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RESUMO

Dentre as culturas de relevante interesse econdmico para a fruticultura, destaca-se o
mamoeiro. Caracterizado pelo amadurecimento rapido e por ser muito perecivel, 0s seus
frutos possuem alta susceptibilidade a doengas causadas por fungos na pos-colheita. O seu
controle normalmente é feito através da utilizagdo de fungicidas, que quando usados
indevidamente apresentam grandes riscos ao ambiente e a saide humana. Assim, na busca por
reduzir esses efeitos, o uso de 6leos essenciais vem como um controle alternativo de doencas
na pos-colheita de frutos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o efeito
antifungico de dleos essenciais extraidos de plantas (Cymbopogon citratus, Lippia sidoides,
Ocimum micranthum e Ocimum gratissimum), no crescimento micelial de isolados de
Fusarium sp., agente causal de podrides em frutos de maméo. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com sete concentragcfes de quatro 6leos para cada isolado, com
trés repeticdes. Foi calculada a porcentagem da inibicdo do crescimento micelial e as médias
foram submetidas a analise de variancia e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. Imagens
de microscopia de luz foram utilizadas para visualizar o efeito dos tratamentos na germinacgéo
do isolado mais sensivel aos tratamentos. Os resultados obtidos indicaram que os Oleos
essenciais com efeito antifingico mais eficientes foram de L. sidoides, O. gratissimum, O.
micranthum e C. citratus, respectivamente. Os isolados apresentaram respostas distindas para

0Ss mesmos tratamentos, sendo o isolado LPPC 81 o mais sensivel aos 6leos.

Palavras-chave: Podriddo pds-colheita. Fusarium sp. Controle alternativo.



ABSTRACT

Papaya stands out among the crops of relevant economic importance for fruit production.
Characterized by rapid ripening and being very perishable, its fruits are highly susceptible to
diseases caused by post-harvest fungi. Their control is usually done through the use of
fungicides, which when used improperly lead to risks to the environment and to human
health. Thus, in the search for reducing these effects, the use of essential oils comes as an
alternative control of diseases in post-harvested fruits. The objective of this study was to
evaluate the antifungal effect of essential oils extracted from plants (Cymbopogon citratus,
Lippia sidoides, Ocimum micranthum and Ocimum gratissimum) on mycelial growth of
isolates of Fusarium sp., a causal agent of rot in papaya fruits. The experimental design was
completely randomized with seven concentrations of four oils to each isolate, with three
replicates. The percentage of mycelial growth inhibition was calculated, and the means were
submitted to analysis of variance and the Tukey test at 5% probability. Light microscopy
images were used to visualize the effect of the treatments on the germination of the isolate
more sensitive to the treatments. The results indicate that the most effective essential oils to
reduce mycelial growth were from L. sidoides, O. gratissimum, O. micranthum and C.
citratus, respectively. The isolates presented distinct responses for the same treatments, and

the LPPC 81 isolate was the most sensible to the oils.

Key words: Postharvest rot. Fusarium sp. Alternate control.
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1 INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma frutifera de relevante interesse econémico.
Em 2017, a producdo a nivel mundial de mamé&o chegou a 13 milhGes de toneladas, sendo o
Brasil o segundo maior produtor (FAO, 2017). Em 2016, a regido nordeste do pais foi
responsavel por 71% da producdo nacional, o Ceara se destaca nesse cenario por ser o terceiro
maior produtor brasileiro, ficando atrés apenas dos estados da Bahia e Espirito Santo (IBGE,
2016). Os principais polos de producdo de maméo no estado se concentram na regido do
Baixo Jaguaribe e Baixo Acaraud, em 2016 a producéo dessa regido chegou a 80.995 toneladas
(LUCENA, 2016).

O consumo do fruto se d& principalmente in natura, e por ser muito perecivel
devido ao rapido amadurecimento apds a colheita (LI et al., 2013), h4& uma busca por
alternativas que aumentem o seu periodo de vida util e reduzam as perdas pds-colheita
causadas por injurias e doencas.

Dentre as principais causas de perda pos-colheita destaca-se a elevada incidéncia
de podridGes, causados principalmente por doencas fungicas, dentre as quais se destacam
aquelas ligadas ao género Fusarium (SUZUKI et al., 2007). Em geral, esse patdgeno necessita
de um fator de pré-disposicdo para causar doenca, como ferimentos ou estar associado a
outros patogenos (NISHIJIMA, 1998), no entanto, além da grande frequéncia da doenca, este
género é comumente ligado a producdo de micotoxinas, danosas a salde de varios animais, 0
que torna este um grupo importante de fitopatégenos (KAMINSKI, 2017).

O controle da doenca normalmente é feito através da utilizacdo de fungicidas, no
entanto quando usados indevidamente estes produtos podem causar grande impacto ambiental
e a salde humana. Assim, na busca por reduzir esses efeitos diversos estudos tem sido
realizados na busca de compostos com atividade antifingica, dentre eles destacam-se 0s 6leos
essenciais (OLIVEIRA et al., 2018; SARKHOSH et al., 2018).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o efeito
antifungico de 6leos essenciais extraidos de plantas (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf,
Lippia sidoides Cham, Ocimum gratissimum L. e Ocimum micranthum Willd. (sin.: Ocimum
Campechianum Mill.), no crescimento micelial de isolados de Fusarium sp, agente causal de

podriddes em frutos de mamao.

2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Importéancia da cultura do mamoeiro

Com uma producao de mais de 40 milhdes de toneladas de frutas por ano, o Brasil
ocupa o terceiro lugar em produg¢do mundial, o setor emprega cinco milhdes de pessoas, 16%
do total das vagas do agronegodcio. De acordo com a Associacao Brasileira de Produtores e
Exportadores de Frutas e Derivados - ABRAFRUTAS (ABRAFRUTAS, 2018), as
exportacdes em 2018 devem somar US$ 920 milhdes e chegar a US$ 1 bi em 2019. Apesar da
expressiva quantidade produzida, o pais exporta apenas 3% do que produz (SEBRAE, 2018),
conforme a ABRAFRUTAS e o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento -
MAPA, para eles o pais precisa diversificar as exportagdes da fruticultura para ter mais
presenca global, pois considerando o periodo 2014-2016, apenas cinco produtos concentram
cerca de 75% do comércio exterior da cadeia: mangas, castanhas, meldes, limdes e uvas.

Nesse cenario, a cultura do mamoeiro (Carica papaya L.) se destaca por ser de
grande potencial. Considerando projecdes de producdo, consumo e exportagdo, apos a
melhoria das condi¢des de plantio, controle fitossanitario e investimentos logisticos na regido
Nordeste, principal produtora, o mamao brasileiro se apresenta competitivo no mercado
externo (SEBRAE, 2018).

O mamoeiro pertence a familia Caricaceae, tem origem na América Central e é
uma planta tipicamente tropical, disseminada praticamente em todo o territério nacional
(FARIAS et al., 1994). O género Carica se destaca entre 0s seis géneros conhecidos da
familia por incluir a espécie C. papaya, Unica produzida comercialmente.
(DROOGENBROECK et al. 2002).

O fruto é comercializado essencialmente na forma fresca, ja que é boa fonte de
calcio, excelente fonte de provitamina A e de acido ascorbico (vitamina C). Além disso, do
latex do fruto verde é extraida a papaina, enzima utilizada para os mais variados fins nas
indUstrias téxteis, farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos. Das folhas, dos frutos e das
sementes do mamoeiro é extraido também um alcaloide denominado carpaina, utilizado como
ativador cardiaco (SEBRAE, 2016).

Em 2017, a producdo mundial de mamao chegou a 13.050.749 toneladas. O Brasil
¢ um dos lideres do setor, sendo o segundo maior produtor mundial, responsavel pela
producéo de 1.424.650 toneladas no mesmo ano, o principal produtor, a india produziu cerca
de 5.699.000 toneladas (FAO, 2017).

A regido Nordeste do pais € responséavel por 71% da producao nacional. O Ceara
se destaca nesse cenario por ser o terceiro maior produtor brasileiro, com 110.520 toneladas

em 2016, ficando atras apenas dos estados da Bahia e Espirito Santo (IBGE, 2016). No Ceara
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0s principais polos de producdo de mamao se concentram na regido do Baixo Jaguaribe e
Baixo Acaral, em 2016 a produgdo dessa regido chegou a 80.995 toneladas (LUCENA,
2016).

2.2 Doencas fungicas em mamao na pos-colheita

O mamao, por ser um fruto climatérico, passa por profundas mudancas na fase de
amadurecimento, associadas ao etileno (LI et al., 2013). Caracterizado pelo amadurecimento
rapido e por ser muito perecivel, possui alta susceptibilidade a doencas pds-colheita. Os niveis
de incidéncia e severidade de doencas sdo usualmente tdo altos que o seu controle é
imprescindivel para se obter produgdes rentaveis e aceitaveis pelo mercado (SUZUKI et al.,
2007).

A cadeia produtiva de maméo enfrenta o desafio de manter o destaque na
producdo mundial sem ter a rentabilidade do produto prejudicada, para isso é necessario que
haja manutencdo da qualidade do produto mesmo perante as adversidades climéticas e
aumento da incidéncia de doencas, especialmente na pds-colheita (consideradas o principal
empecilho para exportacdo) (BOTEON, 2005). Dentre as 13 frutas e hortalicas acompanhadas
pelo Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea-Esalg/USP), 0 mamao
havai teve a maior queda de precos em 2017, de 70% em relacdo a 2016. Essas
desvalorizagOes estdo atreladas, dentre outros fatores, a maior incidéncia de doencas fungicas,
que afetam a qualidade da fruta e dificultam a comercializacdo (Hortifruti/Cepea, 2018).

Em doencas pos-colheita, a infeccdo geralmente ocorre devido a danos mecanicos na
superficie dos frutos ou por infeccdes latentes que sé se manifestam a medida em que o fruto
amadurece. Os agentes causadores dessas doencas apresentam caracteristicas comuns, que sdo
a capacidade de se estabelecerem no fruto imaturo e permanecerem em estado quiescente,
sem 0 aparecimento de sintomas, até que haja condi¢des para que o processo de infeccdo
tenha lugar (NERY-SILVA et al., 2001). Assim, ainda que estas doencas nao apresentem 0s
sintomas nas condigdes de campo, a doenga se manifesta posteriormente na fase de
embalagem, transporte e comercializacdo (ISTERIO, 1997).

Sao exemplos de doengas pos-colheita a antracnose, causada por Colletotrichum
spp. Corda, as podrid6es causadas por Aspergillus P. Micheli, Alternaria Nees, Cladosporium
Link, Cercospora Fresen, podriddo por Fusarium Link, por Phytophthora de Bary e por
Rhizopus Ehrenb (SNOWDON, 1990), além da podriddo peduncular, onde estdo envolvidos
um complexo de patogenos, incluindo Lasiodiplodia Ellis & Everh, Phoma caricae-papayae

(Tarr.) Punithalingam, Phomopsis caricae-papayae Petr. & Cif, Phytophthora palmivora
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Butler e Rhizopus stolonifer (Ehrenb., Fr.) Vuill. (DANTAS et al., 2003). Peres et al. (2000),
avaliando a incidéncia de patégenos flngicos associados a podriddo peduncular de mamao,

apontaram Fusarium como o género de maior ocorréncia no Brasil.

2.3 Espécies de Fusarium como agentes etiolégicos de doencas pds-colheita no mamao

Em geral, fungos do género Fusarium, causadores de podriddes em pos-colheita
necessitam de um fator de predisposi¢do no hospedeiro para iniciar a infeccdo (NISHIJIMA,
1998). Ocasionalmente, durante o armazenamento, frutos intactos podem se tornar
susceptiveis a penetragdo direta pelo fungo (SNOWDON, 1990), mas normalmente a
podriddo por Fusarium em mamao ocorre associada a lesGes causadas por outros patdgenos
ou ferimentos na epiderme que facilita sua entrada, por isso sdo considerados invasores
secundarios de lesdes causadas por outros agentes bidticos ou abidticos (REZENDE;
FANCELLLI, 1997).

Entretanto, diversas espécies do género, como F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg
e F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg produzem fumonisinas, que sdo micotoxinas
associadas a doencas em mamiferos, tais como leucoencefalomalacia em cavalos, edema
biossintese de esfingolipidios e ao aumento do risco de cancro esofagico em seres humanos
(KAMINSKI, 2017), o que faz deste um grupo de fungos importante como agentes causais de
podriddes de frutos.

A podriddo por Fusarium sp. foi inicialmente relatada em Israel, india, Filipinas e
Havai. O patégeno é habitante do solo, sobrevive por varios anos depois de introduzido
devido a sua capacidade saprofitica em matéria organica, produz estruturas de sobrevivéncia
(clamiddsporos) e ocasiona doencas em outras plantas hospedeiras (MATOS, 2012).

Os sintomas da enfermidade se expressam sob a forma de lesGes aquosas ou secas,
deprimidas, pequenas (15 mm), mas podem atingir 4 cm de didmetro, frequentemente
cobertas por micélio branco e compacto do patdégeno (OLIVEIRA et al., 2006). Associadas a
podriddo por Fusarium sp. em mamao diversas espécies patogénicas ja foram identificadas,
dentre as quais as mais comuns sdo F. solani (Mart.) Appel & Wollenw., F. equiseti (Corda)
Sacc., F. semitectum Berk. & Rav. e F. anthofhilum (A. Braun) Wollenw (SNOWDON,
2008).

O controle dessas doencas normalmente € realizado através da aplicagdo continua
de defensivos (fungicidas). No entanto, quando usados indevidamente causam consequéncias

indesejaveis, como, por exemplo, 0 aumento a selecdo de isolados resistentes dos patdégenos
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(CASTRO et al., 2009), efeitos nocivos para 0 meio ambiente e para a saude humana, o que
leva a uma crescente demanda por novas alternativas de controle (MORANDI; BETTIOL,
2009).

2.4 Oleos essenciais no controle de patdgenos causadores de podriddes pos-colheita de
frutos

Com o objetivo de encontrar alternativas que provoguem menor impacto
ambiental e a salde humana, diversos estudos tém sido conduzidos na busca de compostos
com atividade antifungica que possam substituir os fungicidas convencionais utilizados para
controle de podriddes e doengas pos-colheita (DEMARTELAERE et al., 2017; LOPES, L. F.,
2018; ZILLO, R. R., 2017). Dentre os resultados recentes de pesquisas com controle
alternativo destacam-se a utilizacdo de microrganismos antagonistas (HAILMI et al. 2017),
extratos de plantas (FREITAS et al., 2018), e uso de 6leos essenciais (OLIVEIRA et al.,
2018; REGMI e JAH, 2018; SARKHOSH et al., 2018).

Os Oleos essenciais sdo produtos naturais derivados de plantas, caracterizados
guimicamente como misturas complexas de compostos de baixo peso molecular, altamente
volateis, diferente dos Oleos fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas, obtidos
geralmente de sementes de oleaginosa (EDRIS, 2007). S&o compostos principalmente de
mono e sesquiterpenos e de fenilpropanoides, metabdlitos secundarios que conferem suas
caracteristicas organolépticas (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

De origem do metabolismo secundario das plantas, ndo sdo ligados diretamente a
producdo de compostos essenciais a sua sobrevivéncia, no entanto atuam como sinais de
comunicagdo quimica do reino vegetal, na atragdo de agentes polinizadores, de defesa contra
herbivoros, como reguladores da taxa de decomposicdo da matéria organica no solo e como
agentes antimicrobianos (CASTRO et al., 2004), o que tornam as plantas produtoras de
grande interesse na agricultura, por apresentarem atividades bactericidas, inseticidas e
fungicidas (WOLFFENBUTTEL, 2010).

No que diz respeito ao controle das podriddes pds-colheita do mamao, Barrera-
Necha et al. (2008) avaliaram a eficacia de nove Oleos essenciais para controlar C.
gloesporioides e verificaram que os 6leos essenciais de Cinnamomum zeylanicum Blume e
Syzygium aromaticum Merr. & L. M. Perry, em concentracdes de 50 pg mL™ foram eficientes
em controlar a antracnose, ja que a incidéncia foi de no maximo 13%. Enquanto que em outro
estudo, a incorporacgdo de 0leo essencial de tomilho nas concentracdes de 0,10 e 0,15% com

goma mesquita e cera de Euphorbia antisyphilitica Zucc reduziu o crescimento de R.
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stolonifer e C. gloerosporioides respectivamente em 40 e 100% no mamé&o cv. ‘Maradol’
(BOSQUEZ-MOLINA et al., 2010).

Dentre as plantas que caracterizam-se pela producdo de 6leos, e pela atividade
antimicrobiana destacam-se o Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, Lippia sidoides Cham,

Ocimum gratissimum L. e Ocimum micranthum Willd. (sin.: Ocimum Campechianum Mill.).

2.4.1 Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf — Capim limao

Cymbopogon citratus é originaria da India e largamente distribuida em varios
paises tropicais, dentre eles o Brasil. Pertence a familia Poaceae e se constitui numa planta
perene, que forma touceiras compactas e robustas, com rizoma semisubterraneo (Figura 1)
(COSTA et al., 2005).

Figura 1- Espécie vegetal Cy
2 \:..»'n‘\‘

mbopogon citratus.

Fonte: Floridata, 2004.

O oleo essencial é extraido principalmente de folhas frescas ou secas, sendo
largamente utilizado na industria farmacéutica e estudado por possuir propriedades
antimicrobianas, estas ligadas principalmente aos componentes a-citral (geranial) e B-citral
(neral) (ONAWUNMI; YISAK; OGUNLANA, 1984), que em geral sdo 0s seus principais
constituintes (KASALI; OYEDEJI; ASHILOKUN, 2001).

Diversos estudos verificaram resultados eficientes no uso deste 6leo no controle
de fitopatdgenos. Aquino et al. (2012) observaram que o 6leo foi eficiente no controle de
antracnose em frutos de maracuja na concentracdo de 6 uL.mL™. O arroz tratado com o 6leo
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essencial de capim-limdo pode ser usado na inibi¢cdo do crescimento micelial de Rhizoctonia
solani J.G. Kuhn e Sclerotium rolfsii Sacc. (GONCALVES et al., 2015).

Oliveira (2018) observou que o uso de revestimentos formados por combinacdes
sinérgicas de quitosana (5 mg.mL™) e 6leo essencial de C. citratus (0,15, 0,3 ou 0,6 uL.mL™),
diminuiram o desenvolvimento da lesdo de antracnose em goiabas, mangas e mamdes
inoculados com espécies de Colleotrichum. Em maméao, Carnelossi et al. (2009) relata que

este 6leo apresenta bons resultados no controle in vivo de C. gloeosporioides.

2.4.2 Lippia sidoides Cham — Alecrim pimenta

Lippia sidoides € um arbusto comumente encontrado no Nordeste brasileiro,
pertencente a familia Verbenaceae, popularmente conhecido como "Alecrim-pimenta” (Figura
2). Esta espécie produz dleo essencial que pode ser extraido de folhas (secas ou frescas), talos

ou caules, flores, cascas e raizes, e é rico em timol e carvacrol (COSTA et al., 2002).

Figura 2 - Espécie vegetal Lippia sidoides.

Fonte: Soares, 2011.

O seu OGleo essencial é alvo de diversos estudos na medicina e farmacologia em
funcdo das suas propriedades antissépticas, antimicrobianas e antioxidantes (LACOSTE et al.,
1966; COSTA et al., 2018).

Na agricultura, destaca-se por possuir atividade acaricida, larvicida e inseticida
(CARVALHO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2018), além de atividade antimicrobiana, contra
fungos como C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. (JUNIOR et al., 2009), C. musae
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(Berk. & M.A. Curtis) Arx (VIANA et al., 2012), Curvularia lunata (Wakker) Boedijn e S.
rolfsii (FERREIRA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 1998). Zillo (2017) avaliando o efeito de
trés diferentes dOleos essenciais no crescimento in vitro de C. gloesporioides do mamao,
observou que o Oleo de L. sidoides apresentou o melhor desempenho, com concentracdo
inibitéria minima de 125 ppm e nos ensaios in vivo mostraram 0s menores valores de

severidade da doenca.

2.4.3 Ocimum gratissimum L. - Alfavaca cravo

Ocimum gratissimum é um subarbusto lenhoso pertencente a familia Lamiaceae
tem como nome vulgar alfavaca-cravo (Figura 3). E originario da Asia e Africa e
subespontaneo em todo territério brasileiro (VIEIRA; SIMON, 2000). E comumente utilizado
no Brasil como tratamento de gripe, micoses, bronquite, tosse, resfriado e como diurético (DI
STASI, 2002).

Fonte: Rita de C. Pereira, 201.

O ¢leo essencial obtido da parte aérea dessa espécie pode ser classificado em trés
quimiotipos (eugenol, timol e geraniol) de acordo com seus constituintes principais (VIEIRA
et al., 2001). Esses compostos fendlicos possuem elevados potenciais antimicrobianos
(BURT, 2004). Passos et al. (2009) verificaram a acdo inibitoria do 6leo sobre as bactérias

Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, e Escherichia coli.
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Em se tratando de fitopatdgenos, Nascimento (2017) observou que este Gleo
essencial foi capaz de inibir totalmente o crescimento in vitro de C. gloeosporioides, isolado
do pimentdo, ndo permitindo a sua esporulagdo mesmo na menor concentracao testada, de
2500 ppm. A atividade antifungica desse 6leo também ja é conhecida na inibicdo do
crescimento micelial de A. alternata, L. theobromae, e C. gloeosporioides, isolados do
mamao (AMORIM, 2017).

2.4.4 Ocimum micranthum Willd. (sin.: Ocimum campechianum Mill.) — Alfavaca de
galinha

Nativa de regides tropicais e subtropicais da América, essa espécie também
pertence a familia Lamiaceae e é caracterizada morfologicamente como uma planta de ciclo
anual ou perene, de 10 a 60 cm de altura, formado de base lenhosa e ramos eretos. E
conhecida no nordeste brasileiro como alfavaca de galinha, alfavaca brava e manjericéo
(Figura 4) (HOLANDA; ALBUQUERQUE, 1998).

Fonte: Rita de C. Pereira, 2011.

E amplamente utilizada como condimento e na medicina popular, no tratamento
de tosses, bronquite e indigestdo (DI STASI, 2002). O oleo essencial extraido de folhas,
inflorescéncias e sementes da planta adulta sdo de grande interesse farmacoldgico por possuir
propriedades anti-inflamatorias e antiespasmadicas (PINHO et al., 2012), e para agricultura,

por possuir compostos com atividade antifungica conhecida. Amorim (2017) constatou a
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atividade bioldgica desse 6leo na inibi¢do total do crescimento in vitro de A. alternata, L.
theobromae, e C. gloeosporioides, isolados do maméo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de Quimica de Produtos
Naturais (LQPN) e Patologia P6s Colheita (LPPC), ambos localizados na Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza, Ceara.

3.2 Obtencao dos isolados de Fusarium sp.

Foram utilizados trés isolados de Fusarium sp.: LPPC 44, LPPC 68 e LPPC 81,
obtidos da Colecdo de Microorganismos de Interesse da Agroindustria Tropical (CMIAT).
Estes isolados foram obtidos a partir de frutos de mamédo com sintomas caracteristicos de
podriddo, sendo isolados e cultivados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), feito
isolamento monosparicos.

Os isolados foram identificados e preservados sob duas formas, pelo método de
Castellani adaptado por Figueiredo (1967) para fungos fitopatogénicos, sob temperatura de 10
°C, e em silica-gel, onde uma suspensédo de esporos do fitopatogeno foi distribuida sob a
silica-gel e em seguida mantida a temperatura de 10 °C (PERKINS, 2005).

Para a reativacdo dos isolados foram utilizadas placas de Petri contendo meio de
cultura BDA. Apos a reativacdo dos isolados e obtencdo da cultura, discos de 5 mm de
diametro foram retirados da borda da cultura pura e transferidos para o centro de novas placas
de Petri contendo meio BDA, e mantidos em temperatura média de 25 °C em camara tipo

BOD, com fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias.

3.3 Extracdo dos Gleos essenciais

As plantas utilizadas nos ensaios foram cultivadas no Horto de Plantas Medicinais
e Aromaticas, localizado na Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT) e a extracdo dos 6leos
essenciais foi realizada no Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais,
tambem localizado na CNPAT.

Para a extracdo, porgdes de folhas frescas das plantas foram colhidas pela manhg,
entre sete e oito horas, e procedeu-se com o seu beneficiamento em laboratério. Este consistiu

na retirada de impurezas e material danificado. As folhas foram cortadas e submetidas ao
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processo de hidrodestilagédo em sistema tipo Clevenger por 4 horas. Nesse processo, a amostra
foi imersa em agua e quando aquecida, o seu 0leo foi arrastado pelo vapor de agua passando
por um condensador, e por ser menos denso que a agua, se separa em uma escala volumetrica
adaptada ao equipamento.

Apo6s 4 horas de extracdo, os 6leos foram colhidos e centrifugados por dez
minutos a 2.000 rpm, aferidos os seus volumes, separados do hidrolato e tratados com sulfato
de sodio anidro (Na,SO,) para retirada da umidade restante (Figura 5). Por fim, foram
acondicionados em frascos de vidro ambar e armazenados sob refrigeracdo a 4 °C para

posterior analise cromatografica e ensaios (SANTOS et al, 2004).

Figura 5 - llustracdo resumida do processo de hidrodestilacdo e andlise de 6leo essencial (OE)
em CG-EM.

Espectro de massas do Eugencl

D@ e g

F

Cromagatograma do OE em CG-EM

- Centrifugacao por
10 min a 2500 rpm;
- Afericao de volume;
- Na,SO, e,

- Centrifugacao por
10 min a 2500 rpm.

Fonte: ACD/CheamSketch (Freeware).

Em paralelo a extracdo, 5 g do material vegetal de cada planta foram utilizados
para a determinacdo da umidade (adaptado de PIMENTEL et al., 2008). O material foi
emergido em 50 mL de ciclohexano, adicionado a um bal&o de fundo chato e acoplado a um
aparelho dean stark e condensador. Apos 3 horas de aquecimento por meio da manta
aquecedora, quantificou-se o volume de agua presente no material vegetal e calculou-se o

rendimento do 6leo essencial (Tabela 1).
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Tabela 1 - Massa (g), teor de umidade (%) e rendimento (%) dos 6leos essenciais obtidos das

espécies vegetais utilizadas nos ensaios.

Espécie Parte da Massa (g) Umidade (%)  Rendimento de OE*
Planta (%)
C. citratus Folhas 342,5 66,0 2,23
L. sidoides Folhas 200,0 68,0 1,09
O. gratissimum Folhas 190,0 74,0 2,83
O. micranthum Folhas 200,0 78,0 0,90

*Rendimento em base livre de umidade (BLU). Fonte: elaborada pela autora.

3.4 Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

Os oOleos essenciais foram caracterizados quimicamente através de cromatografias
a gas acopladas a espectrometria de massas (CG — EM) para identificacdo dos constituintes
quimicos dos 6leos essenciais e por cromatografia gasosa por deteccdo por ionizagdo em

chama (CG — DIC) para saber a proporcao destes constituintes.

3.4.1 Andlise por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas

As andlises por CG-EM foram realizadas com auxilio do Agilent modelo GC-
7890B /MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS
metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent) e gas carreador hélio com fluxo 1,00
mL.min-1 (8,8 psi). A velocidade foi linear constante de 36,8 cm.s™, com temperatura do
injetor de 250 °C, temperatura do detector 150 °C, temperatura da linha de transferéncia 280
°C. A programacéo do forno cromatogréafico foi a seguinte: temperatura inicial de 70 °C, com
rampa de aquecimento de 4 °C.min™ até 180 °C e acréscimo de 10 °C/min até 250 °C, ao
término da corrida (34,5 min).

A identificacdo dos compostos foi realizada pela anélise dos padrdes de
fragmentacdo exibidos nos espectros de massas com aqueles presentes na base de dados
fornecidos pelo equipamento (NIST, versdo 2.0 de 2008 — 287.324 compostos), bem como
atraveés da comparacgéo dos seus indices de retencdo com os de compostos conhecidos, obtidos
por injecdo de uma mistura de padrées contendo uma série homdloga de alcanos C7-C30,
EM, onde os espectros de massas obtidos foram comparados aos espectros existentes nas
bibliotecas da National Institute of Standards and Technology (NIST, versao 2.0, 2014).

3.4.2 Analise por Cromatografia Gasosa-Detector de lonizacdo em Chama
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As anélises por CG-DIC foram realizadas em um instrumento Shimadzu modelo
CG-2010 Plus, coluna RTX-5 metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), com modo de
injecdo com divisdo de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min™ (84,1
kPa), temperatura do injetor 250°C e temperatura do detector de 280 °C. A programacdo do
forno cromatogréfico foi com: temperatura inicial de 70 °C com rampa de aquecimento de 4
°C.min até 180 °C por 27,5 min, seguida por rampa de aquecimento de 10°C.min™ até
250°C, ao término da corrida (34,5min).

A identificacdo dos compostos foi realizada atraves da comparacdo dos seus
indices de retencdo com os de compostos conhecidos, obtidos por injecdo de uma mistura de
padrées contendo uma seérie homologa de alcanos C7-C30, e de dados da literatura. A
proporcéo de cada composto no éleo essencial foi calculada por normalizacdo das areas dos

respectivos picos.

3.5 Avaliacdo da atividade antifungica dos 6leos essenciais in vitro contra os isolados de
Fusarium sp.

A atividade antifungica dos Oleos essenciais foi avaliada in vitro, a partir da
adaptacdo da metodologia de Bosquez-Molina (2010), com os 6leos essenciais incorporados
em meio batata-dextrose-agar (BDA), em diferentes concentracdes (0 pL.L™ (controle), 250
pL.L?, 500 pL.L™, 750 pL.L?, 1000 pL.L ™, 1500 pL.L™ e 2000 pL.L™). Foram utilizados
trés isolados do género Fusarium: LPPC 44, LPPC 63 e LPPC 81.

Os oOleos essenciais e o dispersante Tween 20, na proporcdao 1:1, foram
adicionados ao meio de cultura BDA, nas concentragcfes citadas acima. Posteriormente, 0
meio de cultura contendo o tratamento foi distribuido em placas de Petri de 90 mm. Para o
tratamento controle, foi utilizado apenas meio de cultura BDA solidificado vertido em placas
de Petri sem a incorporacdo dos 6leos essenciais.

Apos a solidificagcdo do meio, um disco de micélio de 5 mm de didmetro, obtido
de coldnia pura cultivada por sete dias em meio BDA, com fotoperiodo de 12 h e temperatura
média de 25 °C, foi transferido para o centro de cada placa. As placas foram mantidas em
incubadoras do tipo BOD, a temperatura média de 25 °C sob fotoperiodo de 12 h.

A avaliagdo foi realizada ap6s 15 dias do inicio do ensaio, ou até que o tratamento
controle atingisse toda a superficie da placa. Para a avaliacdo utilizou-se um paquimetro

digital, medindo-se o crescimento micelial em dois eixos ortogonais.

3.6 Delineamento experimental e analise estatistica



23

Utilizou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), analisado no
esquema fatorial 7x3 (sete concentracOes X trés isolados) com trés repeticdes, onde cada placa
correspondeu a uma repeticdo. As médias de crescimento micelial obtidas no décimo quinto
dia foram utilizadas para a determinacéo da percentagem de inibicdo do crescimento micelial

(ICM%), de acordo com a equagéo 1.

ICM (%) = [(D. — Dy) / D] * 100]
Onde,
ICM - Inibig&o do crescimento (%);
Dc - Diametro da colonia do tratamento controle (mm);

Dt - Diametro da colénia dos tratamentos com 6leos essenciais (mm);
Equacdo 1. Célculo da inibicdo do crescimento micelial do patégeno.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do programa estatistico Sisvar versdo 5.6.

3.7 Visualizacdo do efeito dos oOleos essenciais em isolado de Fusarium sp. por
microscopia de luz

Para observar a interferéncia dos 6leos na germinacdo e crescimento inicial de
Fusarium sp. em microscopia de luz, foram selecionados dois éleos em suas concentracdes
mais eficientes e o isolado mais sensivel aos tratamentos, com base nos resultados obtidos nos
ensaios in vitro, e na analise estatistica.

Os oOleos essenciais e o dispersante Tween 20, na proporcdo 1:1, foram
adicionados ao meio de cultura BDA, nas concentracdes pré-estabelecidas. Apos isso, 0 meio
de cultura contendo o tratamento foi distribuido em placas de Petri de 90 mm. Para o
tratamento controle foi utilizado apenas meio de cultura BDA solidificado vertido em placas
de Petri, sem a incorporacdo dos 6leos essenciais. Apds solidificacdo do meio, adicionou-se
uma aliquota de 300 pL da suspensédo de esporos ajustada para a concentracéo de 1.10° mL™?,
e espalhadas na placa com auxilio de uma alca de Digralsky.

As amostras para visualizacdo foram retiradas nos tempos 0 (zero) e 24 (vinte e
guatro) horas apds esse procedimento. Amostras destinadas a analise somente ap6s 24 h
tiveram as placas lacradas com papel parafilme, e foram mantidas em incubadoras do tipo

BOD, a temperatura média de 27+2 °C, com fotoperiodo de 12 horas.



24

Para a visualizacdo em microscopio de luz, um cubo de aproximadamente 4 cm?
foi retirado do meio de cultura com o auxilio de um bisturi, e foram depositadas em laminas
estéreis. Em seguida, as laminas foram cobertas com laminulas de vidro estéreis e levadas ao
microscopio. As amostras foram analisadas em microscépio Zeiss AXIO, no aumento de
400X.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais

4.1.1 Capim liméo (C. citratus)

As analises de CG-EM/DIC do 6leo essencial de capim limdo indicam a presenca
de oito compostos (Tabela 3), sendo majoritario o citral, que é uma mistura dos isémeros o
geranial (47,74%) e neral (35,72%), e como composto secundario na composi¢do do 6leo, o
Mirceno et al., (13,9 %).

Tabela 3 - Composicdo quimica do Oleo essencial extraido de folhas de capim liméo
(Cymbopogon citratus).

Componente CG-MS CG-DIC
IK! IK? IK? Area (%)

Mirceno 993 990 997 13,90
B-(E)-Ocimeno 1057 1050 1054 0,18
Nao Identificado 1110 _ 1108 0,08
cis-Crisntenol 1172 1164 1171 0,85
(E)-Isocitral 1188 1180 1188 1,52
Neral 1246 1238 1252 35,72
Geranial 1275 1267 1281 47,74
TOTAL 100

!IK Tndice de Kovats calculado em CG-EM; °IK indice de Kovats da literatura; *IK Indice de Kovats obtido por
CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano); Percentual obtido por CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano).
Valores destacados em cinza correspondem aos compostos majoritarios. Fonte: Kirley Canuto, 2017.

Apesar do grande numero de fatores, bioticos e abioticos capazes de interferirem
na composicdo quimica do OAleo essencial, os resultados obtidos se assemelham aos
encontrados em outros estudos (BASSOLE et al., 2011; TCHOUMBOUGNANG et al.,

2005). Onawunmi et al. (1984) também observaram como constituintes majoritarios o citral,
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sendo representado pelos isémeros geranial (52,8%) e neral (36,65%) e como composto
secundario o mirceno (3,73%).

Mais recentemente, Bayala et al. (2018) encontraram valores proximos aos do
presente estudo, tendo o citral como componente principal com 82,55%, composto por
geranial (48,18%) e neral (34,37%). Diop et al. (2017) identificaram a predominéncia desses
contituintes tanto na anélise dos 6leos quanto de aguas florais obtidas dessa espécie. Barbosa
et al. (2008) ao avaliarem diferentes amostras verificaram variacdes de 40,7% a 75,4% no
total de neral e geranial, respectivamente. Os autores observaram também que o processo de
moagem das folhas reduziu significativamente (em até 68%) o teor de 6leo essencial, bem

como a porcentagem de mirceno nos 6leos.

4.1.2 Alecrim pimenta (L. sidoides)

As andlises de CG-EM/DIC do dleo essencial de alecrim pimenta indicam a
presenca de trinta e sete compostos (Tabela 4), sendo majoritarios o timol (60,19%), e-
cariofileno (10,11%) e o-cimeno (8,85%).

Tabela 4 - Composicdo quimica do 6leo essencial extraido de folhas de alecrim pimenta (L.
sidoides).

Componente CG-MS CG-DIC
IK! IK? K3 Area
(%)
a-Tujeno 933 930 938 1,08
a-Pineno 941 939 947 0,60
Sabineno 980 975 984 0,91
B-Pineno 984 979 990 0,32
Mirceno 993 990 996 1,70
Nao Identificado 1011 _ 1015 0,09
0-3-Careno 1016 1011 1021 0,13
a-Terpineno 1022 1017 1027 1,27
O-Cimeno 1030 1026 1035 8,85
Limoneno 1034 1029 1039 0,54
1,8-Cineol 1037 1031 1043 1,66
B-(Z)-Ocimeno 1042 1037 1054 0,19
y-Terpineno 1064 1059 1068 3,72
Néao Identificado 1074 1070 1077 0,23
trans-hidrato de Sabineno 1105 1098 1105 0,26
Ipsdienol 1153 1145 1153 1,16
Borneol 1172 1169 1178 0,05
Terpinen-4-ol 1183 1177 1188 0,75
a-Terpineol 1196 1188 1193 0,14

continua
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conclusdo

Componente CG-MS CG-DIC
IK! IK? IK? Area
(%)
Timol, metil éter 1239 1232 1242 0,81
Timol 1295 1290 1300 60,19
E-Cariofileno 1423 1419 1434 10,11
Aromadendreno 1443 1441 1453 0,48
a-Humuleno 1457 1454 1468 0,48
9-epi-(E)-cariofileno 1465 1466 1475 0,10
y-Gurjuneno 1480 1477 1488 0,11
Amorfa-4,7(11)-dieno 1484 1481 1491 0,28
N&o Identificado 1491 _ 1502 0,04
Biciclogermacreno 1498 1500 1510 2,19
y-Cadineno 1517 1513 1527 0,14
6-Cadineno 1527 1523 1535 0,25
Espatulenol 1581 1578 1592 0,26
Nao Identificado 1586 _ 1599 0,79
Nao Identificado 1595 _ 1608 0,12
TOTAL 100

!IK indice de Kovats calculado em CG-EM; ?IK indice de Kovats da literatura; *IK indice de Kovats obtido por
CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano); Percentual obtido por CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano).
Valores destacados em cinza correspondem aos compostos majoritarios. Fonte: Canuto, 2017.

Majolo et al. (2017) obtiveram resultados semelhantes, tendo como constituintes
principais o timol (76,6%) e o orto-cimeno (6,3%). Veras et al. (2017; 2012) encontraram
valores de timol de 84,9%.

Lima et al. (2011) identificaram como principais constituintes o carvacrol
(31,68%), p-cimeno (19,58%), 1,8-cineol (9,26%) e o PB-terpineno (9,21%). No presente
estudo a presenca de carvacrol ndo foi identificada, no entanto, € comum a presenca em
baixos niveis desse composto. Essa variacdo na producdo de metabolitos secundarios pode ser
explicada por alteracbes ambientais ou genéticas, como por exemplo a idade da planta
(SANTOS et al., 2015).

4.1.3 Alfavaca cravo (O. gratissimum)
O 6leo extraido das folhas de alfavaca cravo apresentaram como principais
constituintes o eugenol (68,96%) e o 1,8-cineol (18,96%), dentre os dezoito compostos

identificados nas andlises cromatograficas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Composicdo quimica do 6leo essencial extraido de folhas de Alfavaca cravo
(Ocimum gratissimum).

Componente CG-MS CG-DIC
IK! IK? IK? Area (%)
a-Pineno 941 939 947 0,61
Sabineno 979 975 984 0,52
B-Pineno 984 979 990 1,64
Mirceno 996 990 996 0,50
1,8-Cineol 1037 1031 1043 18,96
B-(Z)-Ocimeno 1041 1037 1054 0,33
y-Terpineno 1065 1059 1068 0,08
Nao identificado 1185 _ 1187 0,18
y-Terpineol 1199 1199 1199 0,47
Eugenol 1363 1359 1372 68,96
E-Cariofileno 1423 1419 1434 2,52
Nao identificado 1433 _ 1468 0,35
Nao identificado 1465 _ 1476 0,07
y-Gurjuneno 1484 1477 1494 0,88
B-Selineno 1489 1490 1499 2,91
a-Selineno 1497 1498 1509 1,01
TOTAL 100,00

!IK indice de Kovats calculado em CG-EM; %IK indice de Kovats da literatura; ’IK indice de Kovats obtido por
CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano); Percentual obtido por CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano).
Valores destacados em cinza correspondem aos compostos majoritarios. Fonte: Canuto, 2017.

Esse resultado diverge de alguns estudos precedentes, Burt (2009) identificou
como principais constituintes do 6leo de O. gratissimum o y-terpineno (21,9%), B-felandreno
(21,1%), limoneno (11,4%) e timol (11,2%).

Ja Silva (2009) encontrou valores de eugenol semelhantes aos encontrados neste
trabalho, variando de 52,6 a 89,2 %, e y-muuroleno (6,2- 35,3 %). O autor verificou ainda a
composicdo quimica do Oleo de acordo com a parte da planta destinada a extragdo,
verificando que os Oleos essenciais das inflorescéncias e talos tiveram seus rendimentos
influenciados pela estacdo de coleta, e uma pequena variagdo no teor de eugenol, presente no

0leo essencial das folhas.

4.1.4 Manjericdo (Ocimum micranthum)
As analises cromatogréaficas para o 6leo obtido de manjericdo indicam a presenca
de vinte e dois compostos (Tabela 6), sendo como principal o Eugenol (62,83%) e

secundarios o e-cariofileno (8,83%), B-alasqueno (7,11%) e Elemicin (8,10%).
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Tabela 6 - Composicdo quimica do 6leo essencial extraido de folhas de manjericdo (Ocimum
micranthum).

Componente CG-MS CG-DIC
IK! IK? K3 Area (%)

1,8-Cineol 1038 1031 1043 1,42
B-(Z)-Ocimeno 1045 1037 1054 0,03
Nao identificado 1111 _ 1104 0,63
6-Elemeno 1342 1338 1348 0,57
Eugenol 1363 1359 1372 62,83
p-Elemeno 1394 1390 1401 4,24
E-Cariofileno 1423 1419 1434 8,83
a-Humuleno 1457 1454 1468 1,82
9-epi-(E)-Cariofileno 1464 1466 1475 0,39
Nao identificado 1478 _ 1487 0,05
v-Muuroleno 1484 1479 1494 0,53
B-Selineno 1489 1490 1499 0,91
B-Alasqueno 1498 1498 1510 7,11
a-Selineno 1507 1498 1517 1,15
B-Bisaboleno 1511 1505 1520 0,24
Nao identificado 1521 _ 1533 0,14
Elemicin 1561 1557 1566 8,10
Espatulenol 1581 1578 1583 0,06
Nao identificado 1586 _ 1593 0,27
Viridiflorol 1594 1587 1599 0,57
Nao identificado 1660 _ 1668 0,09
TOTAL 100

!IK indice de Kovats calculado em CG-EM; ?IK indice de Kovats da literatura; *IK indice de Kovats obtido por
CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano); Percentual obtido por CG-DIC (coluna RTX-5 metilpolissiloxano).
Valores destacados em cinza correspondem aos compostos majoritarios. Fonte: Canuto, 2017.

Charles et al. (1990) ao caracterizarem 0 6leo essencial obtido a partir das folhas
de O. micranthum, observaram gue o eugenol e 1,8-cineol foram os compostos majoritarios.
Sacchetti et al. (2004) também observaram o eugenol como composto marjoritario (46,55 +
5,11%), sequido da presenga de B-cariofileno (11,94 £ 1,31%) e B-elemeno (9,06 £ 0,99%),
este Ultimo observado neste estudo em menor proporcao (4,24%), embora dentro do intervalo

citado.

4.2 Atividade antifungica dos 0leos essenciais in vitro
De forma geral, os resultados indicam que todos os 0leos essenciais interferiram
no crescimento micelial dos isolados de Fusarium sp., diferindo de acordo com a

concentracdo utilizada e o 6leo testado.
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4.2.1 Capim lim&o (Cymbopogon citratus)

O Oleo essencial de capim limdo apresentou a maior variagdo no crescimento
micelial dos isolados Fusarium sp., diante das diferentes concentragdes testadas (Tabela 7). A
maior concentragdo (2000 pL.L™) foi a Unica capaz de inibir totalmente o crescimento do
pat6geno, apenas para o isolado LPPC 81. As concentracdes de 1500 pL.L™ e 2000 pL.L™ ndo
diferiram significativamente entre si para o isolado LPPC 81.

Tabela 7 - Médias do Indice de inibicdo do crescimento micelial (ICM %) de isolados de
Fusarium sp. do mamao (LPPC 44, 68 e 81) com uso do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus.

Concentracéo Isolado (ICM %)
do 6leo (uL.L ™ LPPC 44 LPPC 68 LPPC 81
0 (controle) 0,00° 0,00° 0,00 °
250 -10,172 3,202 45,00
500 17,232 21,10°¢ 42,90 °
750 -0,132 8,66 " 30,60 ®
1000 -10,29 2 7,04 % 35,60 ®
1500 0,492 24,46 ¢ 81,60 ™
2000 4,242 36,96 ¢ 100,00 ¢
Desvio padréo 19,23 7,5 22,4
CV (%) 19,31 8,39 22,05

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estaticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Fonte: elaborada pela autora.

O oleo essencial ndo foi capaz de inibir o crescimento micelial do isolado LPPC
44 até a concentragdo de 2000 pL.L™?, em algumas concentracdes chegou a induzir o
crescimento do patdgeno. O 6leo também foi pouco eficiente em relacdo ao isolado LPPC 68,
obtendo 0 ICM% méximo de 36,96% na concentracdo maxima de 6leo testada.

Regmi e Jha (2018) em estudo com diferentes 6leos essenciais em diferentes
concentracdes observaram que o Oleo essencial de C. citratus teve a atividade antifungica
mais eficaz no controle de F. oxysporum obtido do mamdo, inibindo 100% do seu
crescimento micelial a partir da concentracdo de 40000 pL.L™. Na concentracdo mais baixa
(2500 pL.L™) e que mais se assemelha com o presente trabalho, o 6leo inibiu 69,79% do
crescimento micelial do patégeno. Isso indica que em concentragfes mais altas a atividade
antifangica do 6leo possivelmente seja mais eficiente no controle dos isolados testados.

Gongcalves et al. (2015) verificaram a acéo antifungica do 6leo de capim lim&o na
inibicdo do crescimento micelial de S. rolfsii, os autores obtiveram o melhor resultado de

inibicdo na concentracdo de 300 pL.mL™. Guerra et al. (2000) sugeriu que as propriedades
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antimicrobianas do 6leo essencial de C. citratus estavam relacionadas a presenca do citral, o
mirceno, outro componente desse 6leo ndo mostrou atividade antimicrobiana, mas quando
combinada com o citral apresentaram efeito sinérgico.

E possivel observar na Figura 6 uma mudanca de coloracdo dos isolados, além do

crescimento dos isolados em relagdo ao aumento da concentracdo do éleo no meio de cultura.
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Figura 6 - Efeito do 6leo essencial de Cymbopogon citratus em diferentes concentracées (0
pL.L™* (controle), 250 pL.L™, 500 pL.L*, 750 pL.L ™, 1000 pL.L™, 1500 uL.L™? e 2000
uL.L™) no crescimento micelial de trés isolados de Fusarium sp. do maméao aos 15 dias de
avaliacdo. (A) Isolado LPPC 44; (B) Isolado LPPC 68; (C) Isolado LPPC 81.

CONTROLE

o yL L “1500 wL1A

Fonte: elaborada pela autora.
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4.2.2 Alecrim pimenta (L. sidoides)

O dleo apresentou total inibicdo do crescimento micelial do isolado LPPC 83 a
partir da menor concentracdo testada de 250 pL.L™ (Tabela 8). O isolado LPPC 44 induziu
total inibicdo do crescimento a partir de 1500 pL.L™, entretanto néo diferiu significativamente
a partir de 500 puL.L™. O isolado LPPC 68 teve seu crescimento micelial inibido totalmente

em 750 e 2000 pL.L™, no intervalo entre estas concentrages apresentou pouco crescimento.

Tabela 8 - Médias do Indice de inibicdo do crescimento micelial (ICM %) de isolados de
Fusarium sp. do maméo (LPPC 44, 68 e 81) com uso do 0leo essencial de Lippia sidoides.

Concentracao do 6leo Isolado (ICM %)

(uL.L™Y LPPC 44 LPPC 68 LPPC 81

0 (controle) 0,00° 0,00 0,00°
250 46,17 ° 86,35 ° 100,00 °
500 89,62°¢ 72,14° 100,00 °
750 87,41° 100,00 ¢ 100,00 °
1000 85,92 ¢ 87,84 °¢ 100,00 °
1500 100,00 “ 94,00 ™ 100,00 °
2000 100,00 ¢ 100,00 ¢ 100,00 °

Desvio padrédo 19,23 7,5 22,4

CV (%) 19,31 8,39 22,05

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estaticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Fonte: elaborada pela autora.

Observa-se que na medida em que a concentracdo do 6leo aumenta, ha a presenca
de sélidos no meio, justificados pela cristalizagcdo do timol, principal componente do 6leo

essencial de L. sidoides (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides em diferentes concentraces (0 pL.L™
(controle), 250 uL.L™*, 500 uL.L™?, 750 uL.L™?, 1000 pL.L™, 1500 puL.L™? e 2000 pL.L™) no
crescimento micelial de trés isolados de Fusarium sp. do maméo aos 15 dias de avaliacéo. (A)
Isolado LPPC 44; (B) Isolado LPPC 68; (C) Isolado LPPC 81.

CONTROLE

CONTROLE

Fonte: elaborada pela autora.
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Diversos estudos tém obtido resultados favoréveis no controle in vitro de
fitopatogenos com o uso desse Oleo. Oliveira et al. (2016) em estudo no controle de
antracnose da banana (C. musae) observaram que o extrato e 6leo essencial de L. sidoides foi
tdo efetivo quanto o controle quimico em inibir o crescimento do patégeno em 100 %, em
todas as concentracdes testadas.

Gongalves et al. (2015), também observaram a total inibicdo do crescimento
micelial in vitro de de R. solani e S. rolfsii com o uso de L. sidoides & 400 pg mL™. Além
disso, em teste com um dos constituintes majoritarios, o carvacrol, verificou-se que este foi
mais efetivo que o 6leo essencial, havendo auséncia de crescimento micelial de R. solani e de

S. rolfsii na concentracéo de 200 pg mL™.

4.2.3 Alfavaca cravo (Ocimum gratissimum)

O O6leo essencial de alfavaca cravo (O. gratissimum) inibiu totalmente o
crescimento dos trés isolados na concentracdo mais alta. Os isolado LPPC 44 e 68
apresentaram resultado significativamente igual a partir de 750 pL.L™. O isolado LPPC 81
teve seu crescimento inibido totalmente a partir de 500 pL.L™, e para a concentracdo mais
baixa, de 250 pL.L™, obteve um percentual de ICM de 27,97%, diferindo estaticamente das

demais concentracdes (Tabela 9).

Tabela 9 - Médias do Indice de inibicdo do crescimento micelial (ICM %) de isolados de
Fusarium sp. do mamdo (LPPC 44, 68 e 81) com uso do 6leo essencial de Ocimum
gratissimum.

Concentrac&o do 6leo Isolado (ICM %)

(uL.Lh LPPC 44 LPPC 68 LPPC 81

0 (controle) 0,00° 0,00 0,00°

250 1,282 14,88 ° 27,972
500 74,11° 55,68 ° 100,00 °
750 86,25 o 94,36 ¢ 100,00 °
1000 81,82 96,18 ¢ 100,00 °
1500 86,02 o 100,00 ¢ 100,00 °
2000 100,00 ¢ 100,00 ¢ 100,00 °

Desvio padrédo 19,23 7.5 22,4
CV (%) 19,31 8,39 22,05

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estaticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Fonte: elaborada pela autora.

O eugenol, componente majoritario do 6leo (68,96%), possui elevado potencial

antimicrobiano, o que pode ser explicado pela natureza acida do grupo hidroxila, que forma
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uma ligacdo de hidrogénio com o centro ativo das enzimas dos microrganismos, prevenindo a
acdo enzimaética do patdgeno (BURT, 2004). Dessa forma, pode-se inferir que este composto
é grande responsavel pelos resultados obtidos neste estudo, ndo excluindo a possibilidade do
efeito sinérgico entre os componentes presentes em menores concentracdes no 6leo essencial.

Por ter propriedades ndo mutagénicas e ndo cancerigenas, o eugenol é considerado
como seguro pela Organizagdo para Alimentacdo e Agricultura das Nagdes Unidas (RAJA et
al., 2015), o que o torna um interessante composto no que diz a respeito a utilizacdo no
controle de doencas pés colheita de frutos.

A medida em que a concentracdo do 6leo aumenta, ha o aumento da inibi¢do do

crescimento micelial dos isolados (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito do oOleo essencial de Ocimum gratissimum em diferentes concentracdes (0O
pL.L™* (controle), 250 pL.L™, 500 pL.L™*, 750 pL.L ™, 1000 pL.L™, 1500 uL.L™? e 2000
uL.L™) no crescimento micelial de trés isolados de Fusarium sp do mamé&o aos 15 dias de
avaliacdo. (A) Isolado LPPC 44; (B) Isolado LPPC 68; (C) Isolado LPPC 81.

1000 pLL* 1500 u2,18

CONTROLE

2000 pLL-t

CONTROLE

Fonte: elaborada pela autora.
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4.2.4 Manjericdo (Ocimum micranthum)

O 6leo essencial de manjericdo também apresentou inibigdo total do crescimento
de todos os isolados na concentracdo mais alta. O isolado LPPC 44 teve seu crescimento
micelial inibido a partir de 750 puL.L™. Ja o isolado LPPC 81 teve seu crescimento micelial
inibido totalmente a partir da segunda concentracdo testada, de 500 pL.L™ e para a
concentracdo mais baixa, de 250 pL.L™, inibiu cerca de 25,62% do seu crescimento micelial,

sendo a Unica concentracdo a diferir estaticamente das outras (Tabela 10).

Tabela 10 - Médias do indice de inibi¢do do crescimento micelial (ICM %) de isolados de
Fusarium sp. do maméo (LPPC 44, 68 e 81) com uso do 6leo essencial de Ocimum
micranthum.

Concentracéo do 6leo Isolado (ICM %)

(uL.Lh LPPC 44 LPPC 68 LPPC 81

0 (controle) 0,002 0,00° 0,00°

250 -6,38° 10,99° 25,622
500 51,79° 67,89°" 100,00°
750 84,65°¢ 80,76°¢ 100,00°
1000 82,67°¢ 90,00°¢ 100,00°
1500 84,92°¢ 96,13 % 100,00°
2000 100,00°¢ 100,00 100,00°

Desvio padrédo 19,23 7,5 22,4
CV (%) 19,31 8,39 22,05

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem estaticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Fonte: elaborada pela autora.

Observa-se 0 crescimento micelial dos isolados em funcdo das diferentes
concentracdes do Oleo destaca-se que a solidificacdo de cristais a medida em que a
concentracdo de 6leo aumenta (Figura 9) e a mudanca na coloracéo do isolado, possivelmente
em resposta ao estresse induzido pela acdo do 6leo. F. oxysporum e F. sp. passiflora
apresentaram comportamento semelhante quando tratados com fungicidas, que induziram,
antes do inicio do crescimento micelial uma mudanca de coloracdo do meio de cultura para a
cor salmdo (BATISTA, 2002).



38

Figura 9 - Efeito do 6leo essencial de Ocimum micranthum em diferentes concentracdes (O
pL.L™* (controle), 250 pL.L™, 500 pL.L™*, 750 pL.L™?, 1000 pL.L™, 1500 uL.L™? e 2000
uL.L™) no crescimento micelial de trés isolados de Fusarium sp do mamao. (A) Isolado LPPC
44; (B) Isolado LPPC 68; (C) Isolado LPPC 81.

1000 pL.1¢

CONTROLE

1000 pLIA

Fonte: elaborada pela autora.
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4.3 Avaliacdo do efeito dos 6leos essenciais em isolado de Fusarium sp. por microscopia
Otica

Os resultados obtidos através das imagens de microscopia de luz para o isolado
mais sensivel aos tratamentos (LPPC 81) e os dois 6leos em duas concentracbes mais
eficientes (L. sidoides em 250 pL.L™* e 500 pL.L™; O. gratissimum em 500 pL.L™ e 750
uL.L™") demonstram que no tratamento controle (apenas meio de cultura BDA), os conidios
germinaram normalmente apdés 24 horas (Figura 10A), e no tempo zero apresentavam
caracteristicas morfoldgicas tipicas do género Fusarium com conidios de formato fusdide a
subulado e pontiagudos nas extremidades, com as paredes finas e trés septos (LESLIE;
SUMMERELL, 2008).

Porém, no restante dos tratamentos, especialmente nas concentracdes mais altas
dos 6leos de L. sidoides e O. gratissimum (Figuras 10C e 10E), 24 horas apds o tratamento,
observa-se que essas células tiveram a germinacdo e o desenvolvimento micelial severamente

prejudicados quando comparadas ao tratamento controle.
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Figura 10 - Efeito dos 6leos essenciais na germinacdo e desenvolvimento inicial de isolado
(LPPC 81) de Fusarium sp., causador de podriddo em mamao apds 0 horas (coluna esquerda)
e 24 horas (coluna direita), da aplicacdo do tratamento, onde A - Tratamento controle (BDA);
B — BDA + L. sidoides (250 puL.L™); C — BDA + L. sidoides (500 pL.L™); D — BDA + O.
gratissimum (500 uL.L™?); e E— BDA + O. gratissimum (750 uL.L™).

Continua...



Continuacéo...

Fonte: elaborada pela autora.
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De acordo com S& et al. (2018) a grande maioria dos compostos aromaticos e
fendlicos exerce seus efeitos antimicrobianos diretamente na membrana citoplasmatica,
provocando alteracfes na sua estrutura e funcgdes, assim a acdo antifungica dos 6leos pode
estar diretamente ligada a atuacdo de componentes dos 6leos essenciais na parede celular dos
isolados.

Os compostos minoritarios podem apresentar fun¢des importantes na acdo fungicida
ou fungistastica como a penetracdo na célula, atracdo lipofilica e hidrofilica, fixacdo na parede e
membrana celulares (BAKKALI et al., 2008).

Em estudo com o eugenol e o timol, compostos majoritarios dos 6leos essenciais
de O. gratissimum e de L. sidoides, Ahmad et al. (2010) sugeriram que estes dois compostos
podem exercer sua acao antifungica atravées da inibicdo de bombas de efluxo (H+ATPase) na
membrana celular flngica, causando acidificacdo intracelular e posteriormente a morte, o0 que
justifica em parte os resultados obtidos neste estudo, em que se observou a acdo fungicida

para o crescimento micelial e germinacéo do isolado.

5 CONCLUSAO

Os oleos essenciais foram eficientes em inibir o crescimento micelial dos isolados
de Fusarium sp., do mamao, sendo mais eficientes os 6leos de L.sidoides, O. gratissimum, O.
micranthum e C. citratus, respectivamente. Os isolados apresentaram respostas distindas para

0Ss mesmos tratamentos, sendo o isolado LPPC 81 o mais sensivel.
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