoparticula; NOEC1: 1mL/L
OE Capim-lim&o + 400mg/L Nanoparticula............ccccecevereiiieininciereene 88
Taxa de Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM) de Monosporascus
cannonballus e Macrophomina phaseolina utilizando do 6leo essencial de
capim-limdo (Cymbopogon flexuosus), hortela-pimenta (Mentha piperita),
manjericdo (Ocimum basilicum) e nanoparticula funcionalizada com cada
6leo. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade............ccccccoeveiieiiiiiiiiccccee 89



SUMARIO

CAPITULO |

1 INTRODUGAOQO GERAL .....c.oeviiieeeeeeeere e ses s
11 Aspectos gerais da cultura do Mel8o...........c.cccviiiiiiiiiiiii e
1.2 Podriddo de raizes e declinio de ramas (MRRVD) (Monosporascus

CANNONDAIIUS).....viieeceee e
1.3 Podrid&o do colo do meloeiro (Macrophomina phaseolina).......................
2 F Tz Lo @) d (10 130NN
2.1 AZOXISTIODING. ... e
29 FIUIOXONIL....eiiiicicee e et
3 NANOTECNOLOGIA.....coo ottt
4 OLEOS ESSENCIAIS........ooiiiieiitsieie e
5 ANALISE GENOMICA E POS-GENOMICA...........coooovverireieeeeereene,

REFERENCIAS. ...ttt

CAPITULO I

Anélise po6s-gendbmica dos fungos fitopatogénicos Monosporascus

cannonballus e Macrophomina faseolina

RESUMO . ...ttt e e e ae e e e e anaae e

ABSTRACT ...ttt re s
1 INTRODUGAO ...cvvvveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssssssssnesssissssssssseesens
2 MATERIAL E METODOS ....eetttrmiiiiniieiesesineieississse s s s s asesans
2.1 Configuracao do conjunto de dados..........cecvieereiieiieie e
2.2 Estratégia de SeleCao de AIVOS....ccvieiieiniiieinriiernrnremmmnnnonsmmmsnmesnses
2.3 Modelagem Molecular das proteinas alvo......cceeeeeriiiiiiiiieeeiiiiiiiiiiecnens
3 RESULTADOS E DISCUSSAO......ctvueeereneeniiiinieeeeieeeseeesssenisneeas
3.1 Selecdo de alvos no genoma de Monosporascus cannonballus...................
3.2 Selecéo de alvos no genoma de Macrophomina phaseolina........................
3.3 Modelagem Molecular das proteinas alvo............c.ccoovviiininiieiie
4 CONCLUSOES. .....coooiiriiiieisee et
REFERENCIAS. .....cooiiiiiieeeeie sttt

CAPITULO 11l

Nanotecnologia e desenvolvimento de novos fungicidas para controle
de Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina em

18

18

18

20
20

21
23

24

25
26
28

33
33
34



meloeiro

RESUMO ... e 55
ABSTRACT . 55
1 INTRODUGAO....ccuuuirtieeerieeeeteereneereneeersneeessneesssesessnnsnnnn. 56
2 MATERIAL E METODOS.....cttttttuumeeiiieneieiesesesses e 58
3 RESULTADOS ...ttt 62
4 DISCUSSAO ...ttt 71
5 CONCLUSOES......cooiiiiiriieeneisiisine st 73
REFERENCIAS........oooieiieieteieeee ettt 74
CAPITULO IV
RESUMO ...t e e et e et e e tae e snte e e nteeeree s 77
ABST RACT . e e enres 77
1 | I N 2300 0] 51 67X 0 JU R 78
2 MATERIAL E METODOS....uuivtuieteertiiicieeseees e .80
2.1 0] To (o1 11 Vo oo LTSS 80
2.2 OlE0S ESSENCIAIS. «evneerrariieiiiriiesiiiesiesiseeissestssissstssesessssessssesseessneessasnses .80
2.3 NANOPAITICUIAS. ... e 81
2.4 Potencial Zeta e Tamanho Nanoparticulas Funcionalizadas................ 81
2.5 BIOBNSAI0S 1N VITFO.....icviiiiee e 81
251 Acdo do OE de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) no controle do
Monosporascus CaNNONDAIIUS. ...........cvriiiiiiiiee e 82
2.5.2 Acdo do OE de horteld pimenta (Mentha piperita) no controle do Monosporascus
CANNONDAIIUS. ..o et 82
2.5.3 Acdo do OE de manjericdo (Ocimum basilicum) no controle do Monosporascus
CANNONDAIIUS. ..ot 82
254 Acdo do OE de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) no controle do
Macrophomina phaseoling............ccceeieii i 83
255 Acdo do OE de horteld pimenta (Mentha piperita) no controle do Macrophomina
81T ET=T0] 1 - VPSP 83
2.5.6 Acdo do OE de manjericdo (Ocimum basilicum) no controle do Macrophomina
01T =T ] [ - VST SSPR 83
3 RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccetttrrrrmiinininssseesesienons 83
31 Cromatografia Gasosa dos Oleos ESSENCIas.............cvvvereererrrreseenenss 83



3.2 Potencial Zeta e Tamanho Nanoparticulas Funcionalizadas................ 87

3.3 Bioensaios in vitro - Acdo dos Oleos essenciais no controle do

Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina................... 88
CONCLUSOES.......oooiieiiie ettt 91
REFERENCIAS. .......ooiiiiiiieteietee st 91

ANEXOS



18

CAPITULO |
1 INTRODUCAO GERAL

1.1  Aspectos gerais da cultura do meléo

O meloeiro (Cucumis melo L.) representa o Brasil na posic¢éo de 13° produtor, com 2%
da producdo (SOUZA, 2022). As projecoes de 2020 a 2030 indicam que o meldo passara de
621 mil toneladas em 2020 para 818 mil toneladas em 2030, sendo esses 0s maiores
incrementos de producdo no periodo (BRASIL, 2020). Na producdo nacional, a regido
Nordeste se destaca com percentual de 96,8% de meldo, sendo os estados do Rio Grande do
Norte (RN) e Ceara (CE) responsaveis por 73,19% dessa producédo (IBGE, 2020).

A aplicagdo de modernas tecnologias de cultivo aliadas as condicbes edafocliméticas
da regido Nordeste resultam em alta produtividade e qualidade dos frutos, ao longo de todo o
ano. O cultivo consecutivo permite colher até trés safras por ano em uma mesma éarea,
contribuindo para a alta produtividade da cultura (MOURA et al., 2011). Outra vantagem
estratégica dessa regido é que o pico da producdo ocorre no periodo de entressafra dos
principais paises produtores dessa fruta, embora a maior producdo ocorra de julho a janeiro,
esse contexto possibilita ao Brasil importante janela internacional de exportacdo, o que
impulsiona a produgdo nacional, fazendo com que o meldo seja cada vez mais cultivado
durante todos os meses do ano.

Por outro lado, esse plantio intenso e consecutivo favorece o aparecimento de
problemas fitossanitarios. Essas condi¢Bes tém sido cada vez mais prevalentes, apds anos
consecutivos de seca no Nordeste, o que afeta a producédo e a qualidade dos frutos e também
favorece a incidéncia de pragas e doencas (FIGUEREDO et al., 2017; BRUTON et al., 1998;
SALES JUNIOR et al., 2018). Vale ressaltar que os problemas fitossanitérios, além de limitar
o0 potencial produtivo e a qualidade dos frutos, propiciam maior uso de defensivos agricolas e
aumento dos custos de producdo, o que confere riscos econémicos a cultura, principalmente
para 0s pequenos agricultores (FIGUEREDO et al., 2017; BRUTON et al., 1998; SALES
JUNIORR et al., 2018).

1.2 Podridao de raizes e declinio de ramas (MRRVD) (Monosporascus cannonballus)

Podridao de raizes e declinio de ramas (MRRVD) do meloeiro, doenca no sistema
radicular da cultura, tem como o agente causal o fungo Monosporascus cannonballus Pollack

& Uecker 1974, que foi descrito a partir de um espécime obtido de raizes necréticas de melao
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no Arizona (EUA) (POLLACK; UECKER,1974). Esse € um dos principais agentes
fitopatdgenos associados a podriddo de raizes por Monosporascus e declinio de ramas
(PRMDR) em meloeiro, sendo relatado, até o presente momento, em 22 paises, causando
grandes perdas e reduzindo a producdo do meloeiro (SALES JUNIOR et al., 2004; YAN et
al., 2016; MARKAKIS et al., 2018; NEGREIROS et al., 2019).

Os sintomas do seu ataque em meloeiro incluem amarelecimento e morte das folhas
mais velhas, com gradual declinio das ramas, seguidos de murcha e morte das plantas, na
época proxima a formacdo dos frutos, podendo, em alguns casos, provocar perda total da
cultura (MARTYN; MILLER, 1996). Com o ataque, as raizes apresentam colora¢do marrom
que evolui para podriddo, ocasionando necrose do sistema radicular e perda de raizes
secundérias e terciarias, tornando-se incapazes de absorver agua e nutrientes (GARCIA-
JIMENEZ et al., 2000).

Segundo Martyn; Miller (1996), M. cannonballus é um fungo termofilo
(termotolerante) bem adaptado as condi¢bes semidridas e aridas, com temperatura 6tima de
crescimento variando entre 25 a 35 °C, sendo, no entanto, inibido em temperaturas acima de
40 °C e abaixo de 15 °C. Entretanto, um isolado de M. cannonballus, oriundo da Libia, obteve
seu 6timo de crescimento a 45 °C, tornando-se, dessa forma, termotolerante (BRUTON et al.,
1998; WOLFF, 1998; PIVONIA, 2002). De acordo com Pivonia et al. (2002), este carater
termotolerante pode indicar que este fungo é patogénico apenas em regides quentes e
saprofitico em regides mais frias. Assim, levando em conta essa caracteristica, a regido
Nordeste do Brasil se mostra como excelente ambiente para o desenvolvimento deste
patdgeno (SALES JUNIOR et al., 2010; 2018).

Estudos filogenéticos e de caracteres morfoldgicos realizados em isolados de
Monosporascus, provenientes de raizes de plantas daninhas (bredo - Trianthema
portulacastrum L. e pega-pinto - Boerhavia diffusa L.), prevalentes em areas de cultivo de
cucurbitaceas, nos estados do Rio Grande do Norte — RN e Cear4 — CE (Brasil), identificaram
cinco novas espécies de Monosporascus: M. brasiliensis A. Negreiros, M. Leon, J. Armengol
& R. Sales Janior; M. caatinguensis A. Negreiros, M. Ledn, J. Armengol & R. Sales Junior;
M. mossoroensis A. Negreiros, M. Ledn, J. Armengol & R. Sales Junior; M. nordestinus A.
Negreiros, M. Ledn, J. Armengol & R. Sales Junior; e, M. semiaridus A. Negreiros, M. Ledn,
J. Armengol & R. Sales Janior (NEGREIROS et al., 2019).

Considerando as condic¢des edafocliméticas da regido Nordeste, maior produtora de
meloeiro, e as caracteristicas do patogeno, temos as condi¢cdes favordveis para o

desenvolvimento e estabelecimento do patdgeno nos campos de producdo. Sao poucos 0s
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métodos de controle, sendo mais comuns os de base quimica, com o agravante de que séo
altamente letais ao meio ambiente e ao homem, por isso é de extrema importancia o
desenvolvimento de métodos de controle eficientes e mais sustentaveis para o controle do M.

cannonballus.

1.3 Podridéo do colo do meloeiro (Macrophomina phaseolina)

Macrophomina phaseolina Tassi (Goid) ¢ um fitopatdgeno que apresenta mais de 500
espeécies botanicas como hospedeiras (FARR; ROSSMAN, 2018) e possui maior importancia
econdmica devido a patogenicidade causada em plantas cultivadas, tais como feijdo, algodéo,
sorgo, soja, beterraba, amendoim e especialmente o meldo (LINHARES, 2018). Além das
plantas cultivadas, podem ser consideradas como hospedeiras treze espécies de plantas
daninhas, aumentando consideravelmente o volume de in6culo apds safras sucessivas
(NEGREIROS et al., 2019; SALES JUNIOR et al., 2012).

As perdas se ddo por meio de podridao de raizes, podriddo do colo e tombamentos de
plantulas, além de infectar sementes. M. phaseolina caracteriza-se por produzir
microesclerddios, estruturas de resisténcia que permitem sua sobrevivéncia no solo por longos
periodos, atuando como principal fonte de in6culo (GUPTA et al., 2012). Este patdgeno esta
distribuido em diferentes zonas climéaticas do mundo, porém em areas tropicais e subtropicais
sua incidéncia é mais acentuada. Em regifes semiaridas, como é o caso dos campos
produtivos de meloeiro no Nordeste brasileiro, este patdgeno se torna ainda mais importante,
pois os danos causados por ele aumentam durante periodos de seca, incluindo estresse hidrico
e altas temperaturas, que favorecem sua sobrevivéncia e desenvolvimento (RADWAN et al.,
2014).

Como forma de controle, o uso de variedades resistentes representa um mecanismo
crucial no manejo de doencas fitopatogénicas. O controle quimico ainda é o mais utilizado
entre os produtores (PEREIRA et al., 2012), porém para esse patdgeno na cultura do meloeiro
ndo existe nenhum produto registrado, sendo esse outro fator preocupante, pois o produtor
pode ser tentado a utilizar algum fungicida no cultivo. Nesse contexto, o desenvolvimento de
métodos de controle eficientes e sustentaveis é fundamental para o cultivo do meloeiro no

Nordeste brasileiro.

2 AGROTOXICOS
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Os agrotdxicos tém sua definicdo pela Lei n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, e pelo
Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que considera agrotoxicos e afins - produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecéo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento.

Embora a aplicacdo de agrotéxicos tenha como principal objetivo aumentar a
produtividade agricola, seu uso intensivo e inadequado, a alta toxicidade de certos produtos e
a falta de utilizacdo de equipamentos de seguranca individual geram um conjunto de acdes
negativas documentadas, que vao desde impactos sobre a salde humana até impactos
ambientais, incluindo contaminacdo da agua, plantas e solo, diminuicdo do numero de
organismos vivos e aumento da resisténcia de pestes (MORAIS, 2019; TAVARES et al.,
2020). Durante o processo de regulacdo dos agrotdxicos, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) e o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (Ibama) realizam a investigacdo relativa a periculosidade dos produtos, de forma
que todo agrotdxico apresenta em sua bula as classificacBes do risco a salde humana e ao
meio ambiente, sendo possivel observar o quanto perigoso € 0 uso dessas substancias,
havendo um apelo da sociedade para que os cultivos diminuam seu uso, porém o produtor
depende dos agrotdxicos, criando-se um ciclo infinito, por isso os controles alternativos que
auxiliem o cultivo do meloeiro sdo de extrema importancia.

O Brasil detém o rotulo de maior usuario de produtos quimicos do mundo, somente
entre 1978 a 1998 houve o crescimento de 540% em consumo de agrotoxicos e o gasto com
seu uso supera 2,7 bilhGes de ddlares por ano. No cultivo do meloeiro, essa realidade ndo é
diferente: estima-se que 70% dos gastos no cultivo estejam ligados ao uso dos agrotoxicos,
sendo necessarias, portanto, alternativas para o cultivo que sejam eficientes e seguras aos
humanos e ao meio ambiente, ou seja, alternativas mais sustentaveis (ARAUJO; OLIVEIRA,
2016; MORAIS, 2019; TAVARES et al., 2020).

2.1 Azoxistrobina
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Azoxistrobina é um fungicida sisttmico de amplo espectro que foi introduzido pela
primeira vez em 1998, inibindo a germinagé@o de esporos, sendo usado em videiras, cereais,
batatas, macas, bananas, citricos, tomates e outras culturas (JOSEPH, 1999). Os maiores usos
de culturas conhecidas se ddo em améndoas, arroz, pistache, uvas para vinho, passas e alho.
Dentre as doengas que a azoxistrobina controla estdo ferrugem, mildio e mildio, brusone do
arroz e sarna da macieira, sendo ele um pesticida de uso restrito da Agéncia de Protegéo
Ambiental (Environmental Protection Agency — EPA) (JOSEPH, 1999).

Pertence ao grupo quimico: azoxistrobina: estrobilurina; ciproconazol: triazol; tendo
tipo de formulacdo em forma de suspensdo concentrada; classe toxicologica: Il -
medianamente toxico, doengas controladas: Soja: ferrugem asiatica, crestamento-foliar,
mancha-parda, oidio (Informac@es do fabricante- SYNGENTA) A azoxistrobina comercial foi
selecionada pela metodologia de quimica combinatoria de analogos de produtos naturais,
seguida de extensa caracterizacdo bioldgica, tendo sido selecionada para desenvolvimento
como um novo fungicida com propriedades fisicas adequadas para um fungicida agricola
(JOSEPH, 1999).

O produto fungicida Azoxistrobina CCAB 250 SC é composto por Azoxistrobina, que
apresenta mecanismo de acdo dos Inibidores do complexo IlI: Citocromo bcl (ubiquinol
oxidase) no sitio Qo, pertencente ao Grupo C3, segundo classificacao internacional do Comité
de Acdo a Resisténcia de Fungicidas -FRAC ) (JOSEPH, 1999; RODRIGUES et al., 2013).

A azoxistrobina compartilha seu modo de acdo bioquimico com as estrobilurinas
naturais, mostrando espectro de atividade muito amplo, sendo ativo contra patdégenos fngicos
de todos os quatro grupos taxonémicos: os Oomycetes, Ascomycetes, Deuteromycetes e
Basidiomycetes, tendo como sitio de acdo a mitocéndria do fungo, onde se liga ao complexo
citocromo bc, impedindo o transporte de elétrons e a producdo de energia via fosforilacdo
oxidativa (RODRIGUES et al., 2013).

Azoxystrobin

Figura 1: Estrutura quimica da azoxistrobina [methyl (E)-2-{2-(6-(2cyanophenoxy)
pyrimidin-4-yloxy) phenyl}-3-methoxyacrylate] (Fonte: JOSEPH, 1999).
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A azoxistrobina inibe a respiracdo mitocondrial e a producéo de energia, blogueando a
transferéncia de elétrons no sitio de quinona “fora” do complexo citocromo bcl entre o
citocromo b e o citocromo c1 referido como o sitio de oxidagdo do ubiquinol ou Qo e, assim,
em ultima andlise, impede a geracdo de ATP (LUSHCHAK, et al., 2018; MATSUZAKI et al.,
2021).

O metabolismo da azoxistrobina foi estudado em trigo, uvas e amendoim, em todos 0s
trés estudos, as trés formas radiomarcadas de azoxistrobina, formuladas como concentrados
de suspensdo, foram aplicadas como mdltiplas pulverizacdes foliares em parcelas separadas.
Os trés estudos foram conduzidos em condi¢fes de campo para levar em consideracdo todos
os fatores biocinéticos que podem influenciar a natureza do residuo terminal na cultura, por
exemplo, absorcdo, translocacdo, metabolismo, fotodegradacdo foliar, lavagem foliar e
absorcédo pelo solo; em cada um dos estudos, a azoxistrobina foi aplicada em taxas iguais ou

superiores as taxas de uso rotuladas como segue (LUSHCHAK et al., 2018).

2.2 Fludioxonil

Uma das classes de fungicidas mais populares e bem-sucedidas é o fungicida
fenilpirrol; quase nenhum caso de resisténcia de campo foi relatado em aproximadamente 30
anos de uso intensivo na protecdo de plantas agricolas, o que torna o principio ativo dessa
classe de fungicidas um dos mecanismos moleculares de acdo mais interessantes na pesquisa
em protecdo de plantas (BERSCHING; JACOB, 2021). O fenilpirrol fludioxonil (4-(2,2-
difluoro-1,3-benzodioxol-4-il)-1H-pirrol-3-carbonitrila) ¢ um fungicida ndo sistémico que
mostra notavel atividade ampla em todas as espécies de fungos (exceto Oomycetes),
particularmente contra os géneros Botrytis, Fusarium, Magnaporthe, Aspergillus, Monilinia e
Penicillium (BERSCHING; JACOB, 2021).

A alta eficacia contra diferentes fungos também o torna adequado para tratamentos pré
e pos-colheita. No entanto, apesar dessa atividade e do uso bem sucedido como fungicida
agricola em todo o mundo, o0 mecanismo de acdo do fludioxonil na via HOG ainda ndo foi
esclarecido em detalhes (JAMPILEK, 2016). Berscing; Jacob (2021) indicaram a histidina
quinases hibridas do grupo Il (HK) como principal alvo do fungicida, sendo capaz de
hiperativar o sinal de glicerol de alta osmolaridade (HOG), sinalizado por meio de histidina
quinases hibridas do grupo Il (HK). As HKs do Grupo Il fazem parte de sistemas de
fosforelay multietapas (MSP) e, portanto, sdo requisitos para a variabilidade da transducao de

sinal celular em organismos eucarioticos. Esses sistemas de sinalizagdo modulam seu estado
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fisiologico para manter a homeostase celular (BERSCHING; JACOB, 2021). Nos estudos
recentes, 0s autores demonstram que: a mutacdo da histidina 736 é necessaria, mas ndo
essencial para a sensibilidade do estresse osmatico; o mutante MoHik1pH736A € resistente ao
fludioxonil e insensivel ao estresse osmatico e, portanto, esse aminoacido, H736, participa do
modo de agdo do fludioxonil, mas ndo é essencial para o sensor de estresse osmotico
(LAWRY et al., 2017).

3 NANOTECNOLOGIA

Segundo Sahoo et al. (2007), a nanotecnologia visa a caracterizacdo, fabricacéo,
manipulacéo e aplicacio de estruturas bioldgicas e ndo bioldgicas na escala nanométrica (10
metro). O prefixo “nano” esta relacionado a uma escala de medida em que um nandémetro
representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do milimetro. A importancia das
estruturas nessa escala estd ligada as suas propriedades funcionais Unicas, que nao
encontradas na escala macro (CHAU et al., 2007). Nanotecnologia € uma nova tendéncia da
ciéncia gque esta sendo utilizada mundialmente para solucionar problemas em diversas areas,
inclusive na agricultura (LIMA, 2020).

Adicionalmente, associadas a moléculas ativas, as nanoparticulas apresentam
funcionalidades antiflngicas e antibacterianas e, portanto, essas sdo potenciais ativos para o
controle de doencas/pragas em plantas (CASTANEDA et al., 2017). Para o controle de uma
doenca em planta, as nanoparticulas podem ser incorporadas e combinadas como um
facilitador de moléculas ativas (de origem natural ou artificiais) como um dos componentes da
gestdo integrada da doenca (SHAH; WANI, 2016).

Recentemente, Bui et al. (2021) elaboraram uma nanoformulacdo com 6éleo de
circuma que aumentou a eficiéncia do 6leo essencial em 6 vezes. Kutawa et al. (2021)
revisaram o estado da arte do desenvolvimento de nanofungicidas e destacaram os potenciais
beneficios das nanoformulagdes e a oportunidade de estudos de campo para a inovagdo de
nanofungicidas. Nanoparticulas servem como transportadores de compostos fungicidas e
apresentam as vantagens de incremento de solubilidade, aumento de vida de prateleira,
aumento da especificidade e reducdo da toxicidade (KUTAWA et al.,2021).

Kumar et al. (2017) relataram a utilizacdo de nanoparticulas combinadas a
validamicina e carbendazin, observando que in vitro a nanoparticula teve maior eficacia e

menores concentragdes comparadas a aplicacdo dos compostos puros em testes contra as
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espécies-alvo Fusarium oxysporum e Aspergillus parasiticus, ao passo que para 0S
organismos néo alvo as nanoformulag6es foram atdxicas.

Os impactos sociais e econémicos da adocdo da tecnologia sdo: contribuir para a
seguranca alimentar por meio de uma agricultura altamente produtiva e sustentavel; mitigar
riscos ambientais e a salde humana, causados pelas atividades agricolas convencionais;
auxiliar o desenvolvimento de insumos agroquimicos de alto desempenho para producdo de
alimentos em condicGes adversas causadas por mudancas climaticas; contribuir para a
eliminacdo do impacto adverso da transferéncia tréfica de nanoparticulas convencionais na
cadeia alimentar; exibir um paradigma disruptivo necessario a inovac¢do na produtividade e
protecéo de cultivos baseada em nanomateriais verdes (LIMA, 2020).

Outra vantagem do sistema nanotransportador é o aumento da eficcia da estabilidade
e atividade dos nanofungicidas sob diferentes fatores ecoldgicos, reduzindo essencialmente o
namero e a quantidade de aplicacBes, o que diminui a nocividade e diminui seus gastos ou

Custos.

4 OLEOS ESSENCIAIS

O uso excessivo de inseticidas e fungicidas sintéticos provoca o desenvolvimento de
insetos resistentes e racas de fungos, danos a sustentabilidade ambiental, toxicidade residual,
toxicidade para organismos ndo-alvo e graves disturbios de satide humana e animal (KUMAR
2012). Dai o interesse dirigido a inseticidas/fungicidas de origem natural que oferecem
abordagem bioracional eficiente para inibir o crescimento de fungos e/ou infestacao de insetos
e contaminagdo por micotoxinas (DAS et al., 2021).

Os 6leos essenciais (OEs) sdo liquidos aromaticos produzidos por meio de uma série
de vias metabdlicas em plantas com o objetivo de defendé-las de ampla gama de patdgenos e
sdo comumente extraidos por destilacdo a vapor (NAIR et al., 2022). Estudos recentes tém
apontado o uso de 6leos essenciais de plantas medicinais e extratos para o controle de doengas
fangicas. Porém, diferentes fatores que influenciam a composi¢do quimica de OEs, tais como
espécie, condicBes climaticas, condi¢bes do solo, fertilizacdo, genotipo, modo de producéo,
épocas de colheita e procedimento de extragdo. Dois grandes grupos de compostos quimicos
compdem os OEs: os (i) compostos aromaticos e alifaticos, e (ii) hidrocarboneto terpenos
(isoprenos) e terpenoides (isoprenoides).

Os terpenos sdo unidades de isopreno de cinco carbonos (C5H8) que constituem a

maior classe de compostos quimicos presentes nos Oleos essenciais. Os terpenos séo
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classificados como mono-, sesqui-, di-, ses-, tri- e tetra-terpenos ou hemi-terpenos alternados
com base no nimero de &tomos de carbono presentes na estrutura. No entanto, os
monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0s mais importantes constituintes dos 6leos essenciais
responsaveis pelo seu aroma caracteristico dos OEs. Monoterpenos sdo compostos de duas
unidades de isopreno e existem nas formas monociclica, biciclica e aciclica, ao passo que 0s
sesquiterpenos sdo compostos de trés unidades de isopreno e ocorrem em formas aciclicas,
monociclicas, formas biciclicas e triciclicas (NAIR et al., 2022). Modificacdes quimicas de
um terpeno ou sesquiterpeno, por meio de oxidacdo ou rearranjo estrutural, produzem
diferentes terpenoides. Assim, os OEs com diversas composi¢des quimicas exibem ampla
gama de efeitos terapéuticos.

A aplicacdo de OEs para o controle de doencas de meloeiro foi relatada anteriormente
(FREIRE et al., 2010), tendo sido avaliados os efeitos OE in vitro contra os fungos Fusarium
pallidoroseum e Myrothecium roridum, importantes patégenos de doencas pds-colheita de
frutos de meloeiro no Brasil. Foram testados seis 6leos: canela, (250 ppm e 50 ppm), pimenta-
de-macaco (250 ppm e 50 ppm), laranja (50 ppm e 250 ppm), capim-santo (250 ppm), pitanga
(100 ppm e 200 ppm) e Funginate (0,25x). Os autores observaram que os 6leos de canela,
capim-santo e pitanga provocaram inibicdo do crescimento micelial abaixo de 50%,
concluindo que os O&leos essenciais testados inibem o crescimento micelial de F.
pallidoroseum e M. roridum em dosagens superiores a 250 ppm.

Mais recentemente, Porcino (2018) demonstrou que o 6leo essencial de erva-doce foi
eficiente no manejo de A. alternata f. sp. citri em mudas de tangerineira ‘Dancy’, e 0S 0leos
essenciais de citronela, copaiba e gengibre ndo demonstraram efeito.

A entrega inteligente de pesticidas é essencial para reduzir a dosagem com maior
eficacia e superar perda de pesticidas (por exemplo, devido a lixiviacdo e evaporagdo). As
tendéncias futuras dos pesticidas e nanoformulagbes incluem nanomateriais como
nanoemulsdes de biopesticidas (ANTONIOLI, 2019). As tendéncias futuras dos pesticidas
entregues por nanoformulagdes incluem nanomateriais e nanoemulsdes de biopesticidas
(LIMA, 2020).

5 ANALISE GENOMICA E POS-GENOMICA
Gendmica é uma ciéncia que estuda o genoma de uma espécie a partir da obtencdo da

sua sequéncia, com 0 objetivo de entender sua estrutura, organizacdo e fungdo. O

sequenciamento genético é a primeira parte da analise genémica; apds sua obtencdo, séo
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necessarios estudos para identificar quais trechos da sequéncia correspondem a genes,
comparar a sequéncia com individuos da mesma espéecie e de especies diferentes, etc. O
acumulo de sequéncias génicas e genomas depositados em bancos de dados tem aumentado a
demanda por metodologias que permitam sua analise funcional (BASSO, 2015; MELO,
2009).

A bioinformatica surge como principal ferramenta para elucidar as questdes da funcéo
dos genes, tendo como principal aplicacdo o emprego da tecnologia da informacdo na
manipulacdo de dados biologicos (SHAMIR; SHARAN, 2001). A pesquisa na bioinformatica
e biologia computacional pode abranger qualquer informagdo sobre a abstracdo de
propriedades de um sistema bioldgico em um modelo fisico ou matematico para a
implementacao de novos algoritmos para a analise dos dados (MELO, 2009).

A experimentacdo computacional ou analise in silico representa o estudo pés-
genébmico. Um exemplo pratico dessa experimentacdo é a modelagem computacional de
proteinas que permite fazer a identificacdo de drogas com base na estrutura de alvos proteicos
(SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021).

Segundo Martins et al. (2016), a selecdo de proteinas para a construcdo posterior de
inibidores tem como principio basico a chave e fechadura, onde a proteina alvo representa a
fechadura e os possiveis inibidores representam as inimeras possibilidades de chaves que se
encaixam na respectiva fechadura. Esse principio ja é adotado para selecdo de drogas na
medicina e pode ser usado na agricultura visando ao controle de doencas, a partir da
identificacdo de um alvo que normalmente é uma proteina ou uma enzima originada do

patdgeno de interesse, e 0s inibidores do alvo sdo compostos/agroquimicos que inibem a acgéo.
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CAPITULO 11

Anélise p6s-gendmica dos fungos fitopatogénicos Monosporascus cannonballus e
Macrophomina phaseolina

RESUMO

Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina sao dois fungos fitopatogénicos que ja tiveram sua
caracterizacdo molecular e, portanto, possuem seu genoma disponivel. Essa disponibilidade permite a busca de
alvos proteicos de forma racional com a ajuda da bioinformatica. Portanto, o objetivo desse trabalho foi
selecionar novas proteinas alvos que servirdo como base para o desenvolvimento de fungicidas para o controle
desses patogenos. Foram analisados os genomas dos fungos M. cannonballus (assembly ASM415492v1) e M.
phaseolina (assembly ASM2087553v1) utilizando os softwares de analise BIOEDIT e BLAST utilizados para
separar, filtrar e comparar sequéncias proteicas. Foram separadas proteinas por critérios funcionais (putative e
hypothetical), proteinas nucleares, proteinas de membrana, receptores e transportadores, actinas, proteinas
mitocondriais e proteinas de interagdo com DNA e RNA. O banco de dados Protein DataBank foi utilizado para
busca de proteinas que possuem homologos a fim de elencar e selecionar proteinas do genoma dos fungos. Para
M. cannonballus, foram reanotadas 17.518 proteinas iniciais, das quais foram selecionados 13 alvos candidatos,
e para M phaseolina das 30.226 proteinas iniciais foram identificadas 10 proteinas como potenciais alvos. Deste
modo, esse estudo abre perspectivas para a geracdo de conhecimento sobre a funcdo molecular das proteinas
alvo, por meio da validacdo experimental de novos inibidores.

Palavra-chave: Modelagem D de proteinas; Selecdo de alvos; Desenvolvimento de fungicidas; Podriddo de
raizes do meldo; Declinio de ramas do meldo.

ABSTRACT

Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina are two phytoatogenic fungi that have already had
their molecular characterization and therefore have their genome available, this availability allows the search for
protein targets in a rational way with the help of bioinformatics. Therefore, the objective of this work was to
select new target proteins that will serve as a basis for the development of fungicides to control these pathogens.
The genomes of the fungi M. cannonballus (assembly ASM415492v1) and M. phaseolina (assembly
ASM2087553v1) were analyzed using the analysis software BIOEDIT, and BLAST were used to separate, filter
and compare protein sequences. Proteins were separated by functional criteria (putative and hypothetical),
nuclear proteins, membrane proteins, receptors and transporters, actins, mitochondrial proteins and proteins that
interact with DNA and RNA. The Protein DataBank database was used to search for proteins that have homologs
to list and select proteins from the fungal genome. For M. cannonballus of the 14,987 initial proteins it was
possible to select 13 candidate targets and for M.phaseolina of the 30,226 initial proteins, it was possible to
identify 10 proteins as potential targets. Thus, this study opens perspectives for the generation of knowledge
about the molecular function of target proteins, through the experimental validation of new inhibitors.

Key words: Modeling D of proteins; Target selection; Development of fungicides; Melon root rot; Decline of
melon vines.
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1 INTRODUCAO

A evolucdo do desenvolvimento de agentes de controle é estimulante, porém
desafiadora, incluindo a necessidade de desenvolver novas estratégias e solucBes com
abordagem multidisciplinar (MARTINS et al.,, 2016). A utilizacdo da experimentacdo
molecular computacional no desenvolvimento de produtos para controle de pragas e doencas
que afetam a producdo agricola, além de diminuir os custos e o impacto ambiental, tem se
mostrado uma abordagem eficaz para fungos, como, por exemplo, Fusarium graminearum
(ATASANOVA et. al., 2022). Neste contexto, a disponibilidade de genomas completos de
patdgenos permite a busca de alvos proteicos de forma racional com a ajuda da
bioinformatica.

As ferramentas de bioinformatica usadas de forma a selecionar candidatos seguindo
critérios de elenco sdo conhecidas como desenvolvimento de drogas baseada na estrutura de
alvos proteicos (DDBE). Em outras palavras, é a selecdo de proteinas para a construcao
posterior de inibidores, seguindo a analogia de chaves e fechaduras, onde a proteina alvo
representa a fechadura e os possiveis inibidores representam as indmeras possibilidades de
chaves que se encaixam na respectiva fechadura (BRESSO et al., 2016; MARTINS et al.,
2016).

Na medicina, esta abordagem é bem reconhecida e muitos medicamentos hoje no
mercado foram desenvolvidos por esta estratégia (BATOOL et al., 2019). A aplicacdo da
DDBE na agricultura teve inicio nos anos 2000 (WALTER, 2002). O alvo de um
inibidor/agroquimico é uma biomolécula (s), normalmente é uma proteina ou uma enzima que
se apresenta isolada ou complexada originada no patdgeno ou praga de interesse.

A disponibilidade cada vez maior de dados genémicos, possibilita a busca de alvos
potenciais mais certeiros para o controle de vias metabolicas especificas relacionadas ao
ataque do patdgeno ao hospedeiro e disparadas em resposta a esta interacdo. Sdo exemplos de
sucesso 0s estudos realizados para fusariose em trigo (BRESSO et al., 2016), ferrugem do
cafeeiro (LIMA, 2020), na redugdo de micotoxinas (SAVOIE et al., 2019), dentre outros. O
avanco tecnoldgico das Ultimas duas décadas trouxe o acumulo de dados de sequéncias de
genomas de varias espécies fitopatogénicas, iniciando, desta forma, uma era pos-gendmica.

Em relacdo aos fungos fitopatogénicos, a crescente disponibilidade de genomas
completos nos permite abordar o desenvolvimento de compostos antipatdgenos em nivel
gendmico e, a partir de uma abordagem comparativa, buscar novos alvos proteicos e fazer

previsdes sobre potenciais dominios funcionais.
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Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina sao fungos fitopatogénicos
de grande interesse para o Nordeste do Brasil, pois ocasionam doencas radiculares severas na
cultura do meldo (Cucumis melo L.); além disso, a auséncia de controle desses patdgenos tem
sido a preocupacéo dos produtores e pesquisadores da area (NEGREIROS et al., 2019 SALES
JUNIOR et al., 2012). Ambos os patégenos possuem o genoma disponivel em base de dados.

Portanto, esse trabalho teve como objetivo fazer a identificagéo de genes conservados
que servirdo como potenciais alvos para o desenvolvimento de fungicidas para o controle

desses patogenos.

2 MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada foi a analise gendmica in silico, estratégia moderna que
explora as informacgBes armazenadas nos genomas e proteinas transcritas para prospectar
genes e responder a questdes bioldgicas em busca de interacdes entre novos compostos e
alvos especificos, que sdo proteinas especificas, buscamos por alinhamentos em diversos
bancos de dados as caracteristicas que elegem alvos moleculares (MARTINS et al., 2016)

Foram analisados os genomas dos fungos M. cannonballus (assembly ASM415492v1)

e M. phaseolina (assembly ASM2087553v1), ambos publicados e armazenados no Genbank.
Os isolados do fungo ascomiceto M. cannonballus (POLLACK e UECKER, 1974) foram

sequenciados pelo grupo da Universidade do Novo México, nos Estados Unidos, que publicou
0 sumario deste sequenciamento em 2020. O genoma do fungo M. phaseolina foi sequenciado
pela primeira vez em 2012 pelo grupo de Bangladesh (ISLAM et al, 2012).

O software de analise BIOEDIT foi utilizado para separar, filtrar e comparar
sequéncias proteicas. Foram separadas proteinas por critérios funcionais (putative e
hypothetical), proteinas nucleares, proteinas de membrana, receptores e transportadores,
actinas, proteinas mitocondriais e proteinas de interacdo com DNA e RNA. Por fim, a busca
de proteinas que possuem homélogos no banco de dados Protein DataBank.

2.1  Configuracao do conjunto de dados

Para elencar e selecionar proteinas do genoma dos fungos M. cannonbalus e M.
phaseolina, e seus potenciais como alvos fungicidas, foi realizada triagem das proteinas dos
genomas conforme a Figura 1. Agrupou-se 0s conjuntos de proteinas traduzidas dos dois

fungos e criou-se duas bases de dados a partir da busca por meio do BLASTX, com objetivo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/76067?genome_assembly_id=448902
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/12172?genome_assembly_id=1740580
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caracterizar as proteinas funcionais. Todos os unigenes foram submetidos a buscas em bancos
de dados como o Genbank, NR Gene e Reference Genes para a selecdo de proteinas para a
modelagem molecular e desenvolvimento de compostos baseados na estrutura (MARTINS et
al., 2016).

Macrophomina phaseolina

cannonbalus

Proteinas candidatas

Figura 1- Esquema representativo da metodologia de analise gendmica.

2.2  Estratégia de Selecdo de Alvos

O critério sistematico para filtragem dos alvos foi definido em termos de prioridade,
na medida em que o objetivo primario foi identificar proteinas que pudessem ser usadas como
alvos para o desenvolvimento de fungicidas. Os critérios aplicados foram: 1) anotacdo
proteica, descricdo fenotipica e como 0s genes Unicos S0 expressos nos primeiros dias de
infecgdo; 2) descartou-se sequéncias redundantes, proteinas com baixa similaridade estrutural
com o Protein Databank (PDB); 3) predicdo de localizacdo celular e candidatos com baixa
acessibilidade a compostos quimicos; 4) numero de cépias génicas no genoma e tamanho
entre 400 a 600 aminoacidos; 5) auséncia de ortélogos em organismos ndo alvo, tais como
insetos, plantas, humanos.

O primeiro passo deste afunilamento foi a anotacdo proteica, com a caracterizagao
fenotipica identificada via data base Pathogen Host Interactions (PHI-base). O préximo
estdgio da selecdo foi a eliminagdo da redundéncia, seguida pela localizagdo celular
(citoplasma) e acessibilidade a quimicos, e enfim uma busca BLAST de candidatos contra o

PDB. O terceiro passo realizou-se a curadoria manual para algumas copias génicas, uma ou
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duas no genoma com tamanho proteico entre 400 a 600 amino&cidos. Finalmente, a
eliminacdo de ortélogos em outras espécies ndo alvo com um critério de identidade de
sequéncia (acima de 60%). O final destas seleces apresenta a proposicdo de proteinas alvos
candidatos para o desenho molecular por modelagem e busca de compostos quimicos

inibitorios potenciais novos fungicidas (MARTINS et al., 2016).

2.3  Modelagem Molecular das proteinas alvo

Na auséncia de estruturas 3D experimentalmente resolvidas, 0s métodos
computacionais foram utilizados para predizer modelos proteicos 3D e fornecer informacoes
relacionadas com func@es proteicas e estruturais. Para se construir modelos 3D apropriados,
dos alvos selecionados, foi por meio do uso do programa Modeller hospedado no servidor
SwissProt - https://swissmodel.expasy.org/. Uma vez identificada a proteina alvo como a mais
adequada ao template (molde) para a modelagem comparativa, foi realizado o alinhamento
multiplo de sequéncia, com parametros padrdo para confirmar a similaridade de sequéncia e
verificar a conservacdo de assinaturas estruturais. O software MODELLER foi usado para
realizar a tarefa de modelagem comparativa com suas configurages padrdo (MARTINS et
al., 2016).

A modelagem por homologia é um tipo especifico de modelagem comparativa em que
0 modelo e as proteinas alvo compartilham a mesma origem evolutiva. Modelagem
comparativa envolve as seguintes etapas: (1) identificacdo de proteinas para servir como
estruturas modelo, (2) alinhamento de sequéncia das proteinas alvo e modelo, (3) cOpias
coordenadas para regides alinhadas com confianca, (4) construcGes coordenadas de atomos
ausentes da estrutura alvo e (5) refinamento do modelo e avaliacéo das estruturas (BRESSO et
al., 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Selecéo de alvos no genoma de Monosporascus cannonballus

As sequéncias foram recuperadas do site do NCBI e analisadas quanto a anotacdo
funcional das proteinas do fungo. Apesar da anotacdo automatica ter sido relatada em 2020,
foi necessario fazer analises complementares ao genoma, sumarizadas na tabela abaixo
(Tabela 1).


https://swissmodel.expasy.org/

Tabela 1 - Anotacédo funcional das sequéncias de Monosporascus cannonballus.
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Programa

Base de dados

Parametro

Resultados

BLASTP

BLASTP

BLASTP

Interproscan

SWISSPROT

PHIBASE

PDB

[CDD-3.17,Coils-2.2.1,Gene3D-
4.2.0,Hamap-2019 01,MobiDBL.ite-

2.0,PANTHER-14.1,Pfam-32.0,PIRSF-

3.02,PRINTS-42.0,ProSitePatterns-
2019 01,ProSiteProfiles-
2019 01,SFLD-4,SMART-

7.1,SUPERFAMILY-1.75,TIGRFAM-

15.0

blastp -query
data/monosporascus.fasta -db
data/swissprot/swissprot -out
results/blastp_swissprot.out
-max_target_seqs 1 -evalue
0.0000000001 -outfmt 6

blastp -query monosporascus.fasta -
subject phi-base.fasta -out
blastp_phibase.out -
max_target_seqs 1 -evalue
0.0000000001 -outfmt 6

blastp -query
data/monosporascus.fasta -db
data/pdb/pdbaa -out
results/blastp_pdb.out -
max_target_seqs 1 -evalue
0.0000000001 -outfmt 6

e-values menores que -10

12.479

6.875

9.271

14.987

A reanotacdo automatica do genoma de M. cannonballus identificou 17.518 proteinas

(Figura 2), dentre elas as principais familias génicas: Protein kinase-like, hidrolases

Alpha/Beta hydrolase, proteinas transportadoras MFS, a superfamilia NAD (P)-binding

domain e a superfamilia triphosphate hydrolase,

correspondentes a vias metabolicas e genes conhecidos.

dentre outras familias proteicas
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[NiFe]-hydrogenase, large subunit
Cylochrome ¢ oxidase subunit Viic sup...
cpi-like superfamily
Methylesterase CheB, C-terminal
Phosphoenclpyruvate carboxykinase, N...
Ribosome hibernation promaion factor-.
Transcription factor LuxR-ike, autoindu...
clin-crosslinking
ACH domain superfamily
Cytochrome ¢ Dxldase subunit lll-like su. ..
DUSP-like superfamily
led mechanosensitive channel
Hyuruxymemy\glu[awl CoA reductase,.
Methionyl-tRNA synthetase, Zn-domain
NSFL1 cofactor p47, SEP domain supe...
Phosphoribosy-AMP cyclohydrolase do. ..
Ribosomal protein L17 superfamily
Rubisco LSMT, substrate-binding domai...
Thiamin pyrophosphokinase, thiamin-bi. ..
ebC-like
©DC48 domain 2-like superfamily
Flageliar hook-0asal body protein, FIGE/...
ne tRNA-ribosyltransferase-like
Tetracyclin repressor-like, C-terminal do.
Alpha-helical ferredoxin
Cytochrome b-c1 complex subunit .
jop domain superfamily
Ribosomal protein L13 superfamily
automerase/MIF superfamily
Caspase-like domain superfamily
Mediator complex, subunit Med7/Med2...
Transferrin receptor-like, dimerisation d...
DNA polymerase lambca lyase domain...
Mur-like, catalytic domain superfamily

@
2

c7 domain superfamily
Formyl transferase, N-terminal demain
ARFGAP/RecO-like zinc finger
Transketolase CrlermmaVPyruvalsrfevre .
Translation elongation factor EF1A/nitia.
Pseudouridine syninase, catalytic doma
eriplasmic binding protein-ike |
Fumarylacemacelase Hike, C-terminal d...
50S ribosomal protein L30e-like
Carbon-nitrogen hydralase superfamily
cosylase
GTPase activation protein
Cy:IoDhMm fike domain superfamily
main superfamily
BRCT domain superfamily
Zinc finger, FYVE/PHD-type
NADP-dependent oxidoreductase doma. ..
Ribenuclease H-like superfamily
Pyruvate kinase-iike, insert domain sup.
Glycoside hydrolase superfamily

100 150 200 250

Figura 2: Anotacdo automatica do genoma de Monosporascus cannonballus em termos de superfamilias
identificadas pelo BLASTp contra InterproSCAN.

Das 17.518 proteinas, a selecdo de alvos moleculares de acordo com os critérios de
triagem reduziu a base a 7.630 sequéncias proteicas candidatas submetidas a buscas por
estruturas conhecidas selecionou 13 alvos candidatos do genoma de Monosporascus

cannonbalus (Tabela 2).
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Tabela 2 - Elenco de proteinas candidatas a partir da busca por BLAST de 7630 sequéncias proteicas de
Monosporascus cannonbalus contra o banco de dados de genes essenciais (ABADIO et al., 2011) Blast evalue e-
100, low complexity filtered.

Sequéncia Sequéncia Funcao e-value  Score  Similaridade  Referéncia
Busca identificada %
RY090765.1 XP_751532.1 thioredoxin reductase  5e-141 488 74 Poonam et
Trrl/Trr2 al. (2016)
RYQ77526.1 XP_710946.1 mannose-1-phosphate  1e-153 530 71 Lado et al.
guanylyltransferase (2019)
RY085488.1 XP_753861.1 mitochondrial 2e-159 549 77 Dafna et al.
ferrochelatase (2016)
RY091695.1 EEQ44277.1 sterol 24-C- 2e-112 392 52 Nes et al.
methyltransferase (2009)
RY088434.1 XP_753748.1  homoaconitase LysF  3e-127 442 56 Liebmann et
al. (2004)
RY098630.1 sp|Q00310.1 2-alpha- 2e-130 453 49 Wang et al.
mannosyltransferase (2021)
RY094866.1 XP_750449.1 phosphatidate 7e-170 584 66 Yang et al.
cytidylyltransferase (2020)
RYP01068.1 XP_755457.1 UDP-N-acetyl- 4e-165 568 60 Bereketoglu
glucosamine-1-P etal. (2017)
transferase Alg7
Y094118.1 XP_748918.1 stearic acid 0.0 755 78 Wang et al.
desaturase (SdeA) (2021)
RYO78693.1 XP_752047.1 mevalonate kinase 2e-158 546 59 Tabatabaee
et al. (2021)
RY089358.1 XP_751695.1 saccharopine 3e-166 572 66 Do et al.
dehydrogenase Lys9 (2016)
RY099517.1 XP_747977.1 S- 2e-151 523 54 Liu et al.
adenosylmethionine (2014)
decarboxylase
proenzyme
RY(099367.1 XP_747988.1 glutamyl-tRNA 0.0 788 63 Bouz; Zitko
synthetase (2021)

No sumario do sequenciamento realizado pela Universidade do Novo México, nos
Estados Unidos, para M. cannonballus foram relatados 11.800 genes preditos, com um
genoma total estimado em 70 Mb. A anotacdo dos conjuntos do genoma de Monosporascus
indica um conteido genético previsto semelhante a outros membros dos Sordario-mycetes e

Xylariales. Aaron et al. (2020) ndo observaram correlagdo entre o tamanho do genoma e o


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Wang%2C+Yan
https://journals.physiology.org/doi/full/10.1152/physiolgenomics.00034.2017
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045206821001838#!

41

namero de genes previsto entre os conjuntos de Monosporascus ou entre os membros da
familia Xylariales. Comparac@es sinténicas entre os genomas de Monosporascus e outros
membros de Xylariales identificaram regides de sintenia, bem como grandes regides sem
similaridade. Recentemente, Robinson et al. (2020) realizaram comparacfes de sintenia
gendmica e conteudo génico funcional entre isolados de Monosporascus buscando genes
associados a interagdes fungos-plantas e regides gendmicas que demonstram falta de sintenia
entre as montagens de Monosporascus. A anotacdo realizada pelos autores indicou um
conteddo genético semelhante a outros membros dos Sordariomycetes e Xylariales, apesar de
seus tamanhos de genoma. Essa incompletude de informacbes também foi observada aqui
nessa pesquisa, razao pela qual foi necesséria a realizacdo da reanotacdo do genoma para que
fosse possivel selecionar os alvos do genoma do fungo. O genoma anotado e disponivel de M.
cannonbalus (ROBINSON et al., 2020) mostrou-se como um desafio para o sequenciamento e
anotacao.

Robinson et al. (2020) observaram que 0s conjuntos génicos preditos (assemblies) de
Monosporascus continham nimero substancial de contigs bacterianos de Ralstonia pickettii,
provavelmente um endossimbionte flngico. Essa observacdo é confirmada pelos estudos
biolégicos e ecoldgicos desse fungo, onde foi observado que componentes bioldgicos
sugerem que microrganismos como bactérias e actinomicetes poderiam estar envolvidos na
indugdo da germinacio de ascosporos de M. cannonballus (SALES JUNIOR et al., 2018), o
que se refletiu na biodiversidade do género Monosporascus. Constantemente ha relato da
presenca de novas espécies pertencentes a esse género, que representa um grupo de fungos
importantes na agricultura e amplamente distribuidos em ecossistemas aridos naturais. Das
nove espécies descritas, duas (M. cannonballus e M. eutypoides) sdo importantes patdgenos
nas raizes de membros de Cucurbitaceae em ambientes agricolas. Levantamentos recentes
realizados no nordeste do Brasil também resultaram na descri¢do de cinco novas espécies de
Monosporascus: M. brasiliensis, M. caatinguensis, M. mossoroensis, M. nordestinus e M.
semiaridus (NEGREIROS et al., 2019). Em virtude de toda essa diversidade bioldgica, esse

grupo carece de mais estudos genémicos e pds-gendmicos como esse.

3.2 Selecéo de alvos no genoma de Macrophomina phaseolina

A selecdo de proteinas alvo a partir do genoma de M. phaseolina resultou no elenco de
dez proteinas alvo. A figura 3 representa o processo de filtragem e selecdo de alvos. A partir

de 30.226 proteinas, foi separado 12.745 proteinas com tamanho maior que 400 aminoacidos.
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Destas, separou-se proteinas hipotéticas, putativas, com funcdo nuclear, de membrana, com
anotacdo de receptor/transportador, actinas, proteinas mitocondriais ou ligantes ao DNA e
RNA, resultado 3.897 sequéncias que foram usadas para buscar estruturas semelhantes usando
o software BLASTP e o0 banco de dados PDB. Destas, 243 proteinas tiveram estruturas
similares encontradas no PDB, contudo apenas 10 dessas proteinas foram elencadas como

potenciais alvos, em decorréncia do nimero de cdpias e homologia com organismos néo alvo.

12.745> 7897
400 aa hypothetical

6351
actina/mit/
DNA/RNA

3897 PDB

Cépia Gnica

10

Figura 3: Esquema representativo dos resultados da selecdo de potenciais alvos moleculares do genoma de
Macrophomina phaseolina.

A Tabela 3 apresenta a lista de proteinas elencadas como potenciais alvos moleculares
do genoma de M. phaseolina. As proteinas candidatas possuem funcdo conhecida e sdo
essenciais para a vida do fungo, de modo que o desenho de inibidores especificos pode inibir
processos importantes do ciclo celular e, portanto, impedir o crescimento do fungo na planta.
Foram identificadas proteinas como a thioredoxin reductase, mevalonate kinase, glutamyl-
tRNA synthetase, dentre outras. A modelagem molecular por homologia mostrou estruturas

globulares de enzimas.



Tabela 3 - Potenciais proteinas alvo selecionados do genoma de Macrophomina faseolina.
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Sequéncia  Sequéncia Funcao e-value Score similaridade Referéncia
busca identificada %
XP_747207 KAH70253 acetyl-CoA e- 530 69 Zhang et al.
1 98.1 acetyltransferase 15 (2020)
3
sp|Q00310. EKG16744. Glycolipid e- 448 59 Yin et al.
1 1 2-alpha- 12 (2021)
mannosyltransfe 9
rase 1
XP_748918 KAH70650 stearic acid 0.0 764 83 Wang et al.
A 87.1 desaturase (2021)
(SdeA)
XP_753861 EKG12013. mitochondrial 0.0 700 77 Molina et al.
1 1 ferrochelatase (1989)
XP_750449 KAH70521  phosphatidate 0.0 654 73
1 78.1 cytidylyltransfer Yang et al.
ase (2020)
XP_751695 KAH70510 saccharopine 7e- 610 69 Kingsbury et
A 31.1 dehydrogenase 17 al. (2004)
Lys9 8
XP_755457 KAH70476  UDP-N-acetyl- 6e- 614 65 Dudgeon et al.
1 29.1 glucosamine-1- 17 (2008)
P transferase 9
Alg7
XP_752047 KAH70282 Phosphomevalo e- 534 57 Lietal. (2019)
1 90.1 nate kinase 15
5
XP_747977 EKG18740. S- 0.0 632 63 Mo et al.
1 1 adenosylmethio (2016)
nine
decarboxylase
KAF430094 histidine kinase 0.0 632 78 Motoyama et
6.1 al. (2005)

O genoma foi sequenciado e montado, estimando o genoma em ~49 Mb em 15 super-

scaffolds cobrindo 92,83% do genoma de M. phaseolina, foram preditas 14.249 janelas

abertas de leitura aberta (ORFs), dos quais 9.934 sdo proteinas validadas pelo transcriptoma

(ISLAM et al., 2012). O genoma anotado mostrou abundancia de oxidases, peroxidases e

enzimas hidroliticas secretadas para degradar polissacarideos e lignoceluloses da parede
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celular para penetrar no tecido hospedeiro. Para superar a resposta de defesa da planta
hospedeira, M. phaseolina codifica um numero significativo de P450s, transportadores de
membrana do tipo MFS, glicosidases, transposases e metabdlitos secundarios em comparacéao
com todas as espécies de ascomicetos sequenciadas (ISLAM et al., 2012). Um conjunto
notavelmente distinto de esterases de carboidratos (CE) estd presente no genoma de M.
phaseolina. Esse fungo apresenta dados genémicos bem estruturados. Quando comparado
com M. cannonballus, acredita-se que deve ser a ampla gama de hospedeiro do M. phaseolina
caracterizando-o como fungo polifago, capaz de infetar mais de 500 espécies de plantas, em
especial culturas de grande impacto econdmico, como soja (Glycine max L) e milho (Zea
mays L.) (FARR; ROSSMAN, 2018; ISHIKAWA et al., 2018).

Mais recentemente, o genoma do isolado M. phaseolina foi estudado, revelando 22
contigs com um N50 de 4.257.441 pb, 99,3% de referéncia completa de ortélogos universais
de copia Unica e 14.471 genes (PURUSHOTHAM et al., 2020). Essas informagdes sdo
importantes, pois permitem a analise pds-genémica, que traz a possibilidade de pesquisar
especificamente um alvo que esteja presente em muitos ou apenas em varios genomas de
fungos, ou seja, projetar um composto inibitério que deve ser ativo contra ampla gama de
organismos, ou um que deve funcionar como uma 'bala mégica' contra determinado pat6geno,
além disso, a comparacdo de sequéncias com o crescente banco de dados de genes de
organismos ndo alvo pode eliminar potenciais efeitos indesejados e/ou toxicos (MARTINS et
al., 2016).

3.3  Modelagem Molecular das proteinas alvo

Tanto para M. cannonballus quanto para M. phaseolina foi possivel elencar a
modelagem molecular de alguns dos alvos (Tabela 4). Segundo Martins et al. (2016), a
Modelagem por homologia tem se mostrado eficiente para a aquisi¢do de modelos 3D tedricos
razoaveis, tdo logo um alinhamento de sequéncia adequado exista entre as sequéncias dos
templates e a query.

Em termos de desenvolvimentos de agentes fungicidas, existem inUmeras
possibilidades de potenciais alvos de drogas codificados em genomas que incluem proteinas
de membrana externa, fatores de interacdo com o hospedeiro, permeases, enzimas de
metabolismo intermediério, sistemas para replicacdo, transcri¢éo e reparo de DNA, aparelhos

de traducdo e muitos mais. Todas essas possibilidades podem e devem ser exploradas para


https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/MPMI-12-19-0356-A
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obter combinagdes multifacetadas abrangentes de formas de controle que combateriam
efetivamente os patdgenos (BRESSO et al., 2016; MARTINS et al., 2016).

A industria tem empregado cada vez mais métodos modernos de quimica, incluindo
modelagem molecular, como ferramentas poderosas para o estudo das relagbes estrutura-
funcdo. A integracdo de meétodos in silico e experimentais tem proporcionado o entendimento
atualizado dos aspectos do reconhecimento intermolecular de forma a elucidar mecanismos e
indicar melhorias na eficacia de novas moléculas (BRESSO et al., 2016; MARTINS et al.,
2016). Assim, os métodos de design de drogas baseados em estrutura (SBDD) sdo um
componente proeminente da quimica moderna. A integracdo dessas abordagens tem sido
empregada com sucesso em uma série de investigacdes de dados estruturais, quimicos e
biolégicos, 0 que permite a exploracdo dos genomas de patdgenos, melhorando o poder
preditivo na identificacdo de potenciais alvos para o desenvolvimento de fungicidas para o

controle desses patdgenos.



Tabela 4 - Modelagem molecular de alguns dos alvos Macrophomina phaseolina e M. cannonballus.
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Caodigo de Acesso

Funcéo

Estrutura

KAH7025398.1

EKG16744.1

Acetyl-CoA acetyltransferase

MSNLPPVYIVSAVRTPVGMFQGSLSSLSAVQLGSHAIKASVERAGIKSEDVEEV
FFGNVLSANLGQNPARQCALGAGLSEATVATTVNKVCASAMKAIILGAQTHT
GNAEIVVAGGTESMSNVPHYLPNMRTGAKFGDQKLVDGVLKDGLTDVYKTE
HMGLQGELCASEHGFSREDQDDYCIRSYKKAQAAQENGWFKDEIAPIEVSGG
RGKPNVVVDKDDEPKNFNEAKTKTLKPSFLPGTGTVTAANASPLSDGAAAVV
LASEEAVKKHGLKPIAKIRGWGDAARDPSRFTIAPSLAMPKALKHAGVDISAV
DAFEINEAFSVVALANMKLCGITEDKVNLHGGAVAIGHPLGCSGARIVTTLIGV
LROQKNGKIGAAGICNGGGGASAIVIEALQ

Glycolipid 2-alpha-mannosyltransferase Kre2p/Mntlp

MAGTQRYMRYIVFAFVVLLLIFFFSSSDVPTSRLQSASEIIKEQGSKWKGSGAA
TEPGSKEVPAVNAPGHSGSSSQSTTPNTPTQLTGTMPGERMNATFVTLARNSD
VWEIARSIRQVEDRFNRKFNYDWVFLNDAEFDETFIRVTTSLVSGKTKYGKIDT
DQWSFPPWIDTNKAAKVRDEMKQKQITYGDSISYRHMCRYESGFFFRHPLMM
DYEWYWRVEPSIELFCDINYDTFKFMADHGKKYSFVLSLYEYVETIPTLWDSV
KGFMQKYPQHIAKDNSMAFLSDDDGKTYNHCHFWSNFEIGNLNWLRSQAY D
FFEHLDHDGGFFYERWGDAPVHSIAAGLMLNKNELHFFDDIAYYHVPFTHCPT
SEKTRTDNKCHCNPGDNFDWNGY SCTARFFEVNNMEKPEGYEKQQ




KAH7065087.1

EKG12013.1

4ymk.1.A Acyl-CoA desaturase

MAKISEPNCSSKYDPNKKHITEYPMTRONWY KHVNWLNTFLIVGIPLMGCIAT
FWTPLNFKTICWSILYYYWTGLGITAGYHRLWAHTSYKATLPLKIFLAAVGGG
AVEGSIRWWSRDHRAHHRYTDTDKDPYSVRKGLLYAHFGWMIMKQNPKRIG
RTDISDLNDDPVVVWQHRNYLKVVFFMGLIFPTLIAGLGWGDWWGGFIYAGI
LRLFFLQQATFCVNSLAHWLGDQPFDDRNSPRDHVLTALVTFGEGYHNFHHE
FPSDYRNAIEWFQYDPTKWCIWTWKQLGLAYELKQFRANEIEKGRVQQAQKK
LNKKRDKLDWGIPLEQLPVMEWDDYIEQAKNGRSLITVAGVIHDVTGFIQDHP
GGKAMIKSGIGKDVTAMFNGGVYDHSNAAHNLLSTMRVGVIRGGCEVEIWK
RANCEEKNA

Ferrochelatase, mitochondrial

MSLRAPVARLSKRASPAHISKFTATPPSSLWQRSQQDVSQSQRNLATVPPVTQ
NATSSKGPTAMVEMNMGGPSTTDEVGDFLSRLFSDADLIPLGRLQNILGPFISK
RRTPKIQKQYADIGGGSPIRKWSEYQAAEMCKILDEISPATAPHKPYVAFRYAN
PLTEEMYNKLFEDGFGKGRGGRAVAFTQYPQYSCSTTGSSLNELWKWRSRLE
GKRAGDGVSEPEGSITWSVIDRWPVHPGLVEAFAQNIEATLKEFPAETRDQVII
LFSAHSLPMSVVNRGDPYPAEVAATVYAVMQRLGMKNPYRLVWQSQVGPSA
WLGAQTSDTVSNFIKKGQKDMLLVPIAFTSDHIETLFELDREIIHDATEEGGNV
KRAESLNGSPVFIQALADIAKAHLDSGLACSKQMGLRCPACTSERCAESKRFF
ASMQDRL
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KAH7052178.1 Phosphatidate cytidylyltransferase

MTKPRRDVKFQHRGSGSSGKGRRMSMSELSEPHSEPGSPTRNGAAAKPEEPPK
SDYEKKKETFITRTIWTLVMIAGFFWAMFAGHIYHTIVTAVQIISFKEVIAISNVP
SRARSLRFTKSLNWYFLGTTMYFLYGESVIYYFKHIILVDKILLPFATHHRFISF
MLYVTGFVFFVASLQKGHYKFQFTQFAWTHMALYLIVVQAHFIMNNIFEGMI S
WFFLPVSLVVTNDIFAYICGITFGRTQLIKISPKKTVEGFLGAWIFTIIFGVILTNIL é_\é)
MRYKYFICPVNDLGANFFTGLECDVNPVFIPHKYRLPFIPPNWTHLPSTVTIAP /
MQFHILIFATFASLIAPFGGFFASGLKRTFKIKDFGDSIPGHGGMTDRMDCQFIM
GFFAFMYYSSFIAVYKASVGGVIEQAITGLTPDQQIEVVKGLSKHLVNQGVIPS

NVLNYLSDELKRR

KAH7051031.1 Saccharopine dehydrogenase Lys9

MDAIPPVTGSSQSILLLGSGFVARPTAEILSESGFKVTVACRTLENAKKFSEGIK
NATPISLDVSDDQALDAQVGKHALTISLIPYTHHATVIKSAIRNKKHVVTTSYV
SPAMMELDADAKAAGITVMNEIGLDPGIDHLYAVKTIDEVHKAGGKITSFLSY
CGGLPAPENSDNPLGYKFSWSSRGVLLALRNAAKYYQDGKVVDVSSKDLMG
TAKPYFIYPGYAFHPYKERYSIPEADTHRGTLRFQGFPEFIKTLVDIGFLSDDEV
DYLKPGSTPLAWREVFKRVLGSSSDADTDLIWAISSKASFADNEEKTRIINGLR
WIGMFSQDPVTPRGNPLDTLCATLEKKMQYEEGERDMVMLQHKFGIEHADGT
KEVRTSTLVEYGAPEGSGGYSAMAKLVGVPCAVAVKQVLNGAISEKGILAPM
TPAINDPLIKELKEKYGIEMKEKTIS

KAH7047629.1 -UDP-N-acetyl-glucosamine-1-P transferase Alg7

MAGTLSRGESLALLSLLAACIGILANTFQGDGEPLIASLAFSGIAFASCYALIRW
LGAAFMRAGFKGRDLSKLKNVEIPETMGAVCAVVYLFALLVFIPFPFYKDIVA
ATSGGGNKDMLVQVQEVETGRFLHRFPHNKLASYLSAILSLQTVVLLGIGDDL
FDIRWRHKILIPAFASIPMLTVYFVDFGVTKVVVPTPLRPYLGVLLDIGWLYYA
YMAAISIFCPNSINILAGINGIEVSQSHIALLLAFNDLLYLIPAPPPGYPVPHPATD
SHLFSLYLLLPFIGVSAALLCHNWYPARVFVGDTYCYFAGMVFAVVGILGHFS
KTLLLLLIPQIANFLYSAPQLFHVVPCPRHRLPKFNRSTGLLEPSVVVFAEQKKP
LRPVVAEALKVLHKLKLVRVKTDEQGNVLESTNLTILNLWLVWFGPMREDRL




EKG19287.1

EKG18740.1

AMGLCALQVACGALGLWIRHRLALLVFTQDNWFV
Phosphomevalonate kinase

MASANPAVAVSAPGKVLLAGGYLVLDRGFNGLVFGLSARIHVLVRPLATGSG
VSLSENIVKSPQFIGATWEYGYRLTELGGGIEVTQLRARATEALHRNPFVETALS
YALTYISAITPQRIEPASVTILADNDYYSAGPGDVQAPGERFKSFNVPLWEAHK
TGLGSSAALVTAFVGAILSHYLPEDVFSLKTEVGKLRLHNLAQAAHCAAQGK
VGSGFDVASAVFGSCLYRRFSPSLLSAHGEPGAAGFADALRNLVDEKDPSRK
WDTVITKSAVKVPDGIRLVMCDVDCGSQTPGMVKKVLAWRQEKAEEANAL
WSLLQKSNEALAAELVNLTESKSQDYGTLKNCIAEIRRLIREMSSQSGVPIEPAE
QSALLDACSQIPGVIGGVVPGAGGYDAVSLLIEDRPDVVEKLQQLLRGWKVDS
TAGGVSIGRVSMLGVREEMEGVRLEGAATYGRWAQ

S-Adenosylmethionine Decarboxylase

MVAEIPKNYTSSPSSYYGTPHLTINREATIDLDSTNAFEGPEKLLEVWFSPSATM
LPASAQPNGLKSVPADTWKEMLDLVNCKVLSIVESQDVDAYLLSESSMFVWP
HKLVLKTCGTTTLLYGLPRMLEIAALSAGFPGVPANLPKGIPAAATPYRVFYSR
KNFLFPDQQRGPHRSWRDEVKFLDKMFIGGSAYMIGKMNGEHWYLYITGPDT
RLTPPSTPDSERNPETETKYLNVPQRMVAGAATDEAQDETLEVLMTDLDEENA
ROFYLEDASAVAEGRYFQKAREARKNAIKSLGIIHEEGSAESSLAGSTLLNGSS
NNNDNFDVFEQTSSDHSGFPSDASEDDLTFPEELTTEGHTLGTVVSESCGLSDV
YPTSKYPDARIDAYLFTPCGFSANGVIPAPGGPNGTDATHYFTVHVTPEPQCSY
ASFETNVPARQSGRETADIVEQVVKIFKPGRFSVTLFEAKPAEDETLASAAKRS
ARMDSIKGYKRVDRVIHDLDGYDLVFRYYERFDWKGGAPRLGENGY
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4 CONCLUSOES

Nas condicdes deste estudo, conclui-se que:

1. Foram reanotados 17.518 genes de M. cannonballus e 30.223 genes analisados
de M. phaseolina por meio de analise bioinformatica;

2. Foram identificadas 23 novas proteinas alvos a partir da analise gendmica de
dois fungos causadores de doencas em meloeiro, sendo 13 para M.
cannonballus e 10 para M. phaseolina;

O presente estudo abre perspectivas para a geragdo de conhecimento sobre a funcdo

molecular das proteinas alvo, por meio da validacdo experimental de novos inibidores.
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Nanotecnologia e desenvolvimento de novos fungicidas para controle de Monosporascus
cannonballus e Macrophomina phaseolina em meloeiro

RESUMO

O meloeiro (Cucumis melo L.) apresenta importancia socioeconémica nacional, com destaque para a regido
Nordeste. Essa producédo cada vez mais intensa tem agravado os problemas fitossanitarios da cultura. Dentre os
patégenos mais importantes, estdo Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina, agentes causais
da podriddo de raizes e declinio de ramas. Para ambos, 0 manejo cultural prevalece ja que o uso de agrotoxicos,
além de contribuir negativamente para os impactos ambientais, é pouco eficiente no controle. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver nanoformulaces (NF) para controle desses patdgenos por meio do uso de fungicidas
recomendados em outros paises, EUA e Israel, em associacdo com diferentes concentracdes das nanoparticulas
(NP). A NP utilizada foi gerada pela Empresa KrillTech® e estd em submisséo de patente. Nos bioensaios para
avaliaces, foi considerado o crescimento micelial (CM), por meio da inibicdo (ICM). No bioensaio com o
Maxim (0,1ppm) associado as concentracfes da NP 20, 60, 180, 540, 1260 mg/L, observou-se ICM 100% para
controle do M. cannonballus. Para bioensaio com fungicida Graduate A+ (1ppm) associado a NP nas
concentra¢fes 100, 400, 800, 1200, 1600 mg/L, o ICM apresentou valores de 98,93 a 100%. Com esses
resultados, observou-se que a associagdo com a NP possibilitou controlar ambos os patégenos com uma
concentracdo dos fungicidas mais de 200 mil vezes inferior a dosagem recomendada. Portanto, a NP tem
potencial como facilitador da acdo dos fungicidas no controle de ambos os patogenos e é um NF capaz de agir
como novos fungicidas, in vitro.

Palavra-chave- Nanoparticula. Nanocompostos. Fungos fitopatogénicos. Controle de doengas de plantas.

ABSTRACT

The melon tree (Cucumis melo L.) has national socioeconomic importance, especially in the Northeast region.
This increasingly intense production has aggravated the crop's phytosanitary problems. Among the most
important pathogens, are Monosporascus cannonballus and Macrophomina phaseolina, causal agents of root rot
and vine decline. For both, cultural management prevails since the use of pesticides, in addition to contributing
negatively to environmental impacts, is inefficient in control. The objective of this work was to develop
nanoformulations (NF) for these pathogens through the use of fungicides recommended in other countries, USA
and Israel, in association with different concentrations of nanoparticles (NP). The NP used was generated by the
KrillTech® Company and is in patent submission. In the bioassays for evaluations, mycelial growth (CM) was
considered through inhibition (ICM). In the bioassay with Fdx (0.1mg/L) associated with concentrations of NP
20, 60, 180, 540, 1260 mg/L, 100% ICM was observed to control M. cannonballus. For bioassay with Azx + Fdx
(Img/L) associated with NP at concentrations: 100, 400, 800, 1200, 1600 mg/L, here the ICM presented values
from 98.93 to 100%. With these results, it was observed that the association with NP made it possible to control
both pathogens with a concentration of fungicides more than 200 thousand times lower when compared to the
recommended dosage. Therefore, NP has potential as a facilitator for the action of fungicides in the control of
both pathogens and it is an NF capable of acting as new fungicides, in vitro.

Keywords: Nanoparticle. Nanocompounds. Phytopathogenic fungi. Plant disease control.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia € a rea em que se cria, caracteriza, desenvolve e aplica estruturas,
materiais, dispositivos e técnicas por meio do controle da matéria em nivel nanométrico (10
metro). Esta é uma nova tendéncia da ciéncia que estd sendo utilizada mundialmente para
solucionar problemas em diversas &reas, como agricultura, medicina, indUstria farmacéutica,
entre outros (PODDAR, 2018), trazendo uma abordagem disruptiva para o controle de
doencas em plantas e se apresentando como importante fonte de inspiracdo para a geracéo de
novos produtos, bem como para a sintese de novas substancias com melhor atividade
(KRANJC; DROBNE, 2019).

Novas abordagens em nanotecnologia vém se destacando como instrumento em prol
da fitossanidade. Em linhas gerais, a nanotecnologia oferece alternativa promissora no
gerenciamento de doencgas de plantas e possui muitas vantagens sobre produtos e abordagens
convencionais, associados a eficacia aprimorada, entrada reduzida e menor ecotoxicidade.
Adicionalmente, os produtos naturais aliados ao desenho racional de biodefensivos consolida-
se como estratégia eficaz no desenvolvimento de novas moléculas, gracas a crescente
necessidade de novos produtos (LIU et al., 2019).

Atualmente, a aplicacdo da nanotecnologia é a forma mais conveniente, simples e
ecologicamente correta para aumentar a produtividade de diversas culturas e simultaneamente
reduzir o uso de produtos quimicos toxicos, minimizando os efeitos colaterais desses
produtos. O grande desafio € o desenvolvimento da agricultura atual aliada a producéo
sustentavel com aumento da produtividade. Assim, a nanotecnologia traz soluces para 0s
problemas decorrentes do uso de pesticidas quimicos tradicionais com o desenvolvimento de
formulacGes em escala nano com agentes bioativos, os chamados nanobiopesticidas. Esses
produtos mostram grandes vantagens por serem ambientalmente seguros, especificos para
alvos, biodegradaveis e adequados aos programas de manejo integrado de pragas (MIP)
(ZHAO et al., 2020).

Para o controle de uma doenca em planta, as nanoparticulas podem ser incorporadas e
combinadas como um transportador de moléculas ativas (de origem natural ou artificiais)
como um dos componentes da gestdo integrada da doenca (SHAH; WANI, 2016). Usando
essa nanoparticula combinada ou incorporada a uma molécula, temos uma nanoformulacéo.

As nanoformulagdes permitem a absor¢éo e liberacdo da substéncia ativa de maneira
controlada, evitando aplicacdo de doses em concentragdes muito elevadas, alem de permitir o

direcionamento do composto a sitios especificos. As nanoparticulas funcionalizadas seréo
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veiculo para disponibilizagdo de compostos quimicos para a planta visando ao controle das
doencas de interesse (LIMA, 2020)

Os sistemas transportadores de compostos quimicos sdo capazes de
compartimentalizar a substancia ativa e direciona-la para os sitios onde exercer o efeito,
controlando a velocidade de liberacdo sem alterar a estrutura quimica da molécula
transportada (KUMAR et al., 2019).

Outra vantagem € a liberacédo estendida, onde a nanoformulacdo mantém o processo de
liberacdo do quimico por um periodo maior de tempo. O mecanismo de liberacdo do
composto de interesse em dispositivos de liberagdo normalmente € controlado pela difusdo,
grau de inchamento, erosdo ou estimulos externos, como pH, temperatura e presenca de
biomoléculas. Nos sistemas controlados pela difusdo, o composto quimico é liberado com
base em um gradiente de concentracdo (KUMAR et al.,, 2019). Estes sistemas sao
normalmente baseados na Lei de Fick da difusdo, embora alteracbes da composicédo do
material e da geometria do dispositivo possam resultar em perfis de liberacdo néo lineares.

Nas Gltimas décadas, a Revolucdo Verde promoveu aumento sensivel na producdo de
alimentos com base no uso indiscriminado de insumos agroquimicos. As aplicacGes de
pesticidas convencionais contribuiram para o surgimento da resisténcia e 0 consequente
surgimento de pragas e a presenca de residuos tdxicos em alimentos. Além disso, a
dependéncia de pesticidas sintéticos e sua aplicacdo indiscriminada sdo responsaveis por
diversos efeitos prejudiciais ao meio ambiente (SAMURKAS et al., 2020). Estima-se que
90% dos fungicidas e pesticidas aplicados sejam perdidos e acumulados no meio ambiente e
no solo (SAMURKAS et al., 2020).

O Nordeste brasileiro destaca-se com um percentual de 96,8% na producdo do meldo
(Cucumis melo L.), sendo os estados do Rio Grande do Norte (RN) e o Ceara (CE)
responsaveis por 73,19% dessa producdo (IBGE, 2020). Nesses estados, a producdo esta
atrelada ao uso de insumos agricolas, sobretudo de agrotdxicos, e as praticas culturais
adotadas tém sido responsaveis por causar problemas fitossanitarios (BRUTON et al., 1998;
FIGUEREDO et al., 2017; SALES JUNIOR et al., 2018), que sdo os principais fatores que
inibem a expansdo da cultura, dentre os principais patdgenos os fungos Monosporascus
cannonballus e Macrophomina phaseolina, que ocasionam doencas radiculares no meloeiro,
conhecidas como podridéo do colo ou cancro-seco do meloeiro (M. phaseolina) e podriddo de
raizes por e declinio de ramas (PRMDR) em meloeiro (M. cannonballus).

A auséncia de método de controle eficiente e ecologicamente seguros tem sido

preocupante, pois esses patogenos sdo um dos principais problemas no agronegocio do mel&o.
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Portanto, o objetivo do trabalho foi desenvolver uma nova forma de controle para esses
patégenos por meio de nanoformulagdes funcionalizadas com os dois fungicidas comerciais,

cujo principio ativo é fludioxonil e azoxistrobina.

2 MATERIAL E METODOS
Sintese e caracteriza¢cdo da nanoparticula

A nanoparticula (em submissdo de patente) utilizada como transporte de entrega
facilitada foi desenvolvida pelo método da sintese hidrotermal e foi gerada pela Empresa
KrillTech® a partir da Startup entre Universidade de Brasilia (UnB) e Embrapa Hortalicas,

Brasilia, Brasil.
Caracterizacdo da nanoparticula

A caracterizacdo das nanoparticulas foi realizada a partir de suas caracteristicas fisico-
guimicas, avaliando-se o tamanho de particula, potencial zeta e microscopia eletrénica de

transmissao.
Microscopia eletronica de transmissao de alta resolu¢cdo (HRMET)

As imagens de HRMET foram realizadas utilizando um microscopio de alta resolucéo
da marca ZEISS. Uma gota da nanoparticula na concentracdo de 20mg/L foi depositada sobre
a grade propria para MET, retirando-se o0 excesso com papel de filtro apds trés minutos. Em
seguida, uma gota do contrastante, acido fosfotingstico, foi adicionada; apds trés minutos, o
excesso foi removido. As grades prontas foram encaminhadas ao Microscopio Eletrénico de
Transmissdo e visualizadas sob velocidade de aceleracdo de elétrons de 80 Kv em aumentos
acima de 5000x, para que detalhes da morfologia ficassem visiveis.

Potencial Zeta e Tamanho da particula

Estas medidas foram determinadas utilizando-se um equipamento Malvern 3000
Zetasizer NanoZS (Malverne Instruments, UK). As analises do potencial zeta e tamanho de
particula foram realizadas com aliquotas das suspensdes aquosas das nanoparticulas na

diluicdo de 20 mg/L.

Bioensaios com as nanoformulagdes
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Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitopatologia da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA), no Centro de Pesquisa da Embrapa em

Agroindustria Tropical - CNPAT, em Fortaleza, Ceara, tendo sido repetidos duas vezes.
Variavel Avaliada nos Bioensaios

Foi estimada a taxa de Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM), variavel que foi
submetida a ANOVA, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico
SAS®. Para o célculo do ICM, foi realizada a medi¢do do micélio fungico, quando findaram
os sete dias de incubacéo, utilizado um paquimetro digital. Assim, foi possivel estimar a taxa

de ICM em porcentagem por meio da formula abaixo:

ICM(%) = (didmetro da testemunha - didmetro do tratamento / didmetro da testemunha) x 100
%

Avaliacdo do nanoformulado no controle do M. cannonballus

O isolado fangico utilizado, M. cannonballus, foi coletado a partir das raizes de
meloeiro cultivados em campos de producdo no estado do Rio Grande do Norte-RN. Esse
isolado pertence ao Laboratdrio Fitopatologia Il da UFERSA com identidade previamente
confirmada por técnicas moleculares (NEGREIROS et al., 2019), cuja sequéncia foi
depositada no GenBank, codigo JQ 762366, e depositada também na Colecdo de Fungos
Fitopatogénicos “Prof. Maria Menezes” (CMM) na Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Recife, PE, Brasil), codigo CMM 2429. Antes do uso, esse isolado foi cultivado
em placas de Petri em Meio agar batata dextrose (BDA) comercial (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) a 28°C no escuro por sete a dez dias.

O fungicida utilizado tem como nome comercial Maxim® da empresa Syngenta,
fungicida de contato, protetor com acdo de profundidade, usado em tratamento de sementes,
registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA sob n°® 05397,
indicado para tratamento de sementes das culturas: algoddo (Gossypium arboreum L),
amendoim (Arachis hypogaea L.) batata (Solanum tuberosum L.), feijao (Phaseolus vulgaris
L.), milho (Zea mays L.) e soja (Glycine max L.) no controle dos seguintes patdgenos:
Rhizoctonia solani, Fusarium solani f.sp. phaseoli Macrophomina phaseolina Colletotrichum
lindemuthianum, Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani e Fusarium solani tendo como
principio ativo fludioxonil -4-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-4-yl) pyrrole-3-carbonitrile na

concentragéo 25 g/L.
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Padronizacdo da dose resposta do Maxim®

Para execucdo desse experimento, foi utilizado meio de cultura agar batata dextrose
(BDA) comercial (39g/L). Apds autoclavagem a 120°C por 15min, era adicionado ao meio o
Maxim, agitado lentamente, sendo vertidos 20mL na placa de petri, prosseguindo com
depdsito dos discos de micélio do M. cannonballus com 5mm de didmetro posicionadas no
centro da placa e, em seguida, acondicionada em estufa incubadora BOD a 28°C no escuro
durante sete dias, quando se realizou a medicdo do tamanho micelial. Nesse experimento,
adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos e cinco
repeticdes, totalizando 25 parcelas experimentais, o experimento foi repetido duas vezes.
Cada tratamento correspondeu a diferentes concentracbes do fungicida, assim sendo:
Tratamento 1 (T1): 0,1ppm do Maxim; Tratamento 2 (T2): 1ppm do Maxim; Tratamento 3
(T3): 10 ppm do Maxim; Tratamento 4 (T4): 50ppm Maxim; Tratamento 5 (T5): testemunha,

sem fungicida e apenas com fungo.

Validacgéo da acdo do nanoformulado na inibicdo in vitro do M. cannonballus

Para execucdo desse experimento, foi adotada a mesma metodologia descrita na
avaliacdo da dose resposta do Maxim, havendo uma etapa a mais que correspondeu a adicdo
da nanoparticula. Assim, ap6s autoclavagem a 120°C por 15min, era adicionado ao meio o
Maxim, nanoparticula. Em seguida, agitou-se lentamente e verteu-se 20mL na placa de petri,
prosseguindo com depdsito dos discos de micélio do M. cannonballus com 5mm de didmetro
posicionadas no centro da placa que foi acondicionada em estufa incubadora BOD a 28°C no
escuro durante sete dias, quando se realizou a medicdo do tamanho micelial. Nesse
experimento, adotou-se o0 delineamento inteiramente casualizado (DIC), com doze
tratamentos e cinco repeticOes, totalizando 60 parcelas experimentais, havendo duas
repeticdes.

Cada tratamento correspondeu a diferentes concentragdes da nanoparticula com
associagao ou ndo com Maxim®, assim sendo: Tratamento 1 (T1): 1.620 mg/L Nanoparticula
+ 0,1 ppm Maxim; Tratamento 2 (T2): 540 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim;
Tratamento 3 (T3): 180 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento 4 (T4): 60 mg/L
Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento 5 (T5): 20 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm
Maxim; Tratamento 6 (T6): 1.620 mg/L Nanoparticula; Tratamento 7(T7): 540 mg/L
Nanoparticula; Tratamento 8(T8): 180 mg/L Nanoparticula; Tratamento 9 (T9): 60 mg/L



60

Nanoparticula; Tratamento 10(T10): 20 mg/L Nanoparticula; Tratamento 11(T11): 0,1 ppm
Maxim; Tratamento 12 (T12): Sem fungicida, testemunha, apenas o fungo.

Avaliacédo do nanoformulado no controle do M. phaseolina

O isolado fangico utilizado, M. phaseolina, foi coletado a partir das raizes de meloeiro
(Cucumis melo L.) pertencentes a Colecdo de Culturas de fungos fitopatogénicos “Prof. Maria
Menezes” (CMM), localizada na Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE. Para
uso, esse isolado foi cultivado em placas de Petri em Meio &gar batata dextrose (BDA)
comercial (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) a 28°C no escuro por sete a dez dias.

O fungicida utilizado tem como nome comercial Graduate A+ ® da empresa Syngenta,
fungicida sistémico, que possui dois principios ativos: fludioxonil -4-(2,2-difluoro-1,3-
benzodioxol-4-yl)  pyrrole-3-carbonitrile e  azoxistrobina  methyl  (E)-2-{2-[6-(2-
cyanophenoxy) pyrimidin-4-yloxy]phenyl}-3-methoxyacrylate, ambos na concentragdo de
239¢/L. Esta combinacdo de diferentes ativos faz parte de uma estratégia de gerenciamento de
resisténcia. Esse fungicida é indicado para controle das infeccdes dos patdgenos nos frutos,
para as seguintes culturas e patdgenos: Abacaxi/ Podriddo-negra (Ceratocystis paradoxa),
Banana/Antracnose (Colletotrichum musae); Citros/ Bolor-verde (Penicillium digitatum)
Mamao/ Sarna (Asperisporium caricae) Antrachose (Colletotrichum gloeosporioides) e

Manga/ Antracnose (Colletotrichum gloeosporioides).

Padronizacdo da dose resposta do Graduate A+ ®

Para execucdo desse experimento, foi utilizado meio de cultura agar batata dextrose
(BDA) comercial (39g/L). Apos autoclavagem a 120°C por 15min, era adicionado ao meio o
Graduate A+, agitado lentamente e vertidos 20mL na placa de petri, prosseguindo com
depdsito dos discos de micélio do M. phaseolina com 5mm de didmetro posicionadas no
centro da placa e em seguida acondicionada em estufa incubadora BOD a 28°C no escuro
durante sete dias, quando se realizou a medicdo do tamanho micelial. Nesse experimento,
adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos e cinco
repeticdes, totalizando 25 parcelas experimentais, repetidas duas vezes. Cada tratamento
correspondeu a diferentes concentragdes do fungicida, assim sendo: Tratamento 1 (T1): 1ppm
Graduate A+; Tratamento 2 (T2): 0,8 ppm Graduate A+; Tratamento 3 (T3): 0,6 ppm
Graduate A+; Tratamento 4 (T4): 0,4 ppm Graduate A+; Tratamento 5 (T5): testemunha, sem

fungicida e apenas com fungo.
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Validacgéo da acdo do nanoformulado na inibicdo in vitro do M. phaseolina

Para execucdo desse experimento, foi utilizada a mesma metodologia do bioensaio de
validacao da acdo nanoformulado para M. cannonballus, porém nesse experimento adotou-se
0 delineamento inteiramente casualizado (DIC), com doze tratamentos e cinco repeticoes,
totalizando 60 parcelas experimentais, repetidas duas vezes.

Cada tratamento correspondeu a diferentes concentracbes da nanoparticula com
associacdo ou ndo com o fungicida, assim sendo: Tratamento 1 (T1): 1.600 mg/L
Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+; Tratamento 2 (T2): 1.200 mg/L Nanoparticula +1 ppm
Graduate A+; Tratamento 3 (T3): 800 mg/L Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+; Tratamento
4 (T4): 400 mg/L Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+; Tratamento 5 (T5): 100 mg/L
Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+; Tratamento 6 (T6): 1 ppm Graduate A+; Tratamento 7
( T7): 1.200 mg/L Nanoparticula; Tratamento 8 (T8): 800 mg/L Nanoparticula; Tratamento 9
(T9): 400 mg/L Nanoparticula; Tratamento 10 (10): 100 mg/L Nanoparticula; Tratamento 11
(T11): 1.600 mg/L Nanoparticula; Tratamento 12 (T12): Sem fungicida, Testemunha, apenas

o fungo.

3 RESULTADOS
Caracterizacdo das Nanoparticulas

Na microscopia eletronica de transmissao de alta resolucéo, foi possivel observar com
aumento de 85.000 vezes um conglomerado de particulas, sendo umas funcionais e outras
agregadas, com aparéncia disforme, alongada e heterogénea. A particula funcional tem
tamanho entre 10-50nm. (Figura 1); o potencial zeta apresentou valores de poténcia de -
17,8mV (Figura 2) e no tamanho da particula observou-se no grafico (Figura 3) dois picos de
tamanho, sendo um abaixo de 100nm, que corresponde ao tamanho da particula funcional e
outro pico proximo a 1.000nm, correspondendo ao tamanho das particulas agregadas.
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Figura 1- Imagem da microscopia eletrdnica de transmisséo de alta resolugdo da nanoparticula na concentragdo
de 20mg/L. Nanoparticula alongada (seta).
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Figura 2 - Gréfico do potencial Zeta da nanoparticula na concentragdo de 20 mg/L.
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Figura 3- Tamanho estimado das nanoparticulas em solugdo na concentragdo de 20 mg/L.

Bioensaios com as nanoformulacdes

Analise de Variancia do experimento mostrou que ndo houve diferenca estatistica nas

repeticbes dos experimentos, porém houve diferenca significativa entre os tratamentos
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avaliados tanto nos experimentos com o M. cannonballus (Tabela 1 e 2) como para M.
phaseolina (Tabelas 3 e 4).

Tabela 1 — Resumo da Analise de Variancia para variavel Inibicdo Crescimento Micelial (ICM) e repeticdo do
experimento de Padronizagdo da dose-resposta do Fludioxonil no controle de Monosporascus cannonballus. CV:
Causa de Variacdo; GL: Graus de Liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado Médio; F: Teste F de
significancia.

cVv GL SO QM F
TRAT 4 69784.56649 17446.14162 354.25*
REPEXP 1 173.16605 173.16605 3,52\

* Teste F significativo ao nivel de 5% de probabilidade, NS: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2 — Resumo da Anélise de Variancia para varidvel Inibicdo Crescimento Micelial (ICM) e repeticdo do
experimento de Validacdo da acdo do nano formulado na inibi¢cdo do Monosporascus cannonballus. CV: Causa
de Variacdo; GL: Graus de Liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado Médio; F: Teste F de
significancia.

cVv GL SO QM F
TRAT 11 254150.4446 23104.5859 923.86 *
REPEXP 1 53.7475 53.7475 0.1456NS

*Teste F significativo ao nivel de 5% de probabilidade, NS: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3 — Resumo da Andlise de Variancia para varidvel Inibi¢do Crescimento Micelial (ICM) e repeti¢do do
experimento de Padronizacdo da dose-resposta do Azoxistrobina + Fludioxonil no controle de Macrophomina
phaseolina. CV: Causa de Variagdo; GL: Graus de Liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado Médio;
F: Teste F de significancia.

cV GL  SQ QM F
TRAT 4 67782.01171 16945.50293 1802.22*
REPEXP 1 36.79104 36.79104 3.91 NS

* Teste F significativo ao nivel de 5% de probabilidade, NS: néo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4 — Resumo da Anélise de Variancia para varidvel Inibicdo Crescimento Micelial (ICM) e repeticdo do
experimento de Validacéo da a¢do do nano formulado na inibigdo do Macrophomina phaseolina. CV: Causa de
Variacdo; GL: Graus de Liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado Médio; F: Teste F de
significancia.

Ccv GL SQ QM F
TRAT 11 379267.8254 34478.8932 1583.98 *
REPEXP 2 77.6901 38.8450 1.78NS

*Teste F significativo ao nivel de 5% de probabilidade, NS: ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Avaliacéo do nano formulado no controle do Monosporascus cannonballus - Padronizacgdo da
dose resposta do Maxim®
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Nos tratamentos, os resultados mostraram que em todas as concentracdes avaliadas o
Maxim foi capaz de inibir o crescimento do M. cannonballus, com as seguintes porcentagens
de ICM: T1:. 60,052%; T2: 83,687%; T3: 100%; T4:100% e T5: 0 % (Figura 4).
Estatisticamente, 0 T3 e T4 nédo diferiram entre si; por sua vez, os tratamentos T1, T2 e T5
diferiram entre si e de T3 e T4 (Tabela 5). Considerando esses resultados, o T1, cuja

concentracdo do Maxim foi de 0,1 ppm, que apresentou menor ICM, sendo o eleito para ser

associado a nanoparticula.

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4 Tratamento 5
0,1 ppm do Maxim 1,0 ppmdo Maxim 10 ppm do Maxim 50 ppm do Maxim Testemunha
- " - | Fe

g T

ICM- 60,01% ICM- 83,61% ICM-100 % ICM-100 % ICM-0 %

Figura 4- Avaliacio do Maxim a partir do indice de Inibicdo Micelial- ICM (%) do Monosporascus
cannonballus.

Tabela 5- Efeito da dose-resposta do Maxim® na Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM) do Monosporascus
cannonballus.

TRATAMENTOS MEDIAS- ICM* (%)
T4- 50ppm do Maxim 100.000 a

T3- 10 ppm do Maxim 100.000 a

T2-1ppm do Maxim 83.687 b

T1- 0,1ppm do Maxim 60.052 ¢

T5- Testemunha (Fungo) 0.000d

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Validagéo da acdo do nanoformulado na inibicao in vitro do M. cannonballus

Nos tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5, as concentra¢Oes avaliadas foram capazes de
inibir o crescimento fangico em 100% para todos os tratamentos (Figura 5), inclusive
estatisticamente esses tratamentos nao diferiram entre si (Grafico 1). Nos tratamentos T6, T7,
T8, T9 e T10, nos quais haviam apenas a presenca da nanoparticula em diferentes
concentragdes, observou-se que, quando sozinha, a nanoparticula ndo apresentou eficiéncia na
ICM (Figura 5) apresentados ICM entre 6,7 a 2,1%. Esses tratamentos ndo diferiram entre si,
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mas diferem dos tratamentos T1 ao T5. O tratamento T11, no qual foi avaliada apenas a a¢do
do fungicida a uma concentragéo de 0,1ppm, apresentou porcentagem de ICM em 44,77%.
Esse tratamento diferiu de todos os demais tratamentos; por sua vez, o tratamento T12, que foi
a testemunha, contendo apenas o fungo, apresentou ICM de 0%, mostrando que ndo houve
inibicdo do seu crescimento no meio utilizado. Estatisticamente, esse tratamento diferiu dos
T1 ao T5, o que indica mais uma vez a eficiéncia da associa¢ao fungicida com nanoparticula,
tendo a nanoparticula uma atuacéo de facilitar a entrega especifica desse fungicida no controle
do fungo. O tratamento T12 ndo diferiu dos T6 a T10, o que indica acdo facilitadora da

entrega do fungicida e sua inabilidade em controlar o patégeno sozinha.

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4 Tratamento 5 Tratamento 6
1.620 mg/L da NP 540 mg/L da NP 180 mg/L da NP 60 mg/L da NP 20 mg/L da NP 1620 mg/L da
+0,1ppm MX + 0,1 ma/L MX + 0,1 ppm MX + 0,1 ma/L MX + 0,1ppm MX NP
‘ A A 'l
/d % e

|
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Y N /

ICM-100 % ICM-100%  ICM-100%  ICM-100%  ICM-100%  ICM-6,7%

Tratamento 7 Tratamento 8 Tratamento 9 Tratamento 10 Tratamento 11 Tratamento 12
540 mg/LdaNP ~ 180mg/LdaNP  60mg/LdaNP 20 mg/L da NP 0,1ppm MX Testemunha

1% o

S T TR |
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ICM- 6,7 % ICM-2,3 % ICM-3,2 % ICM-2,1 ICM-44,77%  ICM-0%

Figura 5- Validacdo da acdo do nanoformulado a partir do indice de Inibicdo Micelial- ICM (%) do
Monosporascus cannonballus. NP- nanoparticula. MX-Maxim.
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indice de Inibig&o Micelial- ICM (%)* do Monosporascus cannonballus.
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Gréfico 1 - Validagdo da agdo do nanoformulado a partir do indice de Inibicdo Micelial- ICM (%) do
Monosporascus cannonballus *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Tratamento 1 (T1): 1.620 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento 2
(T2): 540 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento 3 (T3): 180 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm
Maxim; Tratamento 4 (T4): 60 mg/L Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento 5 (T5): 20 mg/L
Nanoparticula + 0,1 ppm Maxim; Tratamento 6 (T6): 1.620 mg/L Nanoparticula; Tratamento 7(T7): 540 mg/L
Nanoparticula; Tratamento 8(T8): 180 mg/L Nanoparticula; Tratamento 9 (T9): 60 mg/L Nanoparticula;
Tratamento 10(T10): 20 mg/L Nanoparticula; Tratamento 11(T11): 0,1 ppm Maxim; Tratamento 12 (T12): Sem
fungicida, testemunha, apenas o fungo.

Avaliacdo do nanoformulado no controle do Macrophomina phaseolina
Padronizacdo da dose resposta do Graduate A+®

Nos tratamentos, os resultados mostraram que em todas as concentracdes avaliadas o
Graduate A+® foi capaz de inibir o crescimento fungico, nas seguintes porcentagens de ICM:
T1: 92,86%; T2: 93,61%, T3: 91,69% T4: 89,78% e T5: 0 % (Figura 6). Estatisticamente, T1
a T4 ndo diferiram entre si, diferindo, porém, do T5, que foi o tratamento testemunha, cujo
crescimento fungico era esperado (Tabela 6). Considerando esses resultados, qualquer
tratamento poderia ser utilizado no bioensaio seguinte, tendo em vista que nenhum alcancou
inibicdo 100% do fungo, assim a concentracdo eleita para ser associada a nanoparticula foi a
de 1 mg/L.

u[CM (%)
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Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4 Tratamento 5
1 ppm GD 0,8 ppm GD 0,6ppm GD 0,4 ppm GD Testemunha
e "3 - i~
< o @ @
-~ — — v et ——
ICM- 92,86 % ICM- 93,61 % ICM- 91,69 % ICM-89,78%  |CM-0%

Figura 6- Avaliacdo da dose resposta do fungicida Graduate partir do indice de Inibicdo Micelial- ICM
(%) do Macrophomina phaseolina. .GD- Graduate

Tabela 6 - Efeito da dose resposta do fungicida Graduate na Inibi¢do do Crescimento Micelial (ICM) do
Macrophonina phaseolina.

TRATAMENTOS MEDIAS- ICM* (%)
T5- Testemunha 0.000b

T1- 1 ppm Graduate 92.864a

T2- 0,8 mppm Graduate 93.617a

T3- 0,6 ppm Graduate 91.698a

T4- 0,4 mg/L Graduate 89.784a

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Validagdo da a¢do do nanoformulado na inibig&o in vitro do M. phaseolina

Em todos os tratamentos nos quais o fungicida Graduate estava associado a
nanoparticula, ocorreu a inibicdo do crescimento fangico, apresentando ICM entre 98,3 a
100% (Figura 7) para os tratamentos, que estatisticamente ndo diferiram entre si (Gréfico 2).
Ja nos tratamentos nos quais haviam apenas a presenca da nanoparticula em diferentes
concentragdes, observou-se que, quando sozinha, a nanoparticula ndo apresentou eficiéncia no
ICM, apresentados ICM entre 7,9 a 10,1%. Esses tratamentos ndo diferiram entre si; por sua
vez, o tratamento T12, que foi a testemunha, contendo apenas o fungo, apresentou ICM de
0%, mostrando que ndo houve inibicdo do seu crescimento no meio utilizado, tendo diferido

estatisticamente de todos 0s outros tratamentos, o que indica mais uma vez a eficiéncia da
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associacao fungicida com nanoparticula, tendo a nanoparticula uma atuacdo de facilitar a
entrega especifica desse fungicida no controle do fungo.

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4 Tratamento 5 Tratamento 6
1.600 mg/L da NP 1.200 mg/L da 800 mg/L da NP + 400 mg/L da NP 100 mg/L da NP 1 ppm GD
+ 1 ppm GD NP + 1ppm GD 1ppm GD + 1ppm GD + 1 ppm GD
= y - e ’_’\.,_
j“ [ ™
- > - - —
ICM-100 % ICM-100 % ICM-100 % ICM-100 % ICM-98, 93 ICM-94,80 %
Tratamento 7 Tratamento 8 Tratamento 9 Tratamento 10 Tratan%hto 11 Tratamento 12
1600 mg/L da NP 1.200mg/L da NP 800 mg/L da NP 400mg/L da NP 100 mg/L da NP Testemunha

ICM-8,1 % ICM- 10,1 % ICM-7,9 % ICM-8,9 % ICM-8,7 % ICM-0 %

Figura 7- Validagdo da acdo do nanoformulado a partir do Indice de Inibicio Micelial- ICM (%) do
Macrophomona phaseolina. NP- nanoparticula. GD- Graduate.
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indice de Inibicao Micelial-ICM (%)* de Macrophomina phaseolina
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Gréfico 2- Validagdo da acdo do nanoformulado a partir do indice de Inibigdo Micelial- ICM (%) do
Macrophomina phaseolina *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Tratamento 1 (T1): 1.600 mg/L Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+; Tratamento
2 (T2): 1,200 mg/L Nanoparticula +1 ppm Graduate A+; Tratamento 3 (T3): 800 mg/L Nanoparticula + 1 ppm
Graduate A+; Tratamento 4 (T4): 400 mg/L Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+; Tratamento 5 (T5): 100 mg/L
Nanoparticula + 1 ppm Graduate A+; Tratamento 6 (T6): 1ppm Graduate; Tratamento 7 ( T7): 1.600 mg/L
Nanoparticula; Tratamento 8 (T8): 1.200 mg/L Nanoparticula; Tratamento 9 (T9): 800 mg/L Nanoparticula;
Tratamento 10 (10): 400 mg/L Nanoparticula; Tratamento 11 (T11): 100 mg/L Nanoparticula; Tratamento 12
(T12): Sem fungicida, Testemunha, apenas o fungo.

4 DISCUSSAO

As medicdes do potencial zeta determinam a estabilidade de um sistema coloidal, uma
vez que as propriedades de carga superficial estdo diretamente relacionadas a essas medicdes
(ZHANG et al., 2017). Conforme Brar; Verma (2011), o potencial zeta serve para verificar as
respostas da carga superficial das nanoformulagées e para confirmar a efetiva funcionalizagéo
das nanoparticulas. Neste estudo, o valor encontrado para potencial zeta (-17,8mV) indica a
estabilidade da nanoparticula funcional. De forma geral, os valores de potencial negativo
estdo relacionados a alta estabilidade da nanoparticula (MANAIA et al., 2012; LIN et al.,
2014). O efeito do tamanho das nanoparticulas também implica funcionalidade e intensidade
da fluorescéncia (SAHU; BEHERA et al., 2012): quanto menor for a particula, mais eficiente
sera em sua funcdo. Nesse caso, a nanoparticula dessa pesquisa atua como entregador do
fungicida, fazendo a liberagdo da substancia ativa (fludioxonil e azoxistrobina) de forma
controlada. A microscopia eletrébnica de transmissdo corroborou com as demais
caracterizacgdes, indicando sua funcionalidade em transportar o fungicida. De acordo com
Egerton (2005), a MET tem sido o método mais empregado nas caracterizagdes de novas
particulas, pois, além de permitir visualizar a morfologia, permite também identificar defeitos,

estrutura cristalina, relacOes de orientacéo entre fases, dentre outros.
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Cavalcante et al. (2020), estudando a caracterizacdo de cinco novas espécies de
Monosporascus spp., incluiram nessa caracterizacdo a sensibilidade das espécies a fungicida.
Avaliando o fludioxonil nas dilui¢es 0,01; 0,1; 1; 10 e 100mg/L, observaram que as cinco
especies foram altamente sensiveis ao fungicida com diluicbes abaixo de 1mg/L do
fludioxonil. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados nesta pesquisa, onde na
concentracdo 0,1 mg/L houve sensibilidade do fungo ao fungicida, sendo exatamente essa
escolhida para associacdo com a nanoparticula. Medeiros; Sales Janior; Michereff (2006)
avaliaram a eficiéncia de fungicidas no controle in vitro de M. cannonballus, sendo o mais
eficiente o Fluazinam, na concentracdo 0,5 pg/mL, na qual obteve percentagem de inibicdo de
crescimento micelial (ICM) de 68,21%, seguido de Propiconazole, que obteve, em média,
ICM =56,07%. Apesar de serem fungicidas com principios ativos diferentes desta pesquisa, 0
valor do ICM foi semelhante ao que encontramos para fludioxonil (ICM= 60,052%).

Li et al. (2018) inocularam sementes de arroz (Oryza sativa L.) com nanoparticulas
nas concentragdes 0; 0,14; 0,28; 0,56; 1,12 e 2,24 mg/mL, observando que a concentracdo 560
mg/L foi responsavel por aumentar o crescimento da planta e a resisténcia a doenca
Rhizoctonia solani. Com os resultados encontrados nesta pesquisa, observamos acao inibitéria
ao crescimento do fungo nas concentragdes 1.620; 540; 80; 60 e 20 mg/L, consideramos que
essa elevada margem de eficiéncia se deve a nanoparticula estar associada ao fungicida e agir
como facilitador da acdo dos fungicidas, facilitando a aplicacdo e a entrega controlada no
controle do patégeno alvo. Almeida et al. (2021) observaram in vitro a inibicdo do
crescimento micelial do fungo Colletotrichum guaranicola na presenca de nanoparticulas de
prata (AgNPs) na dose de 100 uL, apresentando taxa de inibi¢do do crescimento micelial de
41,12%, considerada promissora. Desse modo, as taxas de inibi¢cdo encontradas nesta pesquisa
foram de 100%. Essa excelente taxa confirma, mais uma vez, a acao de facilitar a aplicacdo e
a entrega controlada no controle do patégeno alvo, além de ter diminuido em 250.000 mil
vezes a concentracdo do fludioxonil, tendo em vista que sua concentracdo comercial € de
25.000 mg/L, ou seja, a associacdo com a nanoparticula também contribuiu na
fungitoxicidade em doses baixas, que, segundo Correia; Michereff (2018), é umas das
caracteristicas cruciais dos métodos de controle de patégenos, em especial dos métodos
quimicos para patogenos radiculares.

Chaves Neto et al. (2016), avaliando diferentes concentragdes do fungicida
Azoxistrobina + Benzovindiflupir (10, 50, 100, 500, 1000 ppm) no controle in vitro de
Penicillium sp., Fusarium spp. e Aspergillus sp isolados de grdos de milho, observaram

porcentagem de inibicdo superior a 20% para Penicillium na concentracdo de 1.000 ppm,
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inibicdo superior a 40% para Fusarium nas concentra¢6es 100, 500 e 1.000 ppm e inibicéo
superior a 60% para Aspergillus nas concentracfes 500 e 1.000ppm. Nesta pesquisa, as taxas
de inibicdo foram superiores a 89% em todas as concentracdes avaliadas (1; 0,8; 0,6 e 0,4
ppm), demonstrando especificidade de controle para cada patogeno, dai a necessidade de
estudos avaliando concentragdo de cada principio ativo utilizado, pois mesmo se tratando de
um mesmo grupo quimico, estrobilurinas, observamos diferencas significativas na atividade
de cada fungicida. Independentemente do grupo pertencente, algumas caracteristicas sao de
fundamental importancia para todos os fungicidas, tais como: fungitoxicidade em doses
baixas, especificidade e ndo serem prejudiciais ao meio ambiente, conforme Garcia (1999).

A utilizacdo de nanoparticulas de prata ou de nanoparticulas oriundas de metais tem
sido empregada na agricultura no Brasil em pesquisas a partir dos anos 2010. Alguns
trabalhos, como de Aradjo (2014); Calvacante (2014); Mendes et al. (2014); Mendes (2015);
Sousa (2021), relatam, com sucesso, 0 uso isolado de nanoparticulas no controle de fungos
fitopatdgenos. Nesta pesquisa, a nanoparticula é um elemento ndo metalico e por isso ela ndo
tem como caracteristica controlar o fungo, mas atuar como facilitador da acdo dos fungicidas,
a fim de facilitar a aplicacéo e a entrega controlada do fungicida a ela associada, aumentando
a eficiéncia do fungicida, além de ser ecologicamente vidvel ao homem e ao meio ambiente,
pois mesmo em concentra¢fes mais baixa do seu principio ativo (nesse caso, o0 principio ativo
do fungicida foi reduzido em 239.000 mil vezes) foi eficiente no controle in vitro de M.
phaseolina, isso porque quando associado a nanoparticula ele adere a nanoparticula,
permitindo a absorcdo e liberacdo da substancia ativa de maneira controlada, evitando
aplicacdo de doses em concentra¢cBes muito elevadas, além de permitir o direcionamento do
composto a sitios especificos, portanto a nanoparticula desta pesquisa atua como veiculo na
disponibilizacdo de compostos quimicos para o controle de fitopatdgenos.

Segundo Rajwade et al. (2020), ocorrem dano na estrutura da parede e membrana
celular, inibicdo da germinagdo de esporos, down-regulacdo de genes de patogenicidade,
deformacdes e interrupcéo do ciclo celular, geracdo de espécies reativas de oxigénio, inibicao
da replicacdo de DNA e acidificacdo do meio intracelular sdo alguns dos mecanismos de agéo

dos nanopesticidas no combate a fitopatdgenos.

5 CONCLUSAO

Foi possivel identificar o potencial da nanoparticula como facilitador da agdo dos

fungicidas avaliados, diminuindo em 250.000 mil vezes a concentracdo do Maxim e em
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239.000 mil vezes a concentracdo do Graduate, a fim de facilitar a aplicacdo e a entrega
controlada nas plantas.
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CAPITULO IV

Avaliacgdo de o6leos essenciais e nanoparticulas funcionalizadas visando ao controle do
Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina isolados de meloeiro

RESUMO

No Brasil, a producéo de meldo se concentra na regido Nordeste, onde os estados do Rio Grande do Norte e 0
Ceara tém sido responsaveis por mais de 80% da producdo e exportacdes brasileiras de mel6es (Cucumis melo
L.). No entanto, essa producdo cada vez mais intensa tem agravado os problemas fitossanitarios no cultivo.
Dentre os pat6égenos mais importantes, estdo Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina, agentes
causais da “podridao de raizes e declinio de ramas” em meloeiro. O uso de dleos essenciais se destaca como uma
forma de controle menos agressivo, sustentavel e que ndo prejudica o meio ambiente, que visa a conciliar uma
producéo rentavel e ecoldgica. No entanto, os 6leos essenciais tém natureza volatil, baixa estabilidade e baixa
solubilidade que afetam a validag&do de produtos antimicrobianos quando levados para ensaios em campo. Neste
cendrio, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de trés 6leos essenciais (OEs): capim-limdo
(Cymbopogon flexuosus), horteld pimenta (Mentha piperita) e manjericdo (Ocimum basilicum) no controle in
vitro dos fungos M. cannonballus e M. phaseolina isolados de meldo e avaliar associacdo dos OEs a
nanoparticulas a fim de aumentar a entrega seletiva da sua agdo antiflngica. Os OEs comerciais (BioEsséncia)
foram avaliados nas concentracfes 1, 3 e 6 ml/L e em associacdo com a nanoparticula. Foi possivel concluir que:
i) os trés OEs apresentaram efeito inibitério em todos os tratamentos avaliados sobre ambos os fungos; ii) a
nanoparticula isolada ndo interferiu no crescimento micelial; iii) a associacdo dos OEs com a nanoparticula
contribuiu para inibicdo do crescimento micelial em ambos os fungos, demonstrando que a nanoparticula
funcionalizada pode ser desenvolvida com ferramenta de entrega de compostos fungicidas.

Palavras-chave: Nanotecnologia na agricultura; Podriddo de raizes e declinio de ramas do meloeiro; capim-
limédo (Cymbopogon flexuosus Stapf); horteld pimenta (Mentha piperita L.); manjericdo (Ocimum basilicum L.).

ABSTRACT

In Brazil, melon production is concentrated in the Northeast region, where the states of Rio Grande do Norte and
Ceara have been responsible for more than 80% of Brazilian production and export of melons (Cucumis melo
L.). However, the intense cultivation has aggravated the phytosanitary threaths to the crop production. Among
the most important pathogens are Monosporascus cannonballus and Macrophomina phaseolina, causal agents of
“root rot and vine decline” in melon. Essential oils is highlighted as a less aggressive, sustainable form of control
those diseases, which aims to reconcile profitable and ecological production. However, essential oils are volatile,
low stability and low solubility that implicate on the validation of antimicrobial products in field assays. In this
scenario, this work evaluated the antifungic activity from for three essential oils (EO) from Cymbopogon
flexuosus (lemongrass), pepper (Mentha piperita) and basil (Ocimum basilicum) under in vitro assays of M.
cannonballus and M. phaseolina isolated from melon. Additionally, the association of the EOs with the
nanoparticle were tested in order to increase the selective delivery of its antifungal action. The commercial EOs
(BioEssence) were delivered in the concentrations 1, 3 and 6 ml/L and in association with the nanoparticle. It is
possible to conclude that: i) all EOs showed to be effective against the mycelial growth; ii) the nanoparticle
alone did not interfere with mycelial growth and; iii) the association of the nanoparticle with the EO were
effective against the myecelial growth for both M. cannonbalus and M. phaseolina, demonstrating that the
nanoparticle can be developed as a functional carrier against fungi in plants.

Key words: Nanotechnology in agriculture; Root rot and melon shoot decline; lemongrass (Cymbopogon
flexuosus Stapf), peppermint (Mentha piperita L.); basil (Ocimum basilicum L.).
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1 INTRODUCAO

Com o crescente aumento da populagcdo mundial, cresceu igualmente a necessidade de
alimentos, porém essa producédo veio atrelada ao uso de diferentes insumos agricolas, dentre
eles os agrotdxicos. A utilizacdo exagerada de fungicidas contribui para o surgimento da
resisténcia de patdgenos e para a presenca de residuos toxicos em alimentos. Além disso, o
uso excessivo de pesticidas sintéticos é responsavel por diversos efeitos prejudiciais a0 meio
ambiente, a saide humana e tem efeitos indesejados (FONSECA et al., 2015; SAMURKAS et
al., 2020). Estima-se que 90% dos fungicidas e pesticidas aplicados sejam perdidos e
acumulados no meio ambiente e no solo (SAMURKAS et al., 2020).

Estimulando a busca por meétodos menos agressivos, sustentaveis e que nao
prejudiquem o meio ambiente, surgem alternativas ecoldgicas no controle de pragas. O uso de
defensivos alternativos, de origem natural, vem aumentando ultimamente como forma
ecologica do controle de pragas conciliando uma producdo rentavel com o equilibrio
ecologico (FERNANDES et al., 2006). O controle alternativo se destaca como pratica
sustentavel que utiliza organismos naturais, sem quimicos, de maneira que nao polui o meio
ambiente e ndo proporciona resisténcia aos patdgenos controlados. Eles apresentam baixa ou
nenhuma toxicidade aos organismos presentes no meio ambiente, ja que sdo eficientes no
combate aos insetos, doencas e microrganismos nocivos, com disponibilidade acessivel e
custo reduzido. Esse método advém da agricultura organica, modelo de agricultura no qual é
proibido o uso de insumos quimicos, sendo usadas outras estratégias como medidas paliativas
no controle de insetos e doencas até que se encontre o equilibrio desejado (BARROS, 2017).

Diante do apelo para que novas formas (mais sustentaveis) de controle de doencas de
plantas sejam adotadas, o uso de produtos naturais tais como 0s 6leos essenciais surgiu como
uma alternativa que tem se tornando uma realidade no controle de doencas de plantas
(FONSECA et al., 2015).

Oriundos do metabolismo secundéario de plantas, os 6leos essenciais (OES) possuem
caracteristicas antifingicas, antimicrobianas e inseticidas, decorrente de misturas complexas
de substancias volateis, com baixa massa molecular, liquidas, lipofilicas e odoriferas em sua
grande parte (MORAIS, 2009). Os principais constituintes dos 6leos essenciais séo, por
exemplo, os monos e sesquiterpenos, hidratos de carbono, fendis, alcoois, éteres, aldeidos,
cetonas, que sao responsaveis pela atividade bioldgica e por sua fragrancia (NUZHAT;
VIDYASAGAR, 2013). A atividade fungicida dos 6leos essenciais no controle de fungos
fitopatogénicos ocorre por meio da agéo inibitoria do crescimento micelial e da germinagéo de
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esporos ou por meio da indugdo de fitoalexinas, que contém propriedades elicitoras
(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN, 2005; ROZWALKA et al., 2008). De forma geral,
0s OEs sdo classificados como compostos ndo-fitotoxicos e potencialmente ativos contra
varios outros microrganismos.

Dentre o0s Oleos essenciais conhecidos, Varios ja demonstraram atividade
antimicrobiana como, por exemplo: OE de capim-limdo (Cymbopogon citratus), que tem
como componentes quimicos o citral, geranial (55.2%) e neral (44.7%) (SAWADOGO et al.,
2022); OE de hortela (Mentha spicata), que tem como componentes quimicos timol (28.19%),
acido adapico (25.82%), mentol e acetato de metila (24.18%), piperitone (24.76%)
(SOLIMAN et al.,, 2022); OE de manjericdio (Ocimum basilicum), que tem como
componentes quimicos principais o metil chavicol (88.6%), 1,8-cineol (4.2%) e o-trans-
bergamotene (1.7%) (SUMALAN et al., 2020). Todos esses OEs ja foram testados contra 0s
seguintes fungos fitopatogénicos: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, controlados por
OE de capim-limdo; Fusarium oxysporum, controlado pelo OE de horteld; Azotobacter
chrococcum, Micrococcus luteus, controlado pelo OE de manjericdo (SAWADOGO et al.,
2022; SOLIMAN et al., 2022; SUMALAN et al., 2020).

Devido & sua natureza volatil, fotodegradavel, suscetibilidade quimica e baixa
solubilidade, os OEs sé@o pouco eficazes quando levados para ensaios em campo, o que afeta
diretamente o desenvolvimento de novos ativos antimicrobianos (MOREIRA, 2014; NAIR et
al., 2022). Visando a resolver essa problematica, nanoparticulas compostas por materiais
poliméricos tém sido estudadas extensivamente. Neste cenario, a pesquisa sobre sistemas de
entrega eficientes de Oleos essenciais em interacGes planta-patdgeno permanece em voga, dai
é que a nanotecnologia mostra grande potencial para aumentar a eficiéncia desses produtos
(LIMA, 2020; MOREIRA, 2014; NAIR et al., 2022).

Diante do exposto, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar a eficiéncia dos 6leos
essenciais (OE) de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus Stapf), OE de horteld pimenta
(Mentha piperita L.) e OE de manjericdo (Ocimum basilicum L.) no controle in vitro dos
fungos Monosporascus cannonballus Pollack & Uecker e Macrophomina phaseolina Tassi
(Goid), causadores de doencas em meloeiro (Cucumis melo L.). Além disso avaliar a
associacdo do OE a nanoparticulas de modo a realizar entrega seletiva e incrementar a
estabilidade de compostos antifingicos como forma inovadora de controle dessas doengas em

meloeiro.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1  Isolados fungicos

Foram utilizados dois isolados fungicos, sendo eles: Monosporascus cannonballus,
isolado pertencente ao Laboratorio Fitopatologia Il da UFERSA oriundo de meloeiro, com
identidade previamente confirmada por técnicas moleculares (NEGREIROS et al., 2019) cuja
sequéncia foi depositada no GenBank, codigo JQ 762366, e depositada também na Cole¢do de
Fungos Fitopatogénicos “Prof. Maria Menezes” (CMM), na Universidade Federal Rural de
Pernambuco-UFRPE (Recife, PE, Brasil), cddigo CMM 2429; o outro é denominado
Macrophpomina phaseolina, coletado a partir das raizes de meloeiro também pertencente a
Colecao de Culturas de fungos fitopatogénicos “Prof. Maria Menezes” (CMM)/ UFRPE. Para
uso, os isolados foram cultivados em placas de Petri em Meio agar batata dextrose (BDA)

comercial (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) a 28°C no escuro por sete a dez dias.

2.2  Oleos Essenciais

Foram utilizados trés 6leos esséncias comerciais da marca BioEsséncia: capim-liméo
(Cymbopogon flexuosus), horteld pimenta (Mentha piperita) e manjericdo (Ocimum
basilicum), todos com certificacdo IBD vegano e IBD ingredientes naturais e com laudo de
analise de cromatografia disponibilizada pelo fabricante (ANEXO 1).

Apesar do laudo, foi realizada a caracterizacdo gasosa desses 6leos no Laboratorio
Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) Agroindustria Tropical- Fortaleza-CE. Para a analise, uma
aliquota de 1 pL de cada Gleo essencial foi dissolvida em 999 uL de hexano (grau GC) e
transferida para um vial.

A analise foi realizada em um instrumento Agilent GC-7890B acoplado a um detector
de massa seletivo Agilent MSD-5977A com impacto de elétrons a 70 eV equipado com uma
coluna HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, metilpolisiloxano, Agilent). Foi usada uma
proporg¢ao de divisdo (split) de 1:50, com injecdo de 1 pL, hélio como gas de arraste (taxa de
fluxo de 1,00 mL.min! e velocidade linear constante de 36,8 cm.s?), temperatura do injetor
de 250°C, temperatura do detector de 150°C e temperatura da linha de transferéncia de
280°C. O programa de temperatura do forno consistia em uma temperatura inicial de 70°C
com uma rampa de aquecimento de 4°C/min a 180°C, seguida por uma rampa de 10°C/min a
250°C no final da corrida (34,5 min).
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A identificagdo dos compostos foi realizada comparando seus indices de retencdo com
aqueles de compostos conhecidos obtidos pela injecdo de uma mistura de padrdes contendo
uma série homéloga de alcanos C7-C30 analisados na mesma coluna nas mesmas condicdes
cromatograficas. Também foi realizada a comparacdo dos padrbes de fragmentacdo com o0s
fornecidos nas bases de dados do equipamento (NIST, versdo 2.0 de 2008 -287.324

compostos).
2.3 Nanoparticulas

A nanoparticula (em submissdo de patente) utilizada foi gerada pela Empresa
KrillTech® por meio da Startup entre Universidade de Brasilia (UnB) e Embrapa Hortalicas,
Brasilia, Brasil. Em microscopia eletrdnica de transmissdo, a particula apresentou tamanho

entre 10-50nm, com valor de potencial zeta de -17,8mV.

2.4  Potencial Zeta e Tamanho Nanoparticulas Funcionalizadas

Potencial Zeta e Tamanho das nanoparticulas associada a cada 6leo essencial, ou seja,
nanoparticulas funcionalizadas, foram determinados utilizando-se um equipamento Malvern
3000 Zetasizer NanoZS (Malverne Instruments, UK), utilizando aliquotas das suspensdes

aquosas na diluicéo de 1:50.

25 Bioensaios in vitro

Para cada bioensaio realizado, foi adotada a mesma metodologia. Utilizou-se o meio
de cultura agar batata dextrose (BDA) comercial (39g/L). Apos autoclavagem a 120°C por
15min, era adicionado ao meio o respectivo OE de cada tratamento, agitado lentamente e
vertidos 20mL na placa de petri, prosseguindo com deposito dos discos de micélio do fungo
avaliado com 5mm de didmetro posicionados no centro da placa e em seguida acondicionada
a 28°C. O crescimento das coldnias foi mensurado quando elas tomassem toda a superficie do
meio de cultura das placas do tratamento testemunha, somente com o fungo, realizando-se a
medicdo do tamanho micelial.

A variavel avaliada nos bioensaios foi a taxa de Inibicdo do Crescimento Micelial
(ICM). Essa variavel foi submetida a ANOVA, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico SAS®. Para o céalculo do ICM, foi realizada a medigdo do micélio
fangico utilizado um paquimetro digital. Assim, foi possivel estimar a taxa de ICM em

porcentagem por meio da formula abaixo:
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ICM (%) = (diametro da testemunha - didmetro do tratamento / didmetro da testemunha) x
100 %

2.5.1 Acdo do OE de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus) no controle do Monosporascus

cannonballus

Nesse experimento, adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
sete tratamentos e cinco repeticOes, totalizando 35 parcelas experimentais, assim sendo:
Tratamento 1 (OEC1): 1mL/L OE Capim-limdo; Tratamento 2 (OEC;): 3mL/L OE Capim-
limdo; Tratamento 3 (OEC3): 6mL/L OE Capim-liméo; Tratamento 4 (NOEC;): 1mL/L OE
Capim-limdo + 20mg/L Nanoparticula; Tratamento 5 (NP): 20mg/L Nanoparticula;
Tratamento 6 (C): 100g/L fungicida Maxim; Tratamento 7 (F): testemunha, apenas o fungo.

2.5.2 Acdo do OE de hortelda pimenta (Mentha piperita) no controle do Monosporascus

cannonballus

Nesse experimento, adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
sete tratamentos e cinco repeti¢Oes, totalizando 35 parcelas experimentais, assim sendo:
Tratamento 1 (OEH;): 1mL/L OE horteld pimenta; Tratamento 2 (OEH2): 3mL/L OE hortelad
pimenta; Tratamento 3 (OEH3): 6mL/L OE horteld pimenta; Tratamento 4 (NOEH;): 1mL/L
OE horteld pimenta + 20mg/L Nanoparticula; Tratamento 5 (NP): 20mg/L Nanoparticula;
Tratamento 6 (C): 100g/L fungicida Maxim; Tratamento 7 (F): testemunha, apenas o fungo.

2.5.3 Acdo do OE de manjericdo (Ocimum basilicum) no controle do Monosporascus

cannonballus

Para observar a atividade antifungica do sistema OE e NOE de Ocimum basilicum,
adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com sete tratamentos e cinco
repeticdes, totalizando 35 parcelas experimentais, assim sendo: Tratamento 1 (OEM1): 1mL/L
OE manjericéo; Tratamento 2 (OEM3): 3mL/L OE manjericdo; Tratamento 3 (OEM3): 6mL/L
manjericdo; Tratamento 4 (NOEM3): 1mL/L OE manjericdo + 20mg/L Nanoparticula;
Tratamento 5 (NP): 20mg/L Nanoparticula; Tratamento 6 (C): 100g/L fungicida Maxim;
Tratamento 7 (F): testemunha, apenas o fungo.

2.5.4 Acdo do OE de capim-liméo (Cymbopogon flexuosus) no controle do Macrophomina

phaseolina
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Para observar a atividade antifungica do sistema OE e NOE de Cymbopogon flexuosus
adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com sete tratamentos e cinco
repeticdes, totalizando 35 parcelas experimentais, assim sendo: Tratamento 1 (OEC,): 1mL/L
OE Capim-liméo; Tratamento 2 (OEC>): 3mL/L OE Capim-limédo; Tratamento 3 (OECs3):
6mL/L OE Capim-limdo; Tratamento 4 (NOEC:): 1mL/L OE Capim-limédo + 400mg/L
Nanoparticula; Tratamento 5 (NP): 400mg/L Nanoparticula; Tratamento 6 (C): 100g/L

fungicida Graduate A+; Tratamento 7 (F): testemunha, apenas o fungo.

2.5.5 Acdo do OE de horteld pimenta (Mentha piperita) no controle do Macrophomina

phaseolina

Para observar a atividade antifingica do sistema OE e NOE de Mentha piperita,
adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com sete tratamentos e cinco
repeticdes, totalizando 35 parcelas experimentais, assim sendo: Tratamento 1 (OEH1): 1mL/L
OE horteld pimenta; Tratamento 2 (OEH2): 3mL/L OE horteld pimenta; Tratamento 3
(OEHz): 6mL/L OE horteld pimenta; Tratamento 4 (NOEH1): 1mL/L OE horteld pimenta +
400mg/L Nanoparticula; Tratamento 5 (NP): 400mg/L Nanoparticula; Tratamento 6 (C):

100g/L fungicida Graduate A+; Tratamento 7 (F): testemunha, apenas o fungo.

2.5.6 Acdo do OE de manjericdo (Ocimum basilicum) no controle do Macrophomina
phaseolina

Nesse experimento, adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
sete tratamentos e cinco repeticGes, totalizando 35 parcelas experimentais, assim sendo:
Tratamento 1 (OEM3): 1mL/L OE manjericdo; Tratamento 2 (OEM3): 3mL/L OE manijericao;
Tratamento 3 (OEM31): 6mL/L manjericdo; Tratamento 4 (NOEM3): ImL/L OE manjericdo +
400mg/L Nanoparticula; Tratamento 5 (NP): 400mg/L Nanoparticula; Tratamento 6 (C):

100g/L fungicida Graduate A+; Tratamento 7 (F): testemunha, apenas o fungo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  Cromatografia Gasosa dos Oleos Essenciais

Segundo analise cromatografica do fabricante e conforme o identificado nesta
pesquisa, 0 OE de capim-lim&o tem como principias componentes quimicos o geranial e neral,
correspondendo as seguintes porcentagens: geranial (45,08%) e neral (38,2%) (Tabela 1 e
Figura 1). Essa mistura origina o citral, relatado como o principal componente do OE do
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capim-lim&o. Nesta pesquisa, a concentracdo do citral foi de 83,28%. Essa molécula, além de
conferir o odor, tem agdo antimicrobiana. Lee et al. (2021) observaram que o OE de capim-
limdo utilizado em sua pesquisa continha a seguinte composicdo: 72% de citral, 40% de
geranial e 32% neral. Adukwu et al. (2012), avaliando composi¢do do OE em seus estudos,
observaram composicdo de neral em 33-00% e geranial em 47-00% (80% citral). Azevedo et
al. (2016) observaram a seguinte composicdo: neral 33,8% e 43,62% geranial, ou seja,
77,42% citral. Segundo Lorenzi (2008), Simao; Spitzer (2003), a composicdo dos Oleos
esséncias oriundos de uma mesma espécie pode variar em virtude das condicdes
edafoclimaticas durante o cultivo. Os estudos indicam que o citral, componente majoritario do
OE capim-limédo, é um aldeido alifatico composto pela mistura entre os isdbmerosneral (B-
citral ou cis-citral) e geranial (a-citral ou trans-citral), sendo responsavel pela atividade
antimicrobiana (GANJEWALA, 2009; PANDEY et al., 2003).

Tabela 1 — Composicdo do éleo essencial de capim limdo com os respectivos pardmetros de identificacdo: tempo

de retencdo (Tr em min); indice de kovats (ki) experimental e referenciado na literatura; taxa de similaridade
(%); m/z do principal fragmento e érea relativa (%).

Capim-limao (Cymbopogon flexuosus Stapf)

Molécula Tr (min) KI2 exp. KIt Adams  Taxade similaridade Major m/z  Area (%)
(%)
Camphene 4,123 952 954 90,1 93 0,68
D-Limonene 5,599 1030 1029 89 68 2,85
Linalol 7,29 1099 1096 70 43 0,55
Neral 11,223 1239 1238 93 41 38,2
Geraniol 11,662 1254 1252 82,3 69 4,84
Geranial 12,113 1268 1267 91,4 69 45,08
Geranyl acetate 15,632 1382 1381 81,5 69 3,08
E-caryophyllene 16,688 1416 1419 90 41 3,18
y-cadinene 19,5 1510 1513 81,7 161 1,08
Hortel&-pimenta (Mentha piperita L.)

a-Pinene 3,875 936 939 89,1 93 1,01
B-Pinene 4,6 979 979 88,8 93 11
D-Limonene 5,592 1029 1029 88,7 68 2,21
Eucalyptol 5,656 1032 1031 87 43 0,94
Isopulegol 8,5 1146 1145 90 41 1,32
Menthone 8,716 1154 1162 94,6 112 20,53
Iso menthone 9,015 1164 1162 86,6 112 14,5
Menthol 9,231 1171 1171 95,7 71 46,13
neo-lIsopulegol 9,391 1177 1171 80,5 41 1,93
Isomenthol 9,562 1182 1182 91,6 71 1,17
a-Terpineol 9,81 1190 1188 75,2 59 0,76

Pulegone 11,242 1240 1237 87,1 81 1,45
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Menthyl acetate 12,839 1290 1295 92,7 95 5,88
E-caryophyllene 16,694 1417 1419 87 91 0,68
Manjericdo (Ocimum basilicum L.)

Linalol 7,208 1095 1096 93,8 71 15,26
Estragol 9,989 1196 1196 95,7 148 82,79
E-caryophyllene 16,681 1416 1419 80 93 0,37
a-trans-

Bergamotene 17,165 1433 1434 83,6 93 0,41
Ni 20,321 1540 . i 9 1,17

IKI: indice de Kovats experimental.
2K1: indice de Kovats da referéncia (Adams 2007).

Geranial

Neral
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Figura 1 — Cromatograma do 6leo essencial de capim limdo (Cymbopogon flexuosus).

Por sua vez, o OE de hortela-pimenta apresentou como principais componentes:
mentol (46.13%) e mentona (20.53%) (Figura 2 e Tabela 1). Esses resultados estdo de acordo
com relatos na literatura: Iscan et al. (2002) relataram a composicdo do 6leo essencial de
quatro amostras de M. piperita de fontes distintas, observando as seguintes proporcoes:
mentol (28%-42%) e mentona (18%-28%) como 0s principais constituintes; Fejér et al.
(2018) observaram o0s seguintes compostos do obtido do OE de M. piperita L. cultivar
(Kristinka): Mentol 64.01% e Mentona 23.43%. Freire (2020) extraiu 0 OE de folhas secas de
horteld-pimenta, observando que em sua maior parte os componentes do OE foram
monoterpenos, sendo os principais: mentol (44,92%) e mentona (6,02%). Segundo Edris;

Farrag (2003), o mentol é o principal responsavel pela acéo antifingica do OE de horteld e
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possui efeito aumentado na presenca da mentona, ao passo que ela sozinha ndo apresenta essa

propriedade.
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Figura 2 — Cromatograma do éleo essencial de horteld-pimenta (Mentha piperita).

Oleo essencial de manjericdo apresentou como constituintes majoritarios: estragol
82,79% e linalol com 15,26% (Figura 3 e Tabela 1). Veloso et al. (2014) fizeram a
caracterizagdo do 6leo essencial de quatro acessos e duas cultivares de manjericdo e
observaram que linalol e o (E)- cinamato de metila foram os componentes majoritarios.
Vieira; Simon (2000) coletaram e caracterizaram quimicamente 14 acessos de Ocimum
americanum L., O. basilicum L., O. campechianum. Para Ocimum basilicum (manjericao),
foram encontrados 0s seguintes constituintes: 1,8-cineol (22%), linalol (49,7%), metil
chavicol (47%) ou cinamato de metila. Moura (2015), avaliando o Oleo essencial do

manjericdo, observou que seus constituintes majoritarios foram linalol e estragol.
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Figura 3 — Cromatograma do 6leo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum).

O linalol é um monoterpeno presente no 6leo essencial de manjericdo de extrema
importancia para as industrias de cosméticos e alimenticios, ja que é utilizado como fixador
de fragrancias. Esse composto € relatado como o constituinte principal do OE manjericéo,
sendo relatado como partida para varias sinteses importantes, como a sintese do acetato de
linalila e por isso eficiente como acaricida, bactericida e fungicida; até na medicina tem sido
aplicado com sucesso como sedativo, e atualmente sdo analisadas suas propriedades
anticonvulsivas (BAKKALI et al., 2008; SANTOS; FREITAS, 2013). O Estragol ¢ um
fenilpropenoide e importante constituinte de muitos 6leos essenciais, inclusive do manjericdo
(COSGE et al., 2008). Esse composto possui amplas aplicagdes na medicina popular e
aromaterapia (LEAL-CARDOSO et al., 2004). Segundo De Vicenzi et al. (2000), estatragol

tem acdo genotoxica, mutagénica ou carcinogénicas, por isso sua importancia toxicologica.

3.2  Potencial Zeta e Tamanho Nanoparticulas Funcionalizadas

Na tabela 2, observamos os valores de potencial zeta e tamanho das particulas a partir
da emulsificacdo da nanoparticula com 6leos os essenciais, NOEH: apresentou valor de -14,4
mV de potencial zeta e 81nm quanto ao tamanho da particula; NOEM; apresentou valor de -
21 mV de potencial zeta e 127nm quanto ao tamanho da particula; NOEC; apresentou valor
de -32,9 mV de potencial zeta e 78 nm quanto ao tamanho da particula. Antonioli (2019)
desenvolveu nanocapsulas de PLA (poliacido lactico) contendo 6leo essencial de capim-
limdo, com o propodsito de liberagdo gradual do 6leo no controle de Colletotrichum

gloeosporioides e Colletotrichum acutatum, isolados de uva, observando valor de potencial
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zeta -25,2mV. Pires; Moura (2017) observaram os seguintes valores de potenciais zeta das
nanoemulsdes dos dleos essenciais de limdo (-24,6mV); copaiba (-24,7mV) e melaleuca (-
26,8mV). Esses resultados sdo semelhantes aos valores de NOEH;, NOEM: NOEC;
encontrados nesta pesquisa. Segundo Manaia et al. (2012) e Lin et al. (2014), quanto mais
negativo for o valor do potencial zeta e menor for o tamanho da particula, mais estavel serd a

nanoparticula.

Tabela 2- Valores de potencial zeta e tamanho das nanoparticulas funcionalizadas com 6leo essencial. NOEH;
ImL/L OE horteld pimenta + 400mg/L Nanoparticula; NOEM;: 1mL/L OE manjericdo + 400mg/L
Nanoparticula; NOEC;: ImL/L OE Capim-limao + 400mg/L Nanoparticula.

Identificacio Potencial Zeta (mV) Tamanho da particula (nm)
NOEH; -14.4 81nm
NOEM; -21 127nm
NOEC; -32,9 78nm

3.3  Bioensaios in vitro - Acdo dos Gleos essenciais no controle do Monosporascus
cannonballus e Macrophomina phaseolina

A tabela 3 apresenta a taxa de inibicdo do crescimento micelial para os fungos
Monosporascus cannonballus e Macrophomina phaseolina. Pode-se observar que nos
tratamentos OEH, OEM e OEC de cada ensaio, que continham Gleos essenciais em diferentes
concentragcOes, para NOE que continha OE associado a nanoparticula e T6 somente com
fungicida, ndo se observou crescimento micelial (Tabela 2), ou seja, ICM = 100%. Por sua
vez, nos tratamentos T5 (NP) e T7 (F) observou-se o crescimento micelial (Tabela 2): ICM=
4,4 % e ICM 0%, respectivamente. Esses resultados mostram a eficiéncia do OE mesmo em
diferentes concentragdes no controle in vitro do M. cannonballus e M. phaseolina, quando
associado OE na menor concentragdo (ImL/L OE) com a nanoparticula também houve
inibicdo do crescimento do patégeno ICM =100% para ambos os fungos, porém a
nanoparticula sozinha (T5) nédo foi capaz de inibir o crescimento micelial, ICM= 4,4 %. Isso
mostra que a nanoparticula ndo interfere na acdo do OE e pode ser indicada como ferramenta

de entrega do OE, contribuindo para manter a eficiéncia do produto.
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Tabela 3- Taxa de Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM) de Monosporascus cannonballus e Macrophomina
phaseolina utilizando do 6leo essencial de capim-limdo (Cymbopogon flexuosus), horteld-pimenta (Mentha
piperita), manjericdo (Ocimum basilicum) e nanoparticula funcionalizada com cada 6leo. *Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Média da Taxa de Inibicdo do Crescimento Micelial- ICM (%)*

Capim limao (Cymbopogon flexuosus)

TRATAMENTOS Monosporascus cannonballus Macrophomina phaseolina
T1- OEC, 100% a 100% a
T2- OEC; 100% a 100% a
T3- OECs 100% a 100% a
T4- NOEC, 100% a 100% a
T5- NP 4.4%Db 57%0Db
T6-C 100%a 100% a
T7-F 0%b 0% b
Horteld-pimenta (Mentha piperita)
TRATAMENTOS Monosporascus cannonballus Macrophomina phaseolina
T1- OEH; 100% a 100% a
T2- OEH; 100% a 100% a
T3- OEH; 100% a 100% a
T4- NOEH; 100% a 100% a
T5- NP 4.4%b 57%b
T6-C 100% a 100% a
T7-F 0%b 0% b

Manjericdo (Ocimum basilicum)

TRATAMENTOS Monosporascus cannonballus Macrophomina phaseolina

T1- OEM; 100% a 100% a
T2- OEM; 100% a 100% a
T3- OEM3 100% a 100% a
T4- NOEM; 100% a 100% a
T5- NP 4.4% b 57%b
T6-C 100% a 100% a

T7-F 0% b 0% b

Tratamento 1 (OEC;): 1mL/L OE Capim-limao; Tratamento 2 (OEC,): 3mL/L OE Capim-lim&o; Tratamento 3 (OEC3): 6mL/L OE Capim-
liméo; Tratamento 4 (NOEC,): 1mL/L OE Capim-limdo + 20mg/L Nanoparticula; Tratamento 5 (NP): 20mg/L Nanoparticula; Tratamento 6
(C): 100g/L fungicida e Tratamento 7 (F): testemunha, apenas o fungo. Tratamento 1 (OEH,): 1mL/L OE horteld pimenta; Tratamento 2
(OEH,): 3mL/L OE hortel& pimenta; Tratamento 3 (OEH;): 6mL/L OE hortela pimenta; Tratamento 4 (NOEH,): 1mL/L OE horteld pimenta
+ 20mg/L Nanoparticula; Tratamento 5 (NP): 20mg/L Nanoparticula; Tratamento 6 (C): 100g/L fungicida e Tratamento 7 (F): testemunha,
apenas o fungo. Tratamento 1 (OEM,): ImL/L OE manjericdo; Tratamento 2 (OEM,): 3mL/L OE manjericdo; Tratamento 3 (OEM3): 6mL/L
manjericdo; Tratamento 4 (NOEM;): 1mL/L OE manjericdo + 20mg/L Nanoparticula; Tratamento 5 (NP): 20mg/L Nanoparticula;
Tratamento 6 (C): 100g/L fungicida e Tratamento 7 (F): testemunha, apenas o fungo.
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Moreira (2014) ressalta a importancia de estratégias para evitar a instabilidade quimica
criada pelo ar, luz, altas temperaturas e umidade, sendo esses os fatores responsaveis pela
rapida degradacdo e evaporacdo dos principios ativos dos 0Oleos essenciais, 0 que inibe sua
acao em longo prazo. Lima (2020) observou que com a utilizacdo de nanoparticulas para
construgdes das nanoformulaces com OE h& o acoplamento dos compostos bioativos
provenientes dos OEs, dependendo dos grupos funcionais presentes na superficie das
nanoparticulas. Essa associacdo OE + nanoparticula pode melhorar a solubilidade dos
compostos bioativos presentes na constituicdo dos OEs utilizados, aumentar a estabilidade
aquosa, diminuir o custo da utilizagdo, diminuir o uso dos OEs, tornad-los eco amigaveis,
evitar oxidacdo e fotodegradacgéo, dentre outros (LIMA, 2020).

Lee et al. (2021) obtiveram sucesso no controle in vitro do Aspergillus flavus isolado
de trigo (ICM= 100%) utilizando o OE de capim-limdo. Dias (2020), avaliando in vitro a
inibicdo de dois isolados M. phaseolina, de feijdo-caupi, sobre acdo do OE capim limao,
observou ICM de 100% nas maiores concentragdes do OE.

Khaledi et al. (2015) avaliaram o efeito antifingico de diversos 6leos vegetais, dentre
eles horteld —pimenta no controle M. phaseolina isolado do feijdo comum (Phaseolus vulgaris
L.), observaram que o Oleo apresentou efeito inibidor do crescimento em 100% na
concentracdo de 2000ppm. Santos et al. (2017) avaliaram o efeito do OE de hortela-pimenta
no controle in vitro de M. phaseolina isolado obtido de raizes de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.), constatando que em todos os tratamentos a base do 6leo essencial de
horteld houveram inibicdo no crescimento micelial, com varia¢do no percentual de inibicdo de
33,9% a 54,4%.

Gomes et al. (2016), estudando a eficiéncia dos Oleos essenciais, dentre eles o
manjericdo, observaram reducdo da incidéncia de fungos associados as sementes de feijdo-
fava. Tico et al. (2019) observaram que OE de manjericdo apresentou efeito inibitorio in vitro
sobre Fusarium sp., isolado da cana de acucar, reduzindo o crescimento da colbnia e
esporulacdo em 100%. Khaledi et al. (2015) verificaram que ao utilizar os 6leos essenciais de
manjericdo na concentracdo de 2000 ppm inibiram 100% o crescimento micelial de
Rhizoctonia solani, patdgeno radicular do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Fernandes et al.
(2015), avaliando fungitoxicidade dos extratos vegetais e do 0leo essencial de Lippia gracilis
Schauer sobre o fungo M. cannonballus, verificaram que tanto o Oleo quanto o extrato
proporcionaram percentual de inibicdo de 100% do fungo.

Foi possivel identificar relatos na literatura quanto ao controle de M. phaseolina

utilizando oleos essenciais, porém com isolados fungicos de feijao. Para M. cannonballus, sdo
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poucos os trabalhos envolvendo seu controle por meio de OE, sendo necessérias, portanto,
mais pesquisas. Brum (2012) afirma que a capacidade dos OE de dissolver-se em meio
lipidico permite que haja uma harmonia entre o 6leo e os componentes lipidicos presentes nas
células dos patégenos, causando modificagbes na sua estrutura, sendo essa a causa do sucesso
no controle de fitopatdgenos por meio da utilizacdo de OE. Por isso sdo promissoras
avaliacOes visando a essa forma de controle, em especial para fitopatdgenos que necessitam
de métodos de controle especificos, eficientes e sustentaveis, como é o caso desses dois

patogenos, M. phaseolina e M. cannonballus, isolados de meloeiro.

4 CONCLUSOES

Os oOleos essenciais de capim-limao, hortela-pimenta e manjericdo apresentaram efeito
inibitdrio in vitro sobre M. cannonballus e M. phaseolina, isolados de meloeiro. In vitro, a
associacao do OE com nanoparticula demonstrou que a nanoparticula ndo interfere na acéo do
OE e pode ser indicada como ferramenta de entrega dele, contribuindo para aumentar a

eficiéncia do produto.
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Segundo RDC 481/99, n3o suscetivel a contaminacao microbiologica.

Responsavel Técnica: Gorete Vieira de Souza - CRQ 044100922

VEGAND

IBD Produto certificado pelo IBD.
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Este documento apresenta uma cdpia idéntica da cromatografia disponibilizada pelo fornecedor.

CROMATOGRAFIA
Oleo essencial de Capim Limao (Cymbopogon fiexuosus)
Lote: 210413

[ FIOT A, [[EMONGE 1020650 )
PA_ 5
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Area Parcent Report
Sorted By b Signal
Multipller 3 1.0000
Dilurisn s 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: FiDl A,
Feak RetTinme Type Width Arca feight Area

’ [min] {min] {pacs] [pa] .
i | | | | | |
1 5,642 BP 0.0478  31.24242 9.91154 0. 19000-ALFA PINENO
£.693 38 0,0492 154.48273  4E.4B559 0.93946- CANFENO
10.563 =8 0.0532 580.19525 168.45320 1.52836-LMONENO
11,659 =p 0.0531 36.40285 10.59931 0.22138
15,090 na 0.0561 136.64157 37.85891 0,83096
15,596 BB 0.0604 176.25571  46.35325 1,07187
21,228 vw 0.07%723 30.31751 6.63135 (0.18437
22,357 =8 0.06€5  14.54251 8.13648 0.21006
23,557 r? 0.0577 132.71912 35.40459 0.80711-LNALOL
10 25,715 B8 0.0680 435.12589 100.23129 2,66439
11 28,431 B8 0.0701  34.494%8 6.27607 0.20977
12 28.952 BP 0.0838 4150.68506 €83.63953 2524170 NERAL
13 29,326 W 0.0930  52.714%0 7.14941  0.32058. ALFA TERPINEOL
1 29,556 vw 0.1153 93.23670 11.17728 0.56700
15 29.872 wW 0.1647 197.94600 15.95426 1,20378
16 30,796 VP 0.1032 7561,3%689 967,54639 45, 58315 GERANIAL
17 31.e21 W 0.0638 £12.12861 150.19077 3.72254.ACETATO DE GERANILA
18 31,569 Vv 0.0617 3562815 8.30731 0.21667
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
¢ {min] [min] [pa*s] [pa) s

mmmw | e mmmme || m——enne | rmennnces |mmm—nnecan {rrrreces |
19 31.689 vB 0.0674 165.78687 38.40071 1.00821
20 32,955 pB 0.0640 26.20255 6.50112 0.15935
21 34.574 BB 0.0655 1571.58081 370.10535 9.55731.GERANIOL
22 37,696 BB 0.0654 33.43771 7.89563 0.20335
23 39.314 BP 0.0788 73.15192 13.80200 0.44486
24 50.433 BB 0.0749 46.13606 9.80428 0.28057
25 50,970 pB 0.0775 38.34903 7.77787 0.23321

Totals : 1.64438e4 2777.19347

Results obtained with enhanced integrator!

¢++ End of Report ***
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CERTIFICADO DE ANALISE
Oleo Essencial de Horteld Pimenta {Mentha piperita)

FLORANANMDA IND. E COM. DE COSMETICOS E PRODUTOS MATURALS LTDA ME

LOTE 210802
DATA DE VALIDADE 01,2023
DATA DE FABRICACAOD 01,2021
ORIGEM iNDIA
METODO DE EXTRAGAD DESTILAGAD A VAPOR DAS FOLHAS
RESULTADO APROVADO

TESTE ESPECIFICACGES RESULTADOS
ASPECTO Liguioo oK
coR INCOLOR A AMARELD PALHA oK
oDoOR CARACTERISTICO oK
DENSIDADE {20%C) 0.890 - 0.910 0.B98
{NDICE DE REFRACAG [20°C) 1.450 - 1.470 1.450
ROTACAD OPTICA (20°C) -10° & -30° -23,9°

Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz, em recipiente

original bem wedado.
Nao contem OGM, nem foi utilizado para teste em animais.
Produto 100% puro, isento de solvente e diluente.

Sequndo RDC 481,99, ndo suscetivel & contaminacdo microbiologica.

Responsavel Técnica: Gorete Vieira de Sowza - CRQ 044100922

Produto certificado pelo IBD.
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CROMATOGRAFIA

Oleo Essencial de Horteld Pimenta (Mentha piperita)
Lote: 210802

Componentes %
Mentol 4276
Mentona 2477
Eucaliptol (1,8-cineol) 6,08
Acetato de metila 5,50
Neomentol 443
Isomentona 3.30
Limoneno 2,76
Beta cariofileno 2,12
Pulegone 0,76
Metofuran 1,67
Trans-hidrato de sabineno 0,13
Octanol-3 0,13
Isopulegol 0,10
Carvone 0.05
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Este documento apresenta uma cdpia idéntica da cromatografia disponibilizada pelo fornecedor.

CROMATOGRAFLA
Oleo Essencial de Manjericdo (Ocimum basilicumi)
Lote: 210503
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