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Resumo

O fungo Thielaviopsis basicola (Berk. & Br.) Ferr é responsavel por grandes perdas econémicas em diversas culturas
agricolas. O uso de dleos essenciais € uma técnica de controle alternativo de doencas fitopatogénicas. Este trabalho
teve por objetivo caracterizar os compostos bioquimicos de dleos essenciais extraidos de folhas de Eugenia uniflora L
(Pitanga) e Psidium cattleianum ‘Sabine (Araca Vermelho) e avaliar se concentracdes crescentes desses leos essenciais
aumentam a inibicao do crescimento do fitopatégeno T. basicola. A caracterizacdo dos compostos bioquimicos ocor-
reu pela analise em GC/MS em cromatdgrafo gasoso. Para o teste in vitro foram utilizadas concentracées de 0,1%,
1,0% e 1,5% de cada 6leo essencial extraido, sendo este diluido em meio BDA mantendo-se um tratamento controle
(auséncia dos dleos essenciais). Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. As placas
foram incubadas por 19 dias a 25°C. As avaliacbes foram realizadas através de medicdes dos didmetros das coldnias.
Verificou-se inibicao de crescimento do fungo nas concentracdes de 1,0% e 1,5% para ambos os dleos testados. Os
resultados obtidos neste estudo demonstram que shiobunona e espatulenol sao os compostos bioquimicos com maio-
res concetracoes em 6leo essencial de folhas de E. uniflora, enquanto |.8-cineol é o composto bioquimico com maior
concetragdo em Oleo essencial de folhas de P. cattleianum. Ainda, os resultados obtidos confirmam a eficacia dos 6leos
essenciais no controle do crescimento de T. basicola, onde concentracdes crescente desses 6leos essenciais aumentam
ainibigao do crescimento desse fungo.

Palavras-chave: Controle Alternativo. Oleos Essenciais. Hortalicas. Inibicao Fungica.
Abstract

Antifungal in vitro activity of essential oils of Eugenia uniflora e Psidium cattleianum against phytopathogen
Thielaviopsis basicola

The fungus Thielaviopsis basicola (Berk. & Br.) Ferr is responsible for large economic losses in various agricultural
crops. The use of essential oils is an alternative control technique for phytopathogenic diseases. This work aimed to
characterize the biochemical compounds of essential oils extracted from leaves of Eugenia uniflora L (Pitanga) and
Psidium cattleianum Sabine (Araga Vermelho) and to evaluate if increasing concentrations of these essential oils increase
the inhibition of T. basicola phytopathogen growth. The characterization of the biochemical compounds occurred
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by GC / MS analysis in a gas chromatograph. For the in vitro test, concentrations of 0.1%, 1.0% and 1.5% of each
extracted essential oil were used, being diluted in BPA medium maintaining a control treatment (absence of the essential
oils). A completely randomized design with five replications was used. Plates were incubated for 19 days at 25 ° C. The
evaluations were carried out by measurements of the diameters of the colonies. Growth inhibition of the fungus at
concentrations of 1.0% and 1.5% was verified for both oils tested. The results obtained in this study demonstrate that
shiobunone and spatulenol are the biochemical compounds with the highest concentrations in essential oil of leaves of
E. uniflora, while 1.8-cineol is the biochemical compound with the highest concentration in essential oil of leaves of P.
cattleianum. Furthermore, the results confirm the efficacy of the essential oils in controlling the growth of T. basicola,
where increasing concentrations of these essential oils increase the inhibition of growth of this fungus.

Keywords: Alternative Control. Essencial oils. Vegetables. Fungal Inhibition.
Introducao

O fungo fitopatogénico T. basicola é responsavel por grandes perdas econémicas, em especial
nas culturas de alface, rucula, citros, soja, cenoura, ervilha, feijao e pepino (O’BRIEN & DAVIS, 1994).
Plantas de alface e rucula infectadas pelo patégeno na fase inicial do crescimento apresentam lesdes
amarronzadas nas raizes principais, que vao aumentando de tamanho e assumem coloragao enegrecida
ocorrendo reducao de crescimento das plantas infectadas e nas horas mais quentes do dia, as plantas
murcham, sintomas conhecidos como murchadeira da alface e podridao negra da raiz. Quando a infec-
cio acontece na fase inicial do desenvolvimento, observa-se tombamento seguido de morte (YANEZ,
2005). Espécies do género Thielaviopsis causam podridées em varias culturas e estao distribuidas por
muitos paises (OVERSTREET & MCGAWLEY, 2001).

A utilizagao de fungicidas tem se mostrado eficaz no controle do fungo Thielaviopsis, porém estes com-
postos podem causar danos a saiide do ser humano e ao meio ambiente. Nesse sentido, a utilizacao de éleos
essenciais, caracterizados como os elementos volateis contidos em muitos 6rgaos vegetais, tem se constitui-
do em uma alternativa interessante para o controle de fitopatégenos, em especial por apresentarem baixa
toxicidade e possuirem grande potencial para substituir o uso dos fungicidas sintéticos devido a suas proprie-
dades antiflingicas, antibacterianas e inseticidas (SIQUI et al., 2000; FENG; ZHENG, 2007; KNAAK; FIUZA,
2010; LEE et al., 2008). A exploracado da bioatividade antimicrobiana utilizando estes metabdlitos secundarios
vegetais constitui, desse modo, mais uma forma potencial para o controle de doencas em plantas cultivadas
(SCHWAN-ESTRADA & STANGARLIN, 2005).

Os dleos essenciais constituem misturas complexas de substancias organicas volateis, constituidos de
compostos oxigenados e hidrocarbonetos, como os sesquiterpenos e monoterpenos, sendo que esses Ul-
timos compostos predominam e sua composicao apresenta variacdo dependendo das espécies de plantas
(NERIO et al., 2010; PRABUSEENIVASAN et al., 2006; SIQUEIRA et al., 2007). Neste contexto, os éleos
essenciais formam um dos grupos de compostos naturais com maior potencial para o desenvolvimento de
produtos para controlar doencas de plantas (FENG; ZHENG, 2007; KNAAK; FIUZA, 2010).

A familia Myrtaceae é encontrada nas florestas brasileiras, muitas espécies sao cultivadas devido seus
frutos comestiveis. As folhas da maioria das espécies contém consideraveis quantidades de substéncias
volateis (CRAVEIRO et al., 1981). Planta nativa do Brasil, a pitangueira E. uniflora, tem seu desenvolvi-
mento em regides de clima tropical e subtropical, valorizada pelo seu fruto. A pitangueira é encontrada
desde o Brasil Central até o norte da Argentina (BEZERRA et al. 2000). Os éleos essenciais e extratos
derivados das plantas de E. uniflora apresentam composicao quimica diversa e podem ser extraidos de
suas folhas, frutos, caules, flores e raizes (DA COSTA, 2009) os quais sdao produzidos em varios sitios no
interior da célula e sao armazenados principalmente nos vactolos e nos tricomas glandulares (BAKKALI
et al., 2008). Segundo Schapoval et al. (1994) as folhas da E. uniflora sao ricas em éleos essenciais con-
tendo citronelol, geraniol, cineol e sesquiterpenos.

O araci, P. cattleianum é nativo do Brasil, pertence ao género Psidium e a familia Myrtaceae, é encon-
trado desde o estado do Rio Grande do Sul, passando por Minas Gerais e chegando a regido norte (FETTER
et al,, 2010). A espécie apresenta compostos fendlicos, acido ascérbico e carotenos. Estes compostos auxi-
liam, no aumento da protecao contra oxidacao celular, atividade antimicrobiana e anti-carcinogénica (PRO-
TEGGENTE et al., 2002; SUN et al., 2002).
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O objetivo com esse trabalho foi caracterizar os compostos bioquimicos de éleos essenciais extraidos
das folhas de E. uniflora (Pitanga) e P. cattleianum (Aracad Vermelho) e avaliar se as concentracdes crescentes
desses 6leos essenciais que inibem crescimento e desenvolvimento do fitopatégeno T. basicola.

Material e Métodos

Para a realizagdo do presente estudo foram utilizadas folhas de E. uniflora e P. cattleianum coletadas na
localidade do |5 da Graciema, pertencente a Bento Gongalves (Bento Gongalves — RS). As folhas foram secas
em estufa a 40°C, e apds, utilizadas para a extracao dos 6leos essenciais pelo método de arraste por vapor.
Esse método consiste em passar vapor a temperatura de aproximadamente |00°C por um leito fixo de massa
verde de planta aromadtica, interno a um vaso extrator.

Para identificacio dos componentes quimicos, foi realizada analise em GC/MS em cromatografo gaso-
so acoplado a detector seletivo de massas Hewlett Packard 6890/MSD5973, equipado com software HP
Chemstation e espectroteca Wiley 275. Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-Innowax (30 m
x 250 m) 0,50 m espessura de filme (Hewlett Packard, Palo Alto, USA). Além disso, foi utilizada coluna capilar
de silica de acordo com Agostini et al. (2009).

O fungo utilizado para os ensaios in vitro foi T. basicola (012/17), conservado na Micoteca do Labora-
torio de Fitopatologia da Universidade de Caxias do Sul em meio (BDA). Foi avaliado o desenvolvimento ou
inibicao de T. basicola em diferentes concentracdes dos 6leos essenciais, utilizando meio de cultura BDA. As
concentracdes para os 6leos essenciais de Pitanga foram 0,1 e 1,0% e para Araca vermelho foram de 0,1,
1,0 e 1,5%. Aos meios com 6leo foi adicionando Tween 20 (1:1) para emulsificar, sendo diluidas em meio
BDA autoclavado e fundente (120°C), sob condicdes assépticas. Volumes iguais do meio de cultura, com as
diferentes concentracdes dos 6leos testadas foram vertidas em placas de Petri e, logo apés solidificacao do
meio, foram inoculados com um disco de 5 mm de diametro de agar colonizado com micélio de T. basicola
com |5 dias de desenvolvimento. A incubacao foi feita em B.O.D com temperatura de 25°C e fotoperiodo
de 12 horas, durante |9 dias. Foram efetuadas sete medicées do didmetro das col6nias durante os |19 dias
utilizando paquimetro digital, tendo como referéncia o desenvolvimento da placa controle contendo o fungo
desenvolvido em meio BDA, sem adicdo dos 6leos essenciais. Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica por Analise de Variancia (ANOVA) com p=< 0,05 seguido pelo teste de Tukey e pelo teste de
Kruskal-Wallis utilizando o software SPSS 21.0 for Windows.

Resultados e Discussoes

O dleo extraido das folhas de E. uniflora, rendeu em média 0,31% (mL/1000g de folhas secas), ten-
do como compostos majoritarios shiobunona (17,45%), espatulenol (14,65%), 3 -felandreno (5,64%), a
-bisabolol (4,23%) e epiglobulol (4,06%) (TABELA |). Morais et al. (1996) isolaram e identificaram o éleo
essencial, obtendo um rendimento de 0,74%, do qual os componentes majoritarios foram selina-1,3,5(11)
-trien-8-ona (48,52%) e oxidoselina-1,3,7(1 I)-trien8-ona (17,33%), compostos presentes nas folhas como:
monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos (ALICE et al., 1991; WAZLAWIK et al., 1997). Garcia (2018)
utilizou o mesmo processo de extragao do éleo essencial deste estudo, obteve em suas analises o composto
elixeno (24,47%), gama-elemeno (24,16%), B —cariofileno (2,35%) e germacreno-D (5,88%), sendo que
estes compostos foram verificados neste estudo, porém apresentaram concentracées menores (TABELA 1).

O dleo extraido das folhas de Psidium cattleianum rendeu, em média, 0,323% (mL/1000g de folhas se-
cas), do qual, |1,8-cineol (33,88%), espatulenol (7,76%), Cis- 3 -ocimeno (6,45%), linalol (4,97%) e a -pine-
no (4,91%) foram os componentes mais abundantes (TABELA [). Soliman et al. (2016) em suas analises iden-
tificou trinta e um compostos, sendo o 3-cariofileno (28,83%) o principal sesquiterpeno identificado, seguido
de a-pineno (28,00%). Ja Garcia (2018) encontrou os compostos majoritarios: 3 -cariofileno (20,40%), a
—pineno (10,10%), A-cadineno (7,38%) e germacreno D (7,21%), da classe dos sesquiterpenos, e o cons-
tituinte a-pineno (10,10%), pertence aos monoterpenos. Adebajo et al. (1989), com estudos anteriores
concluiu que a composicao dos éleos essénciais varia qualitativamente e quantitativamente, dependendo da
estacio do ano, o que corrobora com os dados do presente estudo.

O dleo essencial de E. uniflora apresentou inibicao do crescimento micelial do patégeno T. basicola
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com a concentracao de |1,0% desde o primeiro dia avaliado, mantendo esse resultado no décimo nono
dia da avaliagio, no qual o controle apresentou crescimento normal. A concentracao de 0,1% nao mos-
trou inibicao significativa (FIGURA ).

O ¢leo essencial de Psidium cattleianum apresentou inibicdo do crescimento micelial de T. basicola com
as concentracgoes de 1,0 e 1,5%, do primeiro ao Gltimo dia de avaliagdo. A concentracdo de 0,1% nao apre-
sentou inibicao significativa (FIGURA 2).

Tabela |. Compostos majéritarios dos éleos essenciais de Eugenia uniflora e Psidium cattleianum.

Compostos Concentracao (%)
Eugenia uniflora Psidium cattleianum
a-felandreno 0,16 -
Mirceno 0,57 2,92
a-terpineno 0,16 111
Limoneno 0,19 1,88
| .8-cineol 0,20 33,88
B-felandreno 5,64 0,65
a-ocimeno 0,44 -
cis-B-ocimeno 1,00 6,45
I-hexanol 0,33 -
3-hexen-1-ol 2,94 0,83
[-cariofileno 0,15 -
Aromadendreno 0,97 -
germacreno-D 2,11 -
a-selineno 1,58 -
a-muuroleno 1,01 -
D-cadineno 0,68 -
Calameneno 0,20 -
Shiobunona 17,45 -
Epiglobulol 4,06 -
Globulol 3,04 -
Espatulenol 14,65 7,76
Cadaleno 1,89 -
a-bisabolol 4,23 -
a-pineno - 4,91
a-tujeno - 1,03
Canfeno - 0,21
B-pineno - 0,37
4-careno - 0,28
trans-3-ocimeno - 3,65
o-cimeno - 0,60
p-cimeno - 3,33
D-terpineno - 0,49
6-metil-5-hepten-2-ona - 0,57
trans-6xido de limoneno - 0,09
-cubebeno - 0,10
Linalol - 4,97
trans-0-bergamoteno - 2,39
a-terpineol - 2,86
Cuminal - 0,22
6xido de cariofileno - 0,28
Viridiflorol - 0,45
juniper canfora - 0,35
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Em estudos anteriores, foi possivel verificar que os 6leos essenciais de E. uniflora e P. cattleianum
demonstraram atividade antifingica (CASTRO et al., 2015). Santos (2016) comparou os éleos essenciais
de cinco espécies da familia Myrtaceae (Pitanga, Goiaba, Grumixama, Jameldao e Aracd) para atividade
antifingica, utilizando o fungo patégeno Fusarium oxysporum. Os resultados obtidos por Santos (2016)
apresentaram inibicao significativa do crescimento micelial do patégeno, somente o éleo essencial de
goiaba nao apresentou significancia, porém os éleos de Pitanga e Aracé apresentaram inibicao de 66,5% e
33,4% respectivamente. Soliman et al. (2016) verificaram atividade antimicrobiana, porém menos acen-
tuada no controle de fungos com relacido ao 6leo essencial de Araca. Garcia (2018) verificou atividade
antimicrobiana para os dleos essenciais de Eugenia uniflora e Psidium cattleianum devido a composicao
quimica que possuem. Na literatura consta que os 6leos essenciais de espécies da familia Myrtaceae
possuem atividade antimicrobiana e potencial antifingico frente a fitopatégenos (BRUN & MOSSI, 2010;
COSTA et al., 2010; LAGO et al., 201 1; VICTORIA et al., 2012), esse estudo sinaliza por primeira vez
atividade antifingica dos 6leos essenciais de E. uniflora e P. cattleianum nao relatada contra o pato-
geno Thielaviopsis basicola.
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Conclusao

Shiobunona e espatulenol sdo os compostos bioquimicos com maiores concetracdes em 6leo essencial
de folhas de E. uniflora, enquanto |.8-cineol é o composto bioquimico com maior concentragao em dleo
essencial de folhas de P. cattleianum.

As concentragbes que induziram a inibicdo in vitro do fungo foram 1,0% para E. uniflorae 1,0 e 1,5%
para P. cattleianum.

Apesar dos dados obtidos, se faz necessaria a realizacao de estudos mais detalhados para utilizacao des-
tes 6leos esséncias em formulacdes elaboradas com os compostos bioquimicos de maior concentracao e a
realizacao de experimentos in vivo, para utilizacao no controle alternativo.
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