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RESUMO

FRANCIO, lara Emanoely. Atividade antioxidante e antifungica de 4leos
essenciais frente Alternaria alternata. 2020. Dissertacdo (Mestrado em
Agroecossistemas) - Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Dois Vizinhos,
2020.

O tomateiro tem grande importancia na economia mundial, sendo hospedeiro de
muitos patdgenos, entre eles a Alternaria alternata, causadora da pinta preta e lesdes
sobre as hortalicas. O uso de Oleos essenciais vem sendo aplicado como um controle
alternativo sobre doencas causadas por fitopatogenos, isso por possuirem
propriedades antifUngicas comprovadas. Nesse contexto, o objetivo deste estudo é
testar as atividades dos 6leos essenciais das plantas cidrozinho-do-campo (Aloysia
gratissima) melhoral (Salvia microphylla HBK) manjeri¢cdo (Ocimum basilicum L.) mirra
(Tetradenia riparia) e tomilho (Thymus vulgaris L.) como agentes antifungicos frente a
cepas de Alternaria alternata, em analise in vitro, seguida da aplicacéo in vivo dos
mesmos e sua acdo antioxidante. Os 0leos foram obtidos por hidrodestilacdo e as
cromatografias por parceira externa. A linhagen fungica foi confirmada com extragédo
de DNA e apds realizada a contagem de esporos em camara de Neubauer. A atividade
antifingica dos 0leos foi realizada por ensaios para determinacdo da concentracéo
inibitéria minima (CIM). Na seguéncia foram determinadas as atividades antioxidantes
dos diversos compostos de interesse da pesquisa pelos métodos captura do radical
2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) e Poder Antioxidante de
Reducao do Ferro (FRAP). E por fim, realizado o controle de A. alternata em tomateiro
com o uso de 6leos essenciais de forma in vivo. Como resultados iniciais obteve-se
os compostos maijoritarios dos 6leos essenciais, sendo eles B-cariofileno no 6leo de
Salvia microphylla, geranial no 6leo de Ocimum basilicum L., 14-hidroxi-humuleno no
Oleo Tetradenia riparia, thymol no 6leo de Thymus vulgaris L. e eucaliptol no 6leo de
Aloysia gratissima. No teste quanto a inibicdo dos esporos de A. alternata destacaram-
se, T. riparia inibindo 93,9% o crescimento do fungo, na seguéncia O. basilicum L e T.
vulgaris L. 59,8% e 58,8%, respectivamente, 0s quais obtiveram bons efeitos sobre os
fungos quando comparado com o controle (sem tratamento). Na realizacdo da
atividade antifingica pela determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) o
0leo de Ocimum basilicum L. e Thymus vulgaris L. inibiram o microrganismo em
dosagens baixas 3,125 a 6,250 ul/mL, respectivamente; e trés em concentracdes
inibitérias mais elevadas 12,5 pl/mL e 25 pl/mL, Tetradenia riparia, Aloysia gratissima
e Salvia microphylla, sendo todas consideradas com um grande potencial de inibi¢ao.
A atividade antioxidante no método FRAP, obteve uma média de sequestro do radical
de 66,49 pM de sufato ferroso/g, destacando-se os 6leos de S. microphylla 102,53 pM
de sufato ferroso/g e T. vulgaris L. 102,15 uM de sufato ferroso/g, com uma atividade
efetiva. Pelo método ABTS obtivemos média de sequestro do radical de 12,54 uM
trolox/g, destacando-se os 6leos de O. basilicum L. 15,11 uM trolox/g e Tetradenia
riparia 15, 35 uM trolox/g. Por fim a ag&o antifungica in vivo dos 0leos essencial obteve
T. riparia com maior eficiéncia na reducédo da severidade da 66,2%, seguida por O.
basilicum L e S. microphylla com 54,3% e 50,8%, respectivamente, 0s quais
alcancaram efeito semelhante no controle da doenga, completando com A. gratissima
e T. vulgaris L, com reducdo de 45,4% e 32,9%, respectivamente, 0s quais séo
controles intermediarios, mas também promissores. Os resultados deste



trabalho indicam que os Oleos essenciais estudados representam uma alternativa
atrativa no controle do crescimento da A. alternata e de potencial promissor na linha
de produtos alternativos para cultura do tomateiro.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum. Fitopatégenos. Controle. in vitro, in vivo.
fungo.



ABSTRACT

FRANCIO, lara Emanoely. Antioxidant and antifungal activity of essential oils
front Alternaria alternata. 2020. Dissertacdo (Mestrado em Agroecossistemas) -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand. Dois Vizinhos, 2020.

Tomatoes are of great importance in the world economy, being host to many
pathogens, among them Alternaria alternata, which causes black spot and lesions on
vegetables. The use of essential oils has been applied as an alternative control over
diseases caused by phytopathogens, this because they have proven antifungal
properties. In this context, the objective of this study is to test the activities of essential
oils of the cidrozinho-do-campo (Aloysia gratissima) plant (Salvia microphylla HBK)
basil (Ocimum basilicum L.) myrrh (Tetradenia riparia) and thyme (Thymus vulgarisL.
) as antifungal agents against Alternaria alternata strains, in vitro analysis, followed by
their in vivo application and their antioxidant action. The oils were obtained by
hydrodistillation and chromatography by an external partner. The fungal line was
confirmed with DNA extraction and after counting spores in a Neubauer chamber. The
antifungal activity of the oils was performed by tests to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC). Then, the antioxidant activities of the various
compounds of interest in the research were determined by the capture methods of the
2,2 -azinobis radical (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) and Iron Reducing
Antioxidant Power (FRAP). Finally, the control of A. alternata in tomato was carried out
with the use of essential oils in vivo. As initial results, the major compounds of the
essential oils were obtained, being -karyophylene in the oil of Salvia microphylla,
geranial in the oil of Ocimum basilicum L., 14-hydroxy-humulene in the oil Tetradenia
riparia, thymol in the oil of Thymus vulgaris L. and eucalyptol in the oil of Aloysia
gratissima. 9% growth of the fungus, following O. basilicum L and T. vulgaris L. 59.8%
and 58.8%, respectively, which had good effects on the fungi when compared to the
control (without treatment). realization of antifungal activity by determining the
minimum inhibitory concentration (MIC) the oil of Ocimum basilicum L. and Thymus
vulgaris L. inhibited the microorganism at low dosages 3.125 to 6.250 pl / mL
respectively, and three at higher inhibitory concentrations 12.5 ul / mL and 25 ul / mL,
Tetradenia riparia, Aloysia gratissima and Salvia microphylla, all of which are
considered to have a great potential for inhibition. The antioxidant activity in the FRAP
method obtained an average radical scavenging of 66.49 uM of ferrous sufate / g,
highlighting the oils of S. microphylla 102.53 uM of ferrous sufate / g and T. vulgaris L.
102, 15 pM of ferrous sufate / g, with an effective activity. Using the ABTS method, we
obtained an average radical scavenging of 12, 54 uM trolox / g, highlighting the oils of
O. basilicum L. 15.11 pM trolox / g and Tetradenia riparia 15, 35 uM trolox / g. Finally,
the in vivo antifungal action of essential oils obtained T. riparia with greater efficiency
in reducing the severity of 66.2%, followed by O. basilicum L and S. microphylla with
54.3% and 50.8%, respectively, which achieved a similar effect in the control of the
disease, completing with A. gratissima and T. vulgaris L, with a reduction of 45.4%
and 32.9% respectively, which are intermediate controls, but also promising. The
results of this work indicate that the essential oils studied represent an attractive
alternative in controlling the growth of A. alternata and of promising potential in the line
of alternative products for tomato culture.



Keywords: Lycopersicon esculentum. Phytopathogens. Control. in vitro. in vivo.
fungus.
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1 INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculetum) da familia Solanaceae, esta entre as
hortalicas economicamente mais importantes e segunda hortalica mundialmente mais
consumida no Brasil (SILVA et al., 2007). O tomateiro apresenta um alto valor nutritivo,
pois &€ um alimento rico em vitaminas (acido félico, vitaminas C e E), minerais e
carotendides (beta-caroteno e licopeno), sendo o licopeno em especial associado com
a reducédo do risco de cancer como prostata e ovarios, e diminuicdo de doencas
degenerativas crbnicas e cardiovasculares (MEDEIROS et al., 2009).

A cultura do tomateiro destaca-se por apresentar problemas fitossanitarios,
responsaveis por perdas significativas na producdo. Dentre elas a pinta preta,
causada por Alternaria alternata que leva a perdas na producao, por causar manchas
irregulares, secamento das folhas e podendo resultar em podriddo dos frutos,
baixando o rendimento das plantacdes. O controle do fungo citado se torna dificil
guando em condi¢des climaticas com altas temperaturas e umidade, pois, essas
condigoes favorecem a ocorréncia da doenca. (MODOLON et al., 2009).

Para evitar esse problema, os produtores adotam medidas de controle que,
na maioria das vezes, resumem-se ao uso de produtos quimicos, 0 que, por sua vez,
pode ocorrer de maneira abusiva e indiscriminada, gerando poluicdo ambiental e
selecdo de patdgenos resistentes a esses produtos (FRANZENER et al., 2007).

Neste contexto, surge a busca por medidas de controle de doencas que
minimizem o impacto negativo ao ambiente e ao homem, dentre elas esta o0 uso dos
Oleos essenciais, que por ter como caracteristica a volatibilidade atuam como sinais
de comunicagdo quimica com o reino vegetal e armas de defesa contra o reino animal.
Essa caracteristica torna as plantas que os produzem poderosas fontes de agentes
biocidas, sendo largamente estudadas na agricultura por apresentarem atividades
bactericidas, inseticidas e fungicidas (SAITO & SCRAMIN, 2000).

Os 6leos essenciais de Aloysia gratissima, Salvia microphylla HBK, Ocimum
basilicum L., Tetradenia riparia e Thymus vulgaris L., sdo considerados como
alternativa no controle de fitopatégenos seja com acao fungitoxica, semelhanca dos
fungicidas sintéticos ou bactericida ou pela inducdo de respostas de defesa daplanta
(LUCAS et al., 2012).

Nesse sentido, justificamos a importancia do trabalho em realizar novas

pesquisas sobre o0 uso de 6leos essenciais e suas concentracbes como biofungicidas
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eficazes na cultura do tomateiro, com a justificativa de fornecer um produto saudavel
e ambientalmente seguro para aplicar contra as doencas causadas pela A. alternata,
sendo ele com os menores indices toxicos possiveis, preservando o meio ambiente e
a saude do consumidor . Por isso, este estudo tem como objetivo avaliar de forma in
vitro e in vivo o efeito antifingico de dleos essenciais no controle da doenca causada

por Alternaria alternata.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar a composicdo quimica, antifingica e antioxidante de oléos
essenciais de cidrozinho-do-campo (Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) melhoral
(Salvia microphylla HBK var. microphylla), manjericdo (Ocimum basilicum L.), mirra
(Tetradenia riparia (Hochst.) Codd.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) in vitro e in vivo

sobre a Alternaria alternata em tomateiros.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar os componentes quimicos dos 0leos essenciais.

- Avaliar o potencial de esporulacdo e crescimento micelial da A. alternata
sobre os Oleos essenciais.

- Determinar o efeito in vitro a concentracdo minima inibitéria (MIC) dos 6leos
essenciais de cidrozinho-do-campo, melhoral, manjericdo, mirra e tomilho
no desenvolvimento de Alternaria alternata.

- Determinar a atividade antioxidante dos 0Oleos sob diferentes técnicas de
analise FRAP e ABTS.

- Avaliar o potencial de controle dos 6leos essenciais sobre a A. alternata de
melhor atividade in vivo.

- Avaliar os efeitos da aplicacdo dos 6leos na forma in vivo, visualizando a

severidade da doencga.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CULTURA DO TOMATEIRO (Lycopersicon esculetum)

O tomate (Lycopersicon esculetum) da familia Solanaceae, esta entre as
hortalicas economicamente mais importantes e segunda hortalica mundialmente mais
consumida no Brasil (Silva et al., 2007). Segundo Barros (2018) pelo segundo ano
seguido, a produtividade média da safra de inverno foi recorde, devido,
principalmente, ao clima mais seco e quente, que reduziu a incidéncia de doencas,
favorecendo o bom desenvolvimento das plantas e acelerando a maturacdo dos
frutos. Além disso, a melhora continua no manejo da cultura também vem contribuindo
ano a ano para os ganhos de produtividade.

No balanco da temporada periodo de margo a setembro de 2018 segundo os
dados do Levantamento Sistematico da Producao Agricola pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), a rentabilidade media do tomate foi de 5,4%. Para
2019, a expectativa € de manutencéo na area de tomate para a industria frente a area
de 2018. Os estoques de polpa de tomate, que estavam elevados devido a alta
produtividade em 2017, continuaram em niveis altos neste ano, que registrou
produtividade recorde de, em média, 90 t/ ha, de acordo com agentes do setor.

O tomate é uma planta anual e herbacea que tem capacidade de se
desenvolver de forma ereta (tomate de mesa, in natura, podendo usar estacas de
bambu, madeiras em sistema de "varal", processo chamado de tutoramento), semi-
ereta ou rasteira (para processamento industrial - molhos e extratos) (TOLEDO etal.,
2009).

A hortalica se desenvolve em climas bem variaveis do tipo tropical de altitude,
subtropical ou até mesmo em climas temperados, por isso bem habitdvel em varias
regides. Ela possui caule flexivel e flores em cachos (brotos) e suas caracteristicas
comparadas com uma moita ramificada e que passa por processos de desbrota no
inicio do plantio, mantendo duas hastes e retirando as demais, sdo cultivadas
anualmente, por ter um ciclo variando de quatro a sete meses e mais trés meses de
colheita aproximadamente (TOLEDO et al., 2009).

O tomateiro apresenta um alto valor nutritivo, pois € um alimento rico em

vitaminas (acido folico, vitaminas C e E), minerais (potassio, encontrado em maior
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quantidade e por sua vez, influencia na qualidade do fruto) e carotendides (beta-
caroteno e licopeno), sendo o licopeno em especial associado com a redugé&o do risco
de cancer como prostata e ovarios, e diminuicdo de doencas degenerativas cronicas
e cardiovasculares (MEDEIROS et al., 2009).

Devido as variagfes climaticas das regidfes onde o tomate é cultivado e as
diferentes formas de conducado da cultura, entre outros fatores, mais de duzentas
doencas provocadas por agentes bidticos como bactérias, fungos e microrganismos e
abidticos como solo e agua, ja foram relatadas em todo o mundo, contribuindo para
uma representativa diminuicdo da produtividade (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

Outro fator a ser considerado no manejo de insetos e doencas é a forma de
irrigacdo a qual pode ser aplicada de modo regular, do tipo asperséo, gotejamento ou
sulcos, pois 0 excesso de chuva ou agua tem efeito negativo sob a cultura, por
favorecer o aumento de fungos e pragas, prejudicando a producao (TOGNI, 2009).

Uma das doencas mais incidentes dessa cultura é a mancha preta, cujo
agente causal é o fungo Alternaria alternata, que ocorre nas folhas, hastes, peciolos
e frutos (KUROZAWA,; PAVAN, 2005). O principal método de controle até o momento
para a mancha preta é o uso de fungicidas, porém, provocam aumento dos custos da
producéo e riscos de contamina¢do ao meio ambiente e causam problemas a saude
dos trabalhadores e consumidores pela presenca de residuos acima do Limite Maximo
de Residuo Permitido (LMR), estes que ficam presentes nos frutos quando
comercializados como fentoato e permetrina, aletrina, metamidofés (toxico para
humanos), entre outros (TOLEDO et al., 2009).

Além disso, o uso de fungicidas sintéticos podem resultar na selecdo de
fitopatdgenos resistentes a essas substancias (BATISTA et al., 2006; KISHORE;
PANDE, 2007). Nesse contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de alternativas
para o controle das doencas fungicas que reduzam a dependéncia aos fungicidas
sintéticos (KISHORE; PANDE, 2007; FAWZI et al., 2009).

Por esses motivos, a utilizacdo de produtos considerados néo toxicos, esta se
tornando um meio importante, necessario, e em desenvolvimento para minimizar
esses efeitos e trazer mudancas significativas na agricultura, com aplicacbes de
técnicas que promovem o equilibrio do sistema e ndo contaminam os alimentos e nem
0 meio ambiente (MODOLON et al., 2009).

Devido a grande importancia econdmica que a agricultura sem agroquimicos

obteve, o tomate se tornou uma espécie muito cultivada e sua salada esta valendo
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cinco vezes mais do que o tomate cultivado convencionalmente, pela auséncia de
agroquimicos, onde se torna um sistema de producdo sustentivel protegendo os
recursos naturais, e por ser um cultivo desenvolvido em pequenas propriedades e com
mao-de-obra familiar, tudo isso sob o aspecto social, obteve grande relevancia
(ROLIM et al., 2010).

3.2 PRINCIPAIS DOENCAS DO TOMATEIRO

A producéo da cultura do tomateiro gera preocupacdes aos produtores e
torna-se muitas vezes limitada devido ao risco da ocorréncia de doencas, sendo que
as principais sao causadas por virus, bactérias e fungos, dentre cada doenca se
destaca o broto crespo, célice gigante, cancro bacteriano, mancha bacteriana, pinta
bacteriana, talo oco, murcha bacteriana, requeima, mancha de alternaria, mancha de
septoria, oidios, mofo branco, pinta preta e murcha de verticilium (KUROZAMA;
PAVAN, 2005).

Dentre essas doencas a mancha de alternaria, causada pela A. alternata, é
uma das doencas de maior frequéncia que vem causando perdas significativas na
produtividade do tomateiro, sendo uma das doengas mais importantes tanto na cultura
do tomateiro e de outras solanaceas, com maior incidéncia do patdégeno em regides
com temperaturas e umidade elevadas, sendo esses fatores grandes influenciadores

para a sobrevivéncia do fungo (DILL, 2009).

3.2.1 Mancha de alternaria (Alternaria alternata)

Doenca causada por fungos do género Alternaria, entre eles Alternaria
alternata ocorrendo praticamente em todas as regides onde € cultivado tomateiro
(PEREIRA, 2013). O fungo Alternaria alternata possui um alto potencial de destruigédo
que circunda o caule, folhas, hastes, peciolos e frutos. As perdas provocadas por esta
doenca variam em funcéo de inumeros fatores, tais como época em que a doenca se
estabelece na cultura, taxa de progresso da doenca, cultivar utilizada, assim como as

condi¢gbes ambientais prevalecentes (ALVES, 2014).
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A forma de transmisséo ocorre pelo solo ou por sementes ja contaminadas
com o fungo, onde produzem os esporos em periodos quentes, Umidos e chuvosos e
espalham-se pelo vento ou pela prépria chuva (TOLEDO et al., 2009).

Apresenta caracteristicas como manchas irregulares marrom-escuras, com a
progressdo desenvolve anéis escuros "alvo de tiro", nas folhas ocorre principalmente
em folhas mais velhas, cometendo lesdes escuras, levando ao amarelamento seguida
do secamento, até desfolhamento completo, dificultando o desenvolvimento do
tomateiro (Figura 1). E nos frutos quando maduros, se néo efetivo o tratamento a partir
da regido peduncular resulta em podriddo-negra e coridceas, proporcionando grandes
prejuizos no momento da comercializacéo (Figura 2) (TOLEDO et al., 2009).

Figura 1: Primeiros sintomas da pinta-preta nas folhas do tomateiro causada por Alternaria
alternata.

Figura 2: Primeiros sintomas da pinta-preta nos frutos do tomateiro causada por Alternaria
arternata.

Figura.
53934 2

Fonte: Clemson University (2018)
Fonte: Embrapa Hortalicas (2006)

Segundo Tofoli (2006) o aumento de suscetibilidade a infeccdo esta
geralmente associado a tecidos que tenham alcancado a maturidade ou plantas em
periodos de frutificagdo, bulbificagdo ou tuberizacdo. O autor segue afirmando que
durante esta fase, ocorre uma demanda maior de acucares e nutrientes para a
formacao de frutos, tubérculos, bulbos, raizes e brotacbes novas em detrimento da
folnagem mais velha, favorecendo o processo infeccioso em 6rgéos exportadores.

A escolha da area e época de plantio sdo medidas fundamentais para se
prevenir de epidemias severas. Locais onde ha acumulo de umidade, ventos fortes e
constantes e épocas do ano de maior precipitacdo sdo mais favoraveis a ocorréncia
da doencga. A utilizacdo de sementes sadias e/ou tratadas com fungicidas também é
recomendada como medida inicial de controle, pois € uma forma de impedir o
aparecimento da doenca (RICARDO, 2014).


http://www.cnph.embrapa.br/

22

Uma vez o patdgeno presente na cultura, os conidios sao dispersos pela acao
da &gua, ventos, sementes contaminadas, daninhas e insetos (Figura 3). Além dessa
forma de disseminacao, trabalhadores, equipamentos e animais, em contato com as
folhas molhadas podem disseminar o fungo. Em presenca de umidade e temperaturas
elevadas, os conidios germinam e infectam as plantas rapidamente podendo o fungo
penetrar diretamente pela cuticula, por ferimentos ou através dos estdomatos
(RICARDO, 2014).

Figura 3: Ciclo de vida Alternaria alternata na culturas do tomateiro.
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A alternariose é composta por fungos que possuem conidios com
comprimento e largura varidveis, geralmente individuais e raramente catenulados,
retos ou ligeiramente curvos, com corpo oblongo ou elipsoidal que se afina em direcéo
ao 4apice, formando um bico comprido, sinuoso e ocasionalmente ramificado
(PEREIRA et al., 2013). O género Alternaria é caracterizado por apresentar-se
morfologicamente heterogéneo, diferindo quanto a coloracdo do micélio, producéo de
pigmentos em meio de cultura, presenca ou auséncia de esporulacdo em condi¢cbes
de laboratério, bem como quanto a patogenicidade e formacéo de setores em meio
de cultura (PEREITA et al, 2013).

3.3 ASPECTOS GERAIS DO METABOLISMO SECUNDARIO

O conjunto de reacdes quimicas é denominado de metabolismo, os quais

ocorrem dentro de cada célula, renovando suas moléculas, suprindo o organismo de
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energia e assim garantindo a continuidade do estado todo organizado. Existem
reacfes como as rotas metabdlicas, as quais ocorrem pela presenca de enzimas
especificas e garantem entéo a direcao destas rotas. Essas rea¢des ocorrem visando
0 aproveitamento de nutrientes para satisfazer todas as exigéncias, que Ssao
fundamentais para manter as células (SANTOS, 2004).

A maior parte do carbono, nitrogénio e energia termina em moléculas comuns
a todas as células necessarias ao seu funcionamento, como aminoacidos, acucares e
lipidios, o que constitui 0 metabolismo priméario. Uma parte do carbono, nitrogénio e
energia, assimilados pelas plantas, servem para formagdo de moléculas organicas
que ndo parecem ter fungdo direta nos processos basicos e vitais de uma planta e que
se denominam metabdlitos secundarios, ou seja, resultam do metabolismo secundario
da planta (GARCIA; CARRIL, 2009).

Braz Filho (2010) explica que o metabolismo primario € importante para o
crescimento, desenvolvimento e rendimento agricola, enquanto que, o metabolismo
secundario contribui com os aromas, cores dos alimentos e resisténcia a pragas e
doencas, ligacdo essa que ocorre entre o individuo versus o ambiente. Os metabdlitos
secundarios possuem func¢des ecoldgicas especificas, como atraentes ou repelentes
de animais, pigmentacao de flores e frutos, ou até mesmo atuando nos mecanismos
de defesa das plantas, como pesticidas naturais (GARCIA; CARRIL, 2009).

Os vegetais em suas populacdes naturais conseguem se desenvolver em
equilibrio com suas populacdes de pragas e doencas gracas as suas defesas, que
provém principalmente do quimismo, que é um conjunto das reacdes quimicas
organicas (MORAIS, 2009). O autor relata ainda que compostos advindos do
metabolismo secundéario possuem uma caracteristica ainda mais desejavel, que é
uma seletividade natural aos seus agressores, baixa toxicidade aos organismos uteis,
0 que é desejavel na agricultura.

Segundo Castro et al., (2004) esses metabdlitos secundarios carregam uma
caracteristica importante, que € a insercdo desses em caminhos oxidativos,
protegendo o metabolismo vegetal contra a acdo do oxigénio, o qual é responsavel
por causar toxidez nas plantas, pois produzem radicais livres, rompendo o0s
cromossomos, causando rupturas nas proteinas, polissacarideos e acidos graxos.

Também apresentam atividades bioldgicas importantes comerciamente em
muitas areas, que vai desde farmacéutica, areas alimentares, perfumaria até

agrondmica, entre outras. Sendo o0s principais grupos de compostos encontrados nos
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metabdlitos secundarios, com atividade biolégica, os alcaldides, cumarinas, taninos,
flavonoides, quinonas e 6leos essenciais (SANTOS, 2004).

Por meio de todas essas atividades, a biologia, a farmacologia, a agricultura
e muitas outras areas estao buscando informacdes que possam auxiliar para a correta
utilizacdo desses compostos. Estudos ja mostraram que algumas plantas podem ter
variagdes na concentracdo de 6leo na mesma espécie, a qual vem sendo influenciada
por fatores hereditarios como questdes quantitativas e qualitativas e fatores

ontogénicos, como, clima, solo e microorganismos (PEREIRA, 2006).

3.4 OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE FITOPATOGENOS

Os dleos essenciais sdo de forma geral, misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, formados em células especiais e
encontrados em folhas, flores, sementes, caules e raiz. A International Standard
Organization (ISO) define os 6leos essenciais (OE) como produtos obtidos de partes
de plantas por um processo de destilagdo por arraste com vapor d’agua, sendo
também obtidos por expressdo dos pericarpos de frutos citricos (SANTOS, 2004).
Possui caracteristicas como volatibilidade, seguida do aroma agradavel e intenso da
maioria dos OE, sendo eles, sollUveis em solventes organicos apolares e parcialmente
sollveis em agua, mas mesmo assim aromatizando solu¢cfées aquosas, denominadas
hidrolatos (SIMOES et al., 2004).

Os OE sao incolores ou ligeiramente amarelados, em geral sdo muito
instaveis, principalmente na presenca de luz, calor, ar, metais e umidade, possuem
indice de refracdo sendo opticamente ativos, sendo essas propriedades usadas na
sua identificacdo e controle de qualidade (SIMOES et al., 2004).

A temperatura, a umidade relativa, a duragéo total de exposi¢céo ao sol e o
regime de ventos exercem uma influéncia direta, sobretudo sobre as espécies que
possuem estruturas histolégicas de estocagem de 6leo essencial na superficie
(SALGADO, 2005). As plantas ricas em 0Oleos essenciais devem ser coletadas pela
manha ou a noite, pois o periodo de exposicdo ao sol pode provocar uma perda
guantitativa importante do 6leo existente no vegetal. A umidade do solo e os teores
de macronutrientes, também podem influenciar a composicdo dos 6leos volateis.
Entretanto, ndo se pode prever ou estabelecer um Unico padrdo, pois cada espécie
reage de forma diferenciada (CASTRO, 2006).
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Estima-se que dos 3000 OE conhecidos, 300 sao comercializados na forma
de aromas e fragrancias. Os quais também os reconheceram por suas propriedades
antimicrobianas, antivirais, antimicotico, antifingica, antiparasitarios e inseticidas,
essas caracteristicas por funcdes relacionadas destas em plantas (MAHMOUD E
CROTEAU, 2002).

Com a realizagdo de estudos, determinou-se a composi¢cdo quimica dos
varios OE, os quais a analise destes compostos é detalhada por cromatografia em
fase gasosa e espectrometria de massa do 6xido de etileno. Sendo que os OE podem
compreender mais de sessenta componentes individuais (DELAQUIS et al., 2002).

Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como pélos glandulares (Lamiaceae), células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos
(Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Os
Oleos essenciais podem estar estocados em certos oOrgdos, tais como flores
(laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-limao, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas
dos caules (canelas), madeira (sandalo, pau-rosa), raizes, rizomas (curcuma,
gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou sementes (noz-moscada).
Embora todos os 6rgdos de uma planta possam acumular 6leos essenciais, sua
composic¢ao pode variar segundo a localizagdo (OUSSALAH, 2006).

Os Oleos essenciais, por ter essa caracteristica volatil, atuam como sinais de
comunicacdo quimica com o reino vegetal e armas de defesa contra o reino animal.
Essa caracteristica torna as plantas que os produzem poderosas fontes de agentes
biocidas, sendo largamente estudadas na agricultura por apresentarem atividades
bactericidas, inseticidas e fungicidas (SAITO & SCRAMIN, 2000).

Medice et al. (2007) afirmam que os Oleos essenciais de citronela
(Cymbopogon nardus), eucalipto citriodora (Corymbia citriodora), nim (Azadirachta
indica) e tomilho (Thymus vulgaris) também vém sendo testados, por apresentar
potencial na reducdo da severidade da ferrugem asiatica causada pelo fungo
Phakopsora pachyrizi em soja.

O efeito fungistatico e fungitoxico de Oleos essenciais obtidos a partir de
vegetais sao relatados de forma positiva com potencial de uso em diversas areas da
agricultura. Em pés-colheita de frutos de banana, Bastos e Albuquerque (2004),

relataram que o uso de 6leo essencial de pimenta-de-macaco (Pipper aduncum) inibiu
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o crescimento micelial e a germinacéo de esporos in vitro de Colletotrichum musae, e

impediu as podriddes nos frutos na concentragao de 1%.

3.4.1 Cidrozinho-do-campo (Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc.)

E um arbusto que alcanca uma altura méaxima de trés metros. Ocorre como
touceiras densas e desordenadas, contendo espinhos nos ramos. Possui flores de
coloracdo branca, dispostas em cachos ao longo dos ramos, muito perfumadas,
florescendo na primavera e veréo (Figura 4) (FRANCO et al., 2007). De acordo com
0s autores, 0 género Aloysia da familia Verbenaceae é provavelmente originario da
América do Sul tendo como centro de distribuicdo a Argentina. No Brasil a espécie
Aloysia gratissima € comumente cultivada como ornamental, sendo conhecida como
Alfazema do Brasil por ser uma planta bastante aromética, com odor que assemelha
ao da Alfazema (Lavandula officinalis Chaix & Kitt).

Sao arbustos com inflorescéncias de cheiro agradavel de distribuicdo
predominantemente tropical e subtropical. Na literatura ha registro da composicao do
O0leo essencial destas espécies, bem como da atividade frente a Plasmodium
falciparum e para A. virgata e antimicrobiana de A. gratissima (BAELMANS et al.,
2000). Verbenaceae é uma familia com cerca de 100 géneros e aproximadamente
2600 espécies de ervas, arbustos ou pequenas arvores, onde espécies desta familia
tém despertado interesse tanto pelo potencial bioldgico, quanto pelo uso na medicina
tradicional (VANDRESEN et al., 2010).

Os principais componentes do 6leo essencial de A. triphylla séo citral, neral,
geranial, limoneno, 1,8-cineol, geraniol e beta-cariofileno. E o 6leo essencial de
Aloysia gratissima apresenta mais de 70% de hidrocarbonetos, dos quais mais da
metade sdo sesquiterpenos, sendo o principal deles o sabineno (Il) (30%) seguido do
B-pineno (Il) (8%). Constituintes oxigenados sdo principalmente cetonas e alcoois
sesquiterpénicos, sendo os monoterpenos oxigenados menos do que 6%, (FRANCO
et al., 2007).

A planta medicinal mais estudada no género € Aloysia triphylla (L’Hérit.) Britt.
originaria da América do Sul e cultivada no Norte da Africa (Marrocos) e Sul da Europa,
onde o ch& das folhas é bastante utilizado pela populacdo destas areas devido suas

propriedades aromaticas, digestivas, estimulando a secrecéo das glandulas digestivas
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e antiespasmaodicas, isso principalmente pelos componentes geranial, rico em
hidrocarboneto monoterpénico, conhecido como mirceno, o qual é atribuido sua
atividade analgésica, e o citral por liberar mediadores de prostaglandina PGE2
causando analgesia e acao calmante (VANDRESEN et al., 2010).

Em estudo realizado por Vandresen et al., (2010), onde testou doze
substancias isoladas das folhas de A. gratissima, obteve resultados positivos no
ensaio antibacteriano realizado para as substancias dos feniletanéides verbascosideo
(3) e arenariosideo (4), mostrou que a substancia 3 foi ativa frente & S. aureus e M.
luteus, enquanto que 4 foi ativa somente frente a S. aureus. A avaliacdo da atividade
antiedematogénica apresentou resultados satisfatérios, com percentual de inibi¢cdo da

inflamacé&o significativa para todos os materiais testados.

Figura 4 - Aloysia gratissima (Gillies & Hook.) Tronc.

Fonte: Autor (2020)

3.4.2 Melhoral (Salvia microphylla HBK var. microphylla)

E uma planta perene, subarbustiva, lenhosa na base, cujo caule atinge cerca
de um metro, flores de cor rosa a vermelho (Figura 5). A S. microphylla, pertence a
familia Lamiaceae, e é conhecida também como melhoral e cidreira-de folhinha,
pertence a ordem Tubiflorae Lamiales a qual pode ser utilizada na culinaria e em
alguns pratos doces também (RITTER et al., 2002). Essa familia abrange
aproximadamente 200 géneros e cerca de 3200 espécies as quais encontram-se
distribuidas por todo o mundo, onde do género Salvia concentram-se

aproximadamente 900 espécies (KOTAN et al., 2008).
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Segundo Zeynep (2006), por mais de 25 anos esta sendo investigada a
espécie de Salvia microphylla e foram isolados mais de 400 compostos, sendo 190
novos constituintes, como sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, flavonoides e
alguns fendlicos, apresentando acdo antibacteriana e alguns isolados com acéo
antituberculosa, em teste para a atividade antimicrobiana contra estirpes bacterianas
padrao, os diterpenos acido carndsico éter 12-metilo, obteve-se ativo contra S. aureus,
assim como o B-cariofileno. O a-eudesmol foi testado para atividade antifiUngica e
verificou-se ser ativo contra Alternaria sp. (ZEYNEP et al., 2006).

A Salvia microphylla é muito utilizada para tratamento de dores, gripes,
resfriados, problemas circulatérios e cardiacos (RITTER et al., 2002). O seu 6leo
essencial também possui alguns constituintes com atividades comprovadas como o
B-eudesmol utilizado como antidoto para tratar intoxicagdo por organofosforado, a-
eudesmol para tratamento de inflamacé&o neurogénica, (E)-cariofileno possui atividade
anestésica local e anti-inflamatéria (Fernandes et al., 2007) e o globulol com
propriedade fungistatica e fungicida (ALEU et al., 2001; SALGADO et al., 2003).

Sua atividade bactericida também foi evidenciada em espécies Aeromonas
hydrophila e Staphylococcus aureus, onde testes comprovam que o 6leo essencial
inibiu tanto bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (LIMA, 2008).

Segundo Lima (2008), os 6leos essenciais de Salvia microphylla estdo sendo
amplamente utilizados na agricultura nos ultimos anos contra fungos, bactérias,
nematoides e insetos e muitos desses compostos, como o timol, anetol, mentol e o

1,8 cineol, ja fazem parte de varias formula¢gdes comercializadas.

Figura 5 - Salvia microphylla HBK var. microphylla

Fonte: Autor (2020)
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3.4.3 Manjeri¢éo (Ocimum basilicum L.var. citriodorum)

O manijericao pertence a familia Lamiaceae, sendo nativo da Asia tropical e
introduzido no Brasil pela coldnia italiana. E uma planta ramificada com
aproximadamente 30 a 50 cm de altura, sendo um subarbusto aromatico, anual ou
perene, se desenvolve por estaquia ou sementes, possuindo folhas simples,
membranaceas e com nervura saliente (Figura 6). Diversos sdo seus nomes
populares, que vai de alfavaca até erva-real (LORENZI; ABREU MATOS, 2008).

De grande importancia econémica no Brasil, devido ao seu consumo in natura
e em processamento industrial, apresenta substancias especificas como estragol,
lineol, linalol, eugenol, metil cinamato, limoneno, geraniol, calareno e chavicol
(BARROS, 2014). De acordo com Ereno (2006), o 6leo essencial do manjericao
contém cerca de 40,2 a 48,5% de linalol e devido a esse teor de 6leo apresentado e
por ser uma planta de ciclo curto, seu 6leo apresenta propriedades inseticidas e
repelentes pela inducdo de uma reducéo da liberac&o suscitada de acetilcolina, ligada
a alguma interacdo com a funcao pré-sinaptica.

A producéo do 6leo essencial mundial ja chegou a 43 toneladas em 1992,
equivalendo a 2,8 milhdes de dolares, sendo importante na industria de perfumaria e
na aromatizacdo de alimentos e bebidas, isso por possuir diferentes aromas,
dependendo a variedade, como doce, lim&o, canfora, canela ou cravo (BLANK et al.,
2004). O manjericdo também é indicado na medicina popular, para tratamento de
estafa fisica, mental e nervosa, enxaqueca entre outros, destacando-se como agente
antimicrobiano, antigiardial justamente pela presenca do linalol e como aromatizante
em produtos farmacéuticos (RESENDE, 2010).

Existem alguns trabalhos que relatam o uso do 6leo de manjericio com
diferentes finalidades como repelente, na acdo e na inibicdo do desenvolvimento
micelial e esporulagdo de fungos patogénicos, na medicina popular como
antiespasmaodico, anti-inflamatorio e calmante, sendo que todos essas acdes ocorrem
ao efeito inibidor do linalol sobre as ligagdes glutamato (VENDRUSCOLO; MENTZ,
2006).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Glutamato
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Figura 6 - Ocimum basilicum L.var. citriodorum
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Fonte: Autor (2020)

3.4.4 Tomilho (Thymus vulgaris L.)

O tomilho (Thymus vulgaris L.) € uma espécie pertencente a familia
Lamiaceae que possui 150 géneros, com cerca de 2800 espécies, estando
distribuidas no mundo todo, sendo mais predominante na regido do Mediterraneo
(PORTE; GODOQY, 2001). Segundo Correia (1984) é classificado como um subarbusto
de ciclo perene cuja altura pode variar entre 10 e 30 cm, muito aromatico, possui
caules lenhosos, eretos ou ascendentes. Suas folhas sdo pequenas, lanceoladas ou
lineares, e com flores pequenas de coloracao résea ou esbranquicada (Figura 7).

Estudos do 6leo essencial de flores e folhas de Thymus vulgaris, apresentam
timol e carvacrol como componentes majoritarios e grande concentracao de terpenos,
sesquiterpenos e hidrocarbonetos alifaticos. Esses retirados sobre diferentes partes
do Thymus vulgaris, mostraram a presenca de consideravel quantidade de flavonoides
e vitamina E, compostos de grande interesse na industria alimenticia, por sua
atividade antioxidante (CARDOSO et al., 2001).

Apesar de ser um composto fendlico, o timol € considerado terpendide, mais
especificamente um monoterpeno, devido a via biossinética de que se origina, iSS0O
permite uma gama de propriedades medicinais, como a¢ao antisséptica, antifingica e
bactericida de seus componentes e pela aromatizacdo de alimentos na industria
alimenticia (CARDOSO et al., 2001).

Esta planta € muito utilizada tanto na culinaria quanto na medicina, sendo
considerada um 6timo condimento para temperar carnes, peixes, saladas, queijos,

molhos e legumes. Por outro lado, na medicina popular € utilizada como adstringente,
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expectorante, estimulante da digestdo, contra espasmos, além de apresentar
propriedades antissépticas, antifungica, antioxidante e antimicrobiana (LORENZI;
MATOS, 2002).

Fonte: Autor (2020)

3.4.5 Mirra (Tetradenia riparia (Hochst.) Codd.)

Tetradenia riparia (Hochst) Codd — Lamiaceae, conhecida popularmente como
incenso, lavandula, limonete, pluma-de-névoa ou falsa mirra (MARTINS et al., 2008).
E utilizada principalmente como planta ornamental, embora seja conhecida por seu
uso na medicina tradicional (MARCHIORETTO; SCHNORR, 2014).

E considerada um arbusto ramificado, com ramos frageis e apresentando
entre 1 a 3 metros de altura, as folhas sdo pubescentes, margens crenadas ou
dentadas com flores numerosas, esbranquicadas ou réseas. Possui odor forte e
agradavel, deixando um forte cheiro pegajoso ao tato (Figura 8) (MARCHIORETTO;
SCHNORR, 2014).

A espécie T. riparia é tradicional da Africa Central, sendo comumente plantada
préxima as residéncias com o intuito de afastar mosquitos, e logo passou a ser
cultivada em regides tropicais como no Brasil (FERNADEZ, 2015). Sua importancia
econdmica deve-se as suas propriedades medicinais, sendo frequentemente utilizada
para tratar dores de dente e abscessos dentarios e doencas induzidas por vermes,
bactéria ou fungos (MELO et al, 2015). A planta também é utilizada para doencas
como maléria, angina, gastroenterites, dores de cabeca, bronquite, dentre outras
(ARAUJO, 2018).
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Segundo Araujo (2018), ao avaliar o efeito de diferentes niveis de
sombreamento durante o cultivo de T. riparia no rendimento e composicéo de Oleos
essenciais, pode identificar como principais componentes do 6leo essencial de T.
ripari, o hidrocarboneto de sesquiterpeno 14-hidroxi-9-epi- (E) -cariofileno e fenchona
monoterpendide, sendo a producéo desse 6leo essencial associada com niveis mais
altos de irradiancia, taxas fotossintéticas mais altas e maior acimulo de biomassa.

Segundo Lorenzi e Mattos (2008) a planta T. riparia € tradicionalmente
utilizada na forma de infusdo e na forma de compressas, sendo a infusdo como
tratamento caseiro para problemas respiratérios, tosse, dor de cabeca, dor de
estdbmago, diarreia, febre, malaria e dengue, e a forma de compressas para aliviar
dores de cabeca, de dentes e como antisséptico. Os autores ainda citam que o 6leo
essencial de T. riparia apresentou em ensaios bioldgicos, acao repelente de insetos,
especialmente Anopheles gambiae e moderada atividade antimalarica contra
Plasmodium falciparum e o extrato hidroalcodlico de suas folhas, por sua vez, inibiu o
desenvolvimento de culturas de Staphylococcus aureus, Mycobacterium amegmatis,
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e Bacillus subitilis.

Figura 8 - Tetradenia riparia (Hochst) Codd
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Fonte: Autor (2020)

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O crescente interesse dos consumidores em ingredientes funcionais a partir
de fontes naturais esta permitindo a aplicacdo dos 6leos essenciais nas industrias de
alimentos, bebidas, produtos de higiene pessoal e cosméticos, com 0 objetivo de
evitar a deterioracdo lipidica, oxidagdo e a contaminagdo por micro-organismos
(ANDRADE, 2012).
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Aliado a esses interesses, destaca-se o fato desses produtos de degradacao
gerarem enormes prejuizos para industria pelo desenvolvimento de compostos
toxicos, que afetam gravemente a vida de prateleira de muitos produtos. Além da
possibilidade dos antioxidantes sintéticos mais empregados como o butilhidroxi-anisol
(BHA), 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT), tercbutil-hidroquinona (TBHQ) e galato
de propila (PG) apresentarem efeito carcinogénico em experimentos com animais.
Desta forma os Oleos essenciais demonstram ser uma possibilidade viavel para
substituir ou associar-se a antioxidantes sintéticos e antimicrobianos convencionais,
com a finalidade de diminuir a quantidade dessas substancias nos alimentos
(ANDRADE, 2010).

Segundo Gutierrez, Barry-Ryan e Bourke (2008), essas diversas combina¢cfes
de constituintes quimicos apresentados pelos 6leos essenciais, podem controlar a
oxidacdo de alimentos, fungos e bactérias que apresentam resisténcia
consistentemente elevada a agentes antifingicos e antimicrobianos. Os autores ainda
citam que numerosos estudos tém se dedicado a demonstrar 0s potenciais
promissores desses compostos no combate aos fungos patogénicos e aos radicais
livres, tornando o emprego desses metabdlitos uma alternativa ecoldgica e
economicamente viavel.

Estas diferentes composicdes e estruturas que os 6leos se diferem em suas
atividades, fazem com que esses 0Oleos desenvolvam suas atividades e efeito
antioxidante, que sao definidos como substancias que mesmo em baixas
concentracdes previnem ou retardam as oxidagOes de substratos (MIRANDA et al.,
2016).

A forma de atuacado destes agentes varia entre dois mecanismos, sendo que
0 primeiro a ser citado, envolve a inibicdo da formacao de radicais livres e o segundo,
atuante na eliminacdo de radicais no processo de propagacao através da doacédo de
atomos, gerando um interrompimento da reagdo em cascata (BARBOSA et al., 2010).

Desta maneira os radicais sdo produzidos como consequéncia de processo
oxidativo natural sendo essencial a organismos aerébios, pois sdo atuantes na
producdo de energia, sintese de substancias indispensaveis, além de outras
intermediacées. Entretanto, quando produzidos de maneira excessiva sao
caracterizados por apresentar efeitos prejudiciais como danos aos constituintes
celulares provocando alteracdes celulares associadas a patologias como cancer,

envelhecimento precoce e varias outras (FIOREZE et al., 2014).
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Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas, contendo radical hidroxila
(OH), radical peroxila (ROO) além de ions superéxidos (Oz), dentre outros. No entanto
estas moléculas podem ser capturadas ou reduzidas por agentes antioxidantes,
inibindo o efeito dos radicais livres (MIRANDA et al., 2016). Os agentesantioxidantes
doam um de seus elétrons neutralizando os radicais livres, desta maneira, 0 processo
de oxidacao é retardado. A acdo antioxidante ocorre quando um atomo de hidrogénio
€ doado por um agente e capturado pelos radicais livres e radicais peroxidos (KAUR,;
KAPOOR, 2001).

Perante as atividades abordadas, a capacidade antioxidante representa
importante papel, pois retarda processos oxidativos, diminuindo ou impedindo a agao
de radicais livres, 0 que pode proporcionar sua utilizacdo em industrias cosmeéticas
para producdo de cremes e hidratantes, bem como na industria alimenticia, como
conservantes de alimentos (MIRANDA et al., 2016).

Em muitos estudos tém sido demonstrado o potencial dos 6leos essenciais
como antioxidantes de origem vegetal. Vardar-Unlu et al. (2003) demonstraram a
atividade antioxidante do 6leo essencial de Thymus pectinatus. Ebrahimabadi et al.
(2010) demonstraram a atividade antioxidante do Oleo essencial de Stachys inflata e
dos constituintes majoritarios linalol e alfa-terpineol.

Na agricultura, por muitos anos uma variedade de diferentes compostos
guimicos sintéticos como 0s benzimidazois, hidrocarbonetos aromaticos e inibidores
da biossintese de esterois tém sido utilizados no controle de doencas de plantas. No
entanto, o uso destes produtos sintéticos para o controle de doencas em plantas como
antracnose (Colletotrichum dematium var. truncata), mancha marrom (Bipolaris
sorokiniana), mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria), pinta bacteriana
(Pseudomonas syringae pv) e contra a deterioracdo de frutos e vegetais no periodo
de pobs-colheita, tem sido restringido devido aos seus efeitos carcinogénicos,
teratogénicos, alta e aguda toxicidade residual, longo periodo de degradacéo,
poluicdo ambiental entre outros (UNNIKRISHNAN & NATH, 2002).

De acordo com Dianz, (2002), outro problema é o desenvolvimento de
resisténcia em decorréncia do uso continuo destes produtos em populagbes de
fitopatogenos.

Por isso, avaliando o efeito fungitéxico de 37 6leos essenciais sobre Fusarium
verticillioides, F. proliferatum e F. graminearum, Velluti et al. (2004) observaram

atividade fungitoxica para os Oleos de orégano (Origanum vulgare), cinamomo (Melia
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azedarach) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum). Kordali et al. (2007) avaliaram
as atividades de varios monoterpenos oxigenados, compostos presentes em VAarios
Oleos essenciais, sobre a inibicdo do crescimento micelial de 31 fungos
fitopatogénicos, e encontraram valores de inibicao para o beta-citronelol e para o nerol
superiores aos apresentados pelo fungicida Benomil.

Um grande numero de pesquisas relatam atividades de diversos Oleos
essenciais sobre microorganismos fitopatogénicos, principalmente sobre patégenos
causadores de perdas em frutos e vegetais em periodo de poés-colheita, justamente
por esses Oleos essenciais serem uma mistura complexa de dezenas de compostos
com diferentes comportamentos, grupos funcionais e polaridade. E devido a essa
complexidade estrutural, Wang et al. (2008) afirmaram que o efeito antioxidante de
um Oleo essencial ndo pode ser atribuido a um ou alguns de seus constituintes, visto
que além dos compostos principais, 0s constituintes encontrados em concentracdes

menores, podem contribuir de forma significativa para a atividade do 6leo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCOES DAS AMOSTRAS

Os experimentos foram realizados no perido de junho de 2018 & outubro de
2019 nos laboratérios da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Dois
Vizinhos (25°42’S, 53°06’'W e altitude 520 m). O clima da regido pela classificagéo de
Kdppen € o Cfa (ALVARES et al., 2013).

Os oOleos essenciais avaliados foram de Aloysia gratissima registro DVPR
6436, S. microphylla registro DVPR 5514, Ocimum basilicum L. registro DVPR 845,
Tetradenia riparia. registro DVPR 6411 e Thymus vulgaris L. registro DVPR 5512.
Esses 6leos foram extraidos de plantas medicinais produzidas a dois anos na Unidade
de Ensino e Pesquisa (UNEP) do setor de Olericultura da Universidade Tecnolégica
Federal do Parana - Campus Dois Vizinhos. A area de cultivo das plantas medicinais
avalidadas esta situada nas coordenadas geograficas, latitude 25°24'2” S e longitude
53°206” W.

Os Oleos essenciais avaliados foram obtidos por meio de extracdo dos
componentes volateis realizado em aparelho modificado do tipo Clevenger (método
de hidrodestilacao) durante 01h20min. As amostras para extracdo foram de 60 g de
folhas, hastes e inflorescéncias secas em estufa de circulacdo de ar forcada a uma
temperatura de 40°C até massa constante. A colheita foi realizada em épocas
variadas, Aloysia gratissima no més de fevereiro de 2019, Tetradenia riparia e S.
microphylla em junho de 2019, Thymus vulgaris L. em novembro de 2018 e Ocimum
basilicum L em abril de 2017, sendo as colheitas realizadas no perido da manha no

horario das 8:00 horas.

4.2 ANALISES CROMATOGRAFICAS

A analise adotada foi cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC),
o qual recebe o nome de cromatografia liquida por que a sua fase moével é um
solvente. Os componentes de um cromatografo liquido sdo: bomba, coluna
cromatografica, detector e registrador. Sendo um método utilizado para separagéo de

espécies ibnicas ou macromoléculas e compostos termolébeis.
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A analise dos componentes quimicos dos 6leos foi realizada pelo Laboratoério
de Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

Uma amostra de 6leo essencial de cada parcela foi diluida em cloroférmio
(1%) e, em seguida, 1 mL de cada solucao foi injetada na cromatografia em fase
gasosa (1:20). A cromatografia em fase gasosa de alta resolucao foi realizada usando
o aparelho GC Agilent Technologies 7820 A, equipado com o injetor sem divisdo
conectado a uma coluna Supelcowax-10 (30 m x 0,2 mm), com uma espessura de
filme de 0,2 uym (Supelco) e montado em um detector de ionizagéo de chama (FID). O
géas transportador era H2 (6 mL min™). As temperaturas foram definidas da seguinte
forma: injetor a 200 ° C (divisdo: 1/30), detector FID a 220 ° C, enquanto a temperatura

da coluna foi programada linearmente a partir de 50 ° C a 0 min e atingindo 200 °C a

uma taxa crescente de 3 °C min"L. O software de aquisicao de dados utilizado foi o
laboratorio aberto (Agilent).

O GC - MS foi realizado no sistema analitico GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu)
equipado com uma coluna Supelcowax-10 (30 m x 0,2 mm, espessura do filme 0,2
pm). O gas de arraste foi He (4 mL min-1). Outras condi¢cbes cromatograficas foram
as mesmas que para GC-FID. A linha de transferéncia foi aquecida a 240 °C. Todos
0s espectros de massa foram adquiridos no modo de

impacto de elétrons (EI) com uma voltagem de ionizacdo de 70eV, na faixa de
m / z 40-450. Software de aquisi¢do de dados: solucdo GCMS (Shimadzu).

Os compostos foram identificados pela comparacdo dos padrbes de
fragmentacao dos espectros de massa com os de uma biblioteca de computadores
(Adams, 2007); (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST), 2017) e os indices
de retencéo linear (RI), com base em uma série homodloga de N-alcanos C8- C32, em
comparacao com os produtos auténticos incluidos no banco de dados do laboratério
e / ou dados da literatura (Adams, 2007) Quantidades relativas de componentes
individuais foram calculadas com base nas areas de pico do GC sem corre¢éo do fator

de resposta do FID.
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4.3 LINHAGEN FUNGICA

As analises das atividades antifungicas foram realizadas no laboratério de
microbiologia da Universidade Tecnolégica Federal do Parana - Campus Dois
Vizinhos. Todos os experimentos realizados no trabalho foram conduzidos em cabine
de contencéo e em triplicata.

A A. alternata foi repicada em meio BDA (Batata Dextrose Agar) a fim de
propiciar a producdo de esporos, sendo incubada em estufa com temperatura
controlada a 24 °C. O periodo de incubacéo para a producéo de esporos variou de 10
a 20 dias, sendo observadas as caracteristicas morfoldgicas das coldnias e realizado
o preparo de laminas para confirmar a presenca de esporos em microscopio. Sendo
feito repique dos fungos com sete dias de antecedéncia ao estudo e as placas
mantidas a temperatura de 25 °C em incubadora do tipo Demanda Bioquimica de
Oxigénio (BOD).

4.3.1 Extragdo de DNA para confirmagéo do fungo

Protocolo de Extracdo de DNA Fungico (Doyle Doyle) (1987): Verificou-se
através do gel o sucesso da extracdo, o qual indicou molecularmente a espécie do
fungo Alternaria alternata.

4.3.2 Contagem de esporos em camara de Neubauer

Preparou-se placas contendo meio BDA estéril, a temperatura de 45 a 50°C,
apos solidificado, adicionou-se 10 yL de cada 6leo avaliado na concentragao de
0,067% (10 pL 6leo em 14,9ml de etanol) sobre o meio de cultura BDA. Preparou-se
ainda placas contendo apenas o meio BDA (controle). Na sequencia foram
acondicionadas em estufa a 27 £ 1°C, em auséncia de luz, durante 15 dias. Para a
producado de esporos, foram utilizados como parametros de avaliacdo o desempenho
dos fungos, em relac&o aos diferentes 6leos adicionados ao meio de cultura.

Ap6s os 15 dias de incubacao, a produgdo de esporos foi avaliada coletando-

se em cada col6nia uma amostra central, uma intermediaria e uma periférica, com o
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auxilio de um anel metélico esterilizado de 8 mm de diametro. Estas amostras foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de uma mistura 1:1 de solugdo de
NacCl (0,89%, p/v) e Tween 80® (0,1%, v/v) esterilizada.

Apos rigorosa agitacdo em agitador elétrico de tubos, foi feita a contagem ao
microscopio em camara de Neubauer. Como a suspensdao foi inicialmente diluida a
1/4, o numero de células contadas foi igual a média multiplicada pelo fator de diluicédo,
no caso, quatro. Para obter o niumero de células/ml, multiplicou-se o valor obtido por
10.000 (MARQUES, 2004).

4.4 ENSAIOS PARA DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM) DOS OLEOS ESSENCIAIS SOBRE A. alternata

A sensibilizacdo da linhagem fungica frente aos Oleos essenciais foi
determinada in vitro por meio da microdiluicdo em caldo, padronizadas pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) — M27-A2 volume 22, nimero 15 (NCCLS,
2002). Todos os experimentos realizados no trabalho foram conduzidos em cabine de
contencgédo e em triplicata.

No laboratério de microbiologia foi realizado o ajuste do inéculo para a escala
0,5 MacFarland (1x10° conidios/mL), diluindo 1/10 em caldo Mueller Hinton, sendo
gue a leitura da absorbéancia foi realizada no comprimento de onda de 625 nm em
aparelho de espectrofotometria. Para o preparo das diluicbes dos 6leos essenciais foi
disposto em um tubo do tipo eppendorff estéril, 400 uL do 6leo essencial testado,
adicionado entdo 20 pL de polissorbato 80 diretamente no 6leo para emulsifica-lo, logo
em seguida, adicionado 580 pL de caldo Mueller Hinton, totalizando 1000 pL, e uma
concentracéo final do 6leo em 400 pl/mL.

ApGs o preparo das diluicdes dos 6leos essenciais, adicionou-se 200uL da
diluicdo deste preparado na coluna enumerada 1 de cada placa com 96 pocos. Nos
pocos das demais colunas acrescentou-se 100 pL de caldo mueller hinton (figura 9).

Consecutivamente foi realizada a diluicdo seriada a partir da coluna 1. Desta
forma a maior concentracdo (400 pl/mL) a ser testada encontra-se na coluna inicial
(1), e a menor concentracdo seriada findada na coluna (12) com a concentragao de
0,195 ul/mL. Apoés preparadas as diluicbes dos ativos, foi realizada a inoculagéo de
100 uL da cepa fungica ja padronizada em cada poco, desta forma a concentracéo

final do microrganismo foi de 1x102 conidios/mL.
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Também se avaliou os controles positivos com antifungico clotrimazol a uma
concentracéo de 12 pg/mL e em diluigbes seriadas perante a cepa fungica em estudo,
sendo o procedimento realizado igualmente aos testes com 0s 0Oleos essenciais.
Como controle negativo, realizou-se a incubacao do caldo Mueller Hinton puro mais
polissorbato 80, dos 6leos essenciais puros, e mais o fungo puro, para conferéncia de
nao contaminagéo dos ativos e ainda viabilidade do fungo.

Em seguida, identificaram-se as placas e acondicionarm-se as mesmas em
estufa bacteriologica a 37°C durante 24 horas. Adicionado entéo, 20 uL de solucéo
aquosa de 2,3,5 trifeniltetrazélio (TTC) a 0,5% (m/v) com incubacdo de 1 h @ mesma
temperatura. Percorrido esse periodo de tempo, foram realizadas as leituras das
concentracbes inibitérias minimas, levando-se em consideracdo a menor
concentracdo de O6leo essencial que inibiu o crescimento fungico, através da

observacédo da coloragéao do revelador.

Figura 9. Placa de Concentracai inibitéria minima
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Fonte: Autor (2020)

4.5 ANALISES DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foram determinadas as atividades antioxidantes dos 6leos essenciais pelos
métodos captura do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
(ABTS) e Poder Antioxidante de Reducao do Ferro (FRAP). Todos os experimentos

realizados no trabalho foram conduzidos em cabine de contencéo e em triplicata.
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4.5.1 Analise de atividade antioxidante pelo método ABTS

A determinacao da atividade antioxidante foi realizada conforme metodologia
descrita por Rufino et al. (2007b). A atividade antioxidante pelo método Capacidade
Antioxidante Trolox Equivalente (TEAC) estima a capacidade da amostra em
sequestrar o radical 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS).

Em tubo de ensaio foram adicionados 0,3 mL do extrato ou do solvente (para
a amostra em branco). Ao extrato, foram adicionados 3,0 mL da solucdo do radical
ABTS. Essa amostra foi homogeneizada em agitador de tubos vortex e deixado em
repouso durante 6 minutos, no escuro. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro
em comprimento de onda de 734 nm. Os resultados foram expressos com base na
curva padrdo para o radical redutor Trolox (Figura 10) e foram expressos em mg.g*
equivalente trolox. Calculo final expresso em (UM trolox / g) (Desenvolvido em
planilhas criadas no Microsoft Excel (2007).

Figura 10. Curva-padréo do Trolox.
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4.5.2 Atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro (FRAP).

A atividade antioxidante total foi determinada por meio do método de reducéo
do ferro: Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) e determinada conforme Rufino
et al. (2007c).

A partir da solucao padréo de sulfato ferroso (2000 uM) foram preparadas, em
ambiente escuro, em baldes volumétricos de 10 mL, solugdes variando de 500 uM a
2000 uM. Na seguencia foram transferidos 90 yL de cada solug¢édo de sulfato ferroso
para tubos de ensaio, adicionados 270uL de agua destilada e 2,7 mL de reagente
FRAP (25 mL tampé&o acetato 0,3 M, 2,5 mL solucdo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL solucéo
cloreto férrico 20 mM). Os tubos permaneceram em banho-maria a 37°C por 30
minutos. As leituras foram realizadas a 595 nm e foi utilizado o reagente FRAP como
branco para calibrar o espectrofotometro. Os resultados foram expressos com base
na curva padréao do Sulfato Ferroso (Figura 11) e o resultado final (Z) que é expresso

em UM sulfato ferroso/g (Desenvolvido em planilhas criadas no Microsoft Excel (2007).

Figura 11. Curva-padrao do Sulfato Ferroso.
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4.6 CONTROLE DE A. alternata EM TOMATEIRO COM O USO DE OLEOS
ESSENCIAIS

O experimento foi realizado na UNEP — Olericultura, localizada na UTFPR
Campus Dois Vizinhos. As sementes de tomate foram da cultivar Gaucho BJ128,
adquiridas comercialmente em agropecuaria.

Em condicbes de ambiente protegido, foi realizada a semeadura em bandejas
de polipropileno, contendo substrato comercial marca Carolina soil®, conduzidas com
irrigacdo diaria (Figuras 12a e 12b). O experimento foi em delineamento blocos ao
acaso, com seis tratamentos, sendo cinco Oleos essenciais: Aloysia gratissima,
Salvia microphylla, Ocimum basilicum L., Tetradenia riparia e Thymus vulgaris L. em
concentragao de 0,067% (10 yL em 14,9 ml de agua), e uma amostra controle sem
tratamento, como testemunha, com trés repeticdes, onde cada unidade experimental
foi composta por oito plantas.

Aos 30 dias apds a semeadura, quando todas as mudas apresentavam com
aproximadamente 10 cm de altura, foi aplicado a suspenséao do fungo utilizando um
borrifador até o molhamento completo da superficie da folha, com a suspenséo na
concentracéo de 1 x 10° conidios/mL.

As plantas foram mantidas em camara Uumida por um periodo de 20 horas
apos a inoculacéo do patogeno. Na seguéncia foi realizada a mistura do 6leo com a
agua, a qual continha Twin 80 na proporcdo de 1:1. Aos 45 dias da semeadura, 0s
Oleos essenciais foram aplicados sistematicamente por trés vezes em dias alternados,
pelo método de pulverizacdo manual, protegendo as parcelas com plastico no

momento da aplicagédo (Figuras 12a e 12b).

Figura 12a: Mudas com dois pares de folhas definitivas, aproximadamente 10 cm.
Figura 12b: Ambiente protegido, semestes de tomate em bandejas de polipropileno com
128 células.
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Determinou-se a severidade das manchas com auxilio da escala diagramatica
proposta por Boff et al. (1988) (Figura 13), com avaliacdo no inicio do aparecimento
dos primeiros sintomas a qual ocorreu aos 60 dias da semeadura, iniciou-se a
avaliacao nas folhas marcadas (com uma fita), sendo avaliada 12 plantas por bloco,
pertencentes a 50% das plantas de cada parcela, realizando a média das manchas

visualizadas.

Figura 13- Escala diagramatica utilizada para avaliacdo da severidade da pinta preta em
tomateiro.

Fonte: Boff (1988)

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em meédias referentes as determinacfes
realizadas em triplicata e posteriormente submetidas a andlise de variancia (ANOVA),
seguida do teste para comparacdo das medias o teste de Tukey (p <0,05). Utilizando

como ferramenta de apoio o programa R (R Development Core Team 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os componentes majoritarios encontrados no 6leo essencial de Ocimum
basilicum foram neral (32.8%) e geranial (43.7%); em Thymus vulgaris L. como
componentes majoritarios, y-terpineno (12.3%), p-cimeno (19.5%) e thymol (43.5%).
No Oleo de A. gratissima, B-pineno (10.9%), eucaliptol (35.0%) e guaiol (13.5%). No
oléo de Tetradenia riparia encontramos fenchone (20.8%), 14-hidroxi-9-epi-(E) -
cariofileno (22.5%) e 14-hidroxi-humuleno (26.7%) e no 6leo de Salvia microphylla
foram os componentes B-cariofileno (14.7%), eucaliptol (11.0%) e a-eudesmol (8.5%)
(Tabelas 1,2,3,4,5).

Mazutti et al. (2006) estudaram a composi¢cao quimica dos volateis de cinco
variedades de Ocimum basilicum obtidos por extragdo com CO:z supercritico,
cultivadas na Australia (Reunion Basil, Cinamon Basil, Anise Basil, Bush Basil e Opal
Basil), demonstrando a existéncia de no minimo dois quimiotipos de Ocimum
basilicum, caracterizados pela presenca de um componente majoritario - estragol
(mais de 80%) e na seguencia o linalol (entre 27 e 57%). Diferindo do presente
trabalho, que obteve os compostos majoritarios neral e geranial 32,8 e 43,7%,
respectivamente.

Assim como Vifia et al. (2003) estudaram a composicao do 6leo essencial de
12 cultivares de O. basilicum cultivadas na Colémbia e encontraram no minimo trés
qguimiotipos diferentes, sendo 10 cultivares com quimiotipo cinamato de metila, 1
quimiotipo linalol e 1 quimiotipo cariofileno, sendo esses encontrados em pequenas

guantidades no presente estudo (Tabela 1).
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Tabela 1 — Percentual de constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Ocimum basilicum.
Dois Vizinhos, UTFPR, 2020.

Componentes Indice de Retencéo® Percentual Método de
detectado (%) Identificagdo®
mirceno 1055 0.5 MS; RI
linalool 1113 6.1 MS; RI
b-cariofileno 1398 1.6 MS; RI
humuleno 1420 0.8 MS; RI
oxido cariofileno 1568 2.0 MS; RI
neral 1227 32.8 MS; RI
geranial 1256 43.7 MS; RI
eugenol 1351 0.6 MS; RI
butirato de geranila 1535 1.9 MS; RI
outros - 10.1 -

aResultados obtidos através do cromatograma de CG-FID

bIndice de retengao calculado em coluna polar Supelcowax-10 tipo carbowax 20M

¢ Métodos de identificacdo: indice de retencdo (IR), Cromatografia gasosa - espectrofotometria de
massa (GC - MS), Comparagdo de tempo e massa de retencdo com padrdes e Oleos essenciais
conhecidos.

Em trabalhos realizados por Jakiemiu et al. (2010), no qual obteve 55.2% de
timol, 19.17% de p-cimeno e 4.01% de carvacrol nas folhas frescas ao comparar as
concentracbes dos compostos dos 6leos utilizados com o experimento realizado no
presente trabalho, verifica-se uma diminuicao de 11.7% da concentracéo de timol e a
proximidade com o valores de p-cimeno no 6leo de Thymus vulgaris utilizado.

Em estudo feito por Ozcan & Chalchat, (2004), deparou-se com 46.2% de
timol, sendo ele o componente majoritario, além disso, B-linalool, terpinen-4-ol e
borneol estavam entre 0s componentes que apresentaram percentual significativo no
6leo de Thymus vulgaris, dados estes que corroboram com o presente trabalho. Para
a industria, quanto maior a concentracdo deste composto, maior sera a qualidade e o
valor do 6leo essencial (OZCAN & CHALCHAL, 2004)

Os componentes p-cimeno e y- terpineno foram encontrados na maioria das
amostras pesquisadas citadas na literatura como, por exemplo, no Thymus vulgaris L.
estudado por Hudaib et al. (2002) contataram 11.6 a 21.5% para p-cimeno e 1.14 a
16.88% y- terpineno. Jordan et al. (2006), encontraram 0.57 a 1% de p-cimeno e 0.38-
1.05% de y- terpineno. As concentracdes encontradas no presente trabalho foram
maiores que as citadas, as quais ficaram em 19.5% p-cimeno e 12.3% y- terpineno
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Percentual de constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Thymus vulgaris. Dois
Vizinhos, UTFPR, 2020.

Componentes ? indice de Retencdo ®  Percentual detectado Método de
(%) Identificacdo®
a-thujeno 1076 1.1 MS; RI
a-pineno 1079 1.5 MS; RI
B-pineno 1098 1.0 MS; RI
mirceno 1167 2.2 MS; RI
d-careno 1177 1.4 MS; RI
y-terpineno 1237 12.3 MS; RI
p-cimeno 1261 19.5 MS; RI
1-octen-3ol 1451 1.2 MS; RI
B-terpineol 1460 1.3 MS; RI
linalool 1551 2.7 MS; RI
B-cariofileno 1581 0.8 MS; RI
humuleno 1591 0.6 MS; RI
terpinen-4ol 1597 0.7 MS; RI
isotimol metil eter 1601 1.1 MS; RI
a-terpineol 1691 2.9 MS; RI
oxido cariofileno 1930 0.4 MS; RI
thymol 2119 43.5 MS; RI
carvacrol 2139 2.4 MS; RI
outros 3.7 _

aResultados obtidos através do cromatograma de CG-FID

bIndice de retencéo calculado em coluna polar Supelcowax-10 tipo carbowax 20M

¢ Métodos de identificacdo: Indice de retencdo (IR), Cromatografia gasosa - espectrofotometria de
massa (GC - MS), Comparagdo de tempo e massa de retencdo com padrdes e Oleos essenciais
conhecidos.

Em estudo fitoquimico feito por Vandresen et al. (2010) das folhas de A.
gratissima resultou no isolamento do a-bisabolol, dos triterpenos a-amirina, acido
betulinico, acido oleandlico e acido ursolico, dos flavonoides genkwanina; 5-hidroxi-
7,4’dimetoxiapigenina; 5-hidroxi-7,3’,4’-trimetoxiluteolina e rutina, além do caurano e
dos feniletandides, sendo esses diferentes dos componentes majoritarios encontrados
no presente estudo que foi eucalyptol e guaiol.

Na anélise da composicao quimica feita por Franco et al. (2007), observou-se
um alto teor de B-pineno (14.06%), trans-pinocanfona (18.42%) e acetato de trans-
pinocarvila (13.55%) no 6leo de Aloysia gratissima, tendo semelhanca com o trabalho
apresentado na presenga de [B-pineno com 10.9%. Assim como 0s principais
compostos derivados do 0Oleo essencial de folhas de A. gratissima encontrado por

Santos et al. (2013), foram acetato de transpinocarveil (17.6%), trans-pinocamfona
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(16.3%) e guaiol (11.5%), totalizando 45.4% dos compostos identificados, tendo
semelhanca com o trabalho apresentado na presenca guaiol (13.5%), tendo 2% a

mais na sua composicao (Tabela 3).

Tabela 3 — Percentual de constituintes quimicos dos 6leos essenciais de A. gratissima. Dois
Vizinhos, UTFPR, 2020.

Componentes Indice de Percentual Método de
Retenc&o ° detectado Identificag&o®
(%)
a-thujeno 908 0,3 MS; RI
a-pineno 914 3.8 MS; RI
B-pineno 949 10.9 MS; RI
Mirceno 965 1.1 MS; RI
p-cimeno 997 0.6 MS; RI
B-terpineol 1041 2.0 MS; RI
Linalool 1077 1.0 MS; RI
B-cariofileno 1425 1.4 MS; RI
Humuleno 1460 0.5 MS; RI
a-terpineol 1177 1.7 MS; RI
oxido de cariofileno 1584 4.4 MS; RI
Canfeno 927 0.3 MS; RI
Eucaliptol 1004 35.0 MS; RI
Espatulenol 1588 2.5 MS; RI
Guaiol 1604 135 MS; RI
B-eudesmol 1633 1.7 MS; RI
Limoneno 1002 9.5 MS; RI
acetato de linalila 1236 0.2 MS; RI
0-elemeno 1299 0.1 MS; RI
germacreno d 1489 2.3 MS; RI
Bulneseno 1505 4.2 MS; RI
germacreno b 1513 0.9 MS; RI
Viridiflorol 1564 4.9 MS; RI
10-epi-y-eudesmol 1613 1.7 MS; RI
Bulnesol 1669 5.6 MS; RI
Outros 6.0 -

aResultados obtidos através do cromatograma de CG-FID.

bIndice de retencgéo calculado em coluna polar Supelcowax-10 tipo carbowax 20M

¢ Métodos de identificacdo: Indice de retencdo (IR), Cromatografia gasosa - espectrofotometria de
massa (GC - MS), Comparagdo de tempo e massa de retencdo com padrdes e 6leos essenciais
conhecidos.

Com relagdo ao 6leo de Tetradenia riparia, Bakkali et al., (2008), encontraram
0s seguintes constituintes: a-pineno, dipenteno-limonene, limoneno, cuminaldehyde,

aldeido cinamico, eugenol, m-cresol, heerabolene (provavelmente sesquiterpeno
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triciclico), cadineno, um sesquiterpeno, um sesquiterpeno biciclico um sesquiterpeno
triciclico (C 15 H 24), &cido férmico, &cido acético, acido myrrholic e acido palmitico
(HANUS et al., 2005). No presente estudo os compostos majoritarios encontrados

foram Fenchone, 14-hidroxi-9-epi-(E) - cariofileno e 14-hidroxi-humuleno (Tabela 4).

Tabela 4 — Percentual de constituintes quimicos dos Gleos essenciais de Tetradenia riparia. Dois
Vizinhos, UTFPR, 2020.

Componentes # Indice de Percentual Método de
Retencéo " detectado (%) Identificagdo®
[B-cariofileno 1424 5.1 MS; RI
terpinen-4-ol 1160 0.6 MS; RI
a-terpineol 1175 0.8 MS; RI
carvacrol 1313 0.3 MS; RI
canfeno 926 0.8 MS; RI
canfora 1123 2.7 MS; RI
a-gurjuneno 1414 1.2 MS; RI
O-cadineno 1530 1.0 MS; RI
sabineno 948 1.6 MS; RI
limoneno 1000 1.3 MS; RI
Z-B-ocimeno 1010 0.4 MS; RI
fencheno 1040 0.4 MS; RI
fenchona 1062 20.8 MS; RI
menthadieno 1090 0.4 MS; RI
isoborneol 1149 0.4 MS; RI
a-copaeno 1378 0.5 MS; RI
a-bergamoteno 1441 0.5 MS; RI
y-elemeno 1503 4.3 MS; RI
tau-muurolol 1580 4.4 MS; RI
cubenol 1651 1.5 MS; RI
vulgarona b 1655 2.0 MS; RI
14 hlg;?ﬁfﬁ)eﬁgl (E) 1666 295 MS; RI
14-hidroxi-humuleno 1688 26.7 MS; RI
outros 5.3 -

a2 Resultados obtidos através do cromatograma de CG-FID.

b Indice de retencdo calculado em coluna polar Supelcowax-10 tipo carbowax 20M

¢ Métodos de identificacdo: indice de retencdo (IR), Cromatografia gasosa - espectrofotometria de
massa (GC - MS), Comparacdo de tempo e massa de retencdo com padrBes e 6leos essenciais
conhecidos.

Dentre os principais constituintes encontrados no 6leo essencial da espécie
Salvia microphylla estudado por Lima (2008) destacam-se 0s sesquiterpenos

alcodlicos a, B e y eudesmol e (E)-cariofileno, obtendo semelhanca com os



50

componentes majoritarios do presente trabalho que sédo eucalyptol, B-cariofileno e a-
eudesmol (Tabela 5).

No trabalho realizado por Lima (2008), os principais componentes do 6leo de
Salvia microphylla foram os sesquiterpenos alcodlicos a, B e y eudesmol e (E)-
cariofileno. Segundo Aydogmus et al., (2006) ao caracterizar o extrato acetonico da
salvia constatou a presenca de B-eudesmol e do 8-a-hidroxi-B-eudesmol, concluindo
que muitas vezes 0s compostos encontrados no 6leo estdo no extrato e em outras

partes das plantas.

Tabela 5 — Percentual de constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Salvia microphylla.
Dois Vizinhos, UTFPR, 2020.

Componentes # Indice de Retenc&o " Percentual Método de
detectado% Identificagdo®
B-pineno 955 2.2 MS; RI
mirceno 968 0.3 MS; RI
p-cimeno 992 0.7 MS; RI
B-cariofileno 1414 14.7 MS; RI
canfeno 934 4.0 MS; RI
eucaliptol 998 11.0 MS; RI
dihidro carveol 1000 0.8 MS; RI
4-caranol 1028 0.9 MS; RI
canfora 1095 4.0 MS; RI
borneol 1131 0.2 MS; RI
acetato de bornila 1262 7.6 MS; RI
a-gurjuneneo 1407 0.7 MS; RI
alloaromadendreno 1434 3.0 MS; RI
ledeno 1491 5.9 MS; RI
d-cadineno 1520 0.7 MS; RI
espatulenol 1567 6.9 MS; RI
globulol 1575 0.7 MS; RI
ledol 1592 0.3 MS; RI
guaiol 1618 25 MS; RI
y-eudesmol 1622 2.1 MS; RI
B-eudesmol 1636 5.7 MS; RI
a-eudesmol 1641 8.5 MS; RI
longipinocarvona 1704 0.9 MS; RI
epoxido bisaboleno 1725 0.6 MS; RI
outros 115 -

aResultados obtidos através do cromatograma de CG-FID.

bIndice de retencgéo calculado em coluna polar Supelcowax-10 tipo carbowax 20M

¢ Métodos de identificacdo: indice de retencdo (IR), Cromatografia gasosa - espectrofotometria de
massa (GC - MS), Comparagdo de tempo e massa de retencdo com padrdes e Oleos essenciais
conhecidos.
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Véarias atividades farmacéuticas e biolégicas, como propriedades
antibacterianas, antifangicas, anticancerigenas, antimutagénicas, antidiabéticas,
antivirais, antiinflamatoérias e antiprotozoarias sao prescritos e atribuidas aos 6leos
essenciais dentro dos sistemas tradicionais de medicina, em todo o mundo, onde a
andlise fitoquimica extensiva levou a caracterizacdo e identificagdo dos principais
componentes dos 0leos essenciais, que sdo de grande interesse, especialmente para

as industrias cosméticas e farmacéuticas (SOUZA et al., 2017).

5.2 ESPORULACAO DE A. alternata EM MEIOS CONTENDO DIFERENTES
OLEOS ESSENCIAIS

Os resultados obtidos demonstrando os efeitos dos O6leos sobre o
desenvolvimento dos esporos de A. alternata encontram-se na (Tabela 6). De acordo
com estes resultados pode-se considerar a atividade antifingica de todos os 6leos

essenciais avaliados, como satisfatoria frente ao fungo A. alternata.

Tabela 6 - Nomero de esporos e percentual de inibicdo de A. alternata em meios contendo
diferentes 6leos essenciais. Dois Vizinhos, UTFPR, 2020.

Variaveis
Oleos essenciais N. de esporos Inibicdo D.P. C.V (%)
(x 108 con/mm3) (%)

A. gratissima 49 c* 49,5 0,92 7,51

O. basilicum L. 39c¢ 59,8 1,01 10,35

S. microphylla 62 b 37,0 1,02 6,58

T. riparia 6d 93,9 0,83 55,3

T. vulgaris L. 40 ¢ 58,8 0,7 7

Controle positivo - BDA 97 a 0 1,16 4,78

Legenda: *Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
Resultado final expresso x 102 con/mm3. DP — Desvio padrdo. CV — Coeficiente de variagdo.
Fonte: O autor (2020).

Entre os oleos, T. riparia foi 0 que mais obteve inibicdo do crescimento de
esporos com 6x103 con/mm3, sendo significativamente inferior ao teste controle que
resultou em 97 x 103 con/mm3. Pode-se afirma que o oOleo T. riparia inibiu 93,9% o
crescimento do fungo A. alternata, devio ao fato de apresentar na composicéo
fenchona e demais componentes, com grande potencial na atividade antifungica
(LORENZI, 2008).
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Na seguéncia, O. basilicum L e T. vulgaris L. com 39 e 40 x 103 con/mm3
respectivamente, inibindo aproximadamente 59,8% e 58,8% dos fungos quando
comparados com o controle. Na seguencia A. gratissima, com 49 x 103 con/mm3 e S.
microphylla com 62 x 103 con/mm3, ambos sao considerados efetivos contra o fungo,
mas, com namero de inibicdo menor em relacdo aos demais 6leos testados 49,5% e
37%, respectivamente.

No estudo feito por Almeida (2014) para os extratos de gengibre e alho obteve-
se significativa equacao linear, com reducdo no crescimento micelial de A. solani
conforme o aumento na concentragao de 1%, 5%, 10%, 15% e 20% dos extratos
vegetais. A inibicdo foi de 37,9 e 70,0% para os extratos de gengibre e alho em relacéo
a testemunha contendo apenas meio de cultivo com agua, respectivamente. Também
0 extrato de cravo india (Syzygium aromaticum) promoveu inibicdo de 100% no
crescimento micelial em todas as concentracdes. Esses resultados sendo anélogos
com o presente estudo indicando elevado efeito antifingico, mesmo em baixas
concentracoes.

De acordo com Alves e Perina (2014) o extrato de cravo-da-india € um dos
extratos vegetais que vem se destacando no controle de doencas e na inducdo de
resisténcia em plantas contra os patdgenos de Alternaria solani. De acordo com 0s
autores, resultados obtidos com cravo-da-india podem ser pela atuacdo dos
componentes quimicos presentes no extrato, como o eugenol, que pode atuar na
inducao de resisténcia nas plantas e podendo atuar diretamente no proprio patégeno.
O eugenol também esta presente no 6leo de O. basilicum L. que teve 59,8% de

inibicdo do fungo no presente estudo.

5.3 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES INIBITORIAS MINIMAS (CIM)

Observa-se que, dois 6leos inibiram o microrganismo Alternaria alternata, em
dosagens baixas (3,125 a 6,250 puL/mL) Ocimum basilicum L. e Thymus vulgaris L.,
respectivamente, e trés em concentracdes inibitérias mais elevadas (12,5 pL/mL e 25
puL/mL), Tetradenia riparia, Aloysia gratissima e Salvia microphylla (Tabela 7).

Destacam-se dentre os tratamentos, os 6leos de Thymus vulgaris L. e
Ocimum basilicum L., sendo as CIM’s determinadas em baixas dosagens, isso

significa um grande potencial desses 6leos frente ao fungo testado, podendo ser
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usado uma pequena quantidade do Oleo, obtendo-se assim resultados significativos
contra A. alternata.

Tetradenia riparia, Aloysia gratissima e Salvia microphylla, também
apresentaram resultados satisfatorios contra o fungo em analise, mas havendo
necessidade de maiores concentracgdes (12,5 pL/mL e 25 pL/mL), para inibir o fungo
em comparacao com tomilho e manjericao.

Os testes foram realizados em triplicata, onde MIC maior que 400 pL/mL,
significou a ndo acado até a maxima concentracao testada e MIC menor que 400 pL/Ml,

representa acao até a maxima concentragdo testada.

Tabela 7 — Determinacédo das concentracgdes inibitérias minimas (CIM) dos 6leos essenciais de
Aloysia gratissima, Salvia microphylla, Ocimum basilicum L., Tetradenia riparia e Thymus
vulgaris L. sobre o desenvolvimento do fungo A. alternata. Dois Vizinhos, UTFPR, 2020.

Oleos Essenciais CIM (uL/mL) DP CV (%)
A. gratissima 1250 b * 2,03 16,24
O. basilicum 3,12d 0,76 24,32
S. microphylla 25,00 a 2,03 8,12

T. riparia 12,50 b 2,03 16,24

T. vulgaris 6,25 ¢ 0,76 12,16

Clotrimazol 3,12d 0,76 24,32
(controle positivo)

Polissorbato 80 N.L* N.L.* N.L.*

(controle negativo)

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). N.I.*
ndo inibiu o crescimento fungico. DP — Desvio padrao. CV — Coeficiente de variagdo.
Fonte: O autor (2020).

Ao comparar os resultados dos 6leos avaliados com o controle positivo
clotrimazol cuja CIM foi determinada em 3,125 pyL/mL, observou-se um resultado mais
efetivo dos 6leos essenciais Thymus vulgaris L. e Ocimum basilicum L com
concentragcbes de inibicdo semelhantes ao controle 6,25 e 3,125 pL/mL. Quando
comparado com T. riparia, Aloysia gratissima e Salvia microphylla (12,5 pL/mL e 25
pL/mL), observa-se que o efeito foi inferior ao antifingico sintético.

A acao dos ativos das plantas no combate a fitopatégenos pode ser de origem
direta, quando inibe o crescimento do microrganismo e germinagcdo de esporos
(CARLOS et al., 2010). Outro mecanismo teria relacdo com 0 esvaziamento e
murchamento das hifas, em virtude da aderéncia da quitina a parede celular das hifas,

acarretando um extravasamento do citoplasma. Esta relacéo entre o 0leo e a parede
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celular fungica seria facilitada pelas caracteristicas lipofiticas dos 6leos, promovendo
uma interacdo deste com a membrana celular fungica (MAIA et al., 2015).

Também pode-se citar outro mecanismo de ac¢do dos 0Oleos essenciais que
tem ligacéo principalmente com os terpenos, como o limoneno, encontrado nos oOles
de T. riparia e A. gratissima, que podem desencadear efeitos fungistaticos ou ainda
fungicidas, os quais possuem efeitos toxicos em relacéo a estruturacao e a funcéo da
membrana celular (MAIA et al., 2015). Um mesmo 06leo pode desempenhar efeito
frente a um amplo espectro de microrganismos, porém variar em sua concentracao
inibitéria (OLIVEIRA et al., 2011).

Além do que, 6leos que apresentam grupos hidroxilas fenolicos como
eugenol, presente no 6leo de manjericdo, que sdo bastante reativos e atuam
possivelmente, por meio da formacéo de pontes de hidrogénio com sitios ativos de
enzimas-alvo, através da sua inativacdo (XIANG et al., 2017). Segundo os autores,
Oleos essenciais oriundos de plantas medicinais, condimentares e aromaticas
possuem uma diversificada composicdo quimica, tendo como alguns constituintes
monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres e compostos fendlicos, os quais sdo
possivelmente responsaveis por diferentes atividades e resultados desempenhados.

O componente mirceno presente nos 6leos de tomilho e melhoral pode ter
contribuido para a atividade fungitoxica desses 6leos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Guimardes et al., (2011), constataram atividade fungitoxica do Oleo
essencial de Cymbopogon citratus, acredita-se que o seu efeito ocorreu devido aos
componentes majoritarios mirceno e citral sobre os fungos fitopatogénicos Fusarium
oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani.

As diferencas entre as atividades antifangicas podem estar relacionadas pela
variacdo no quimidtipo, idade, periodo da coleta, ou ainda por diferencas entre
subespécies, necessitando de estudos complementares para avaliacdo de
concentracbes mais elevadas dos 6leos essenciais frente a microrganismo fungico,
como o caso da A. alternata, cuja espécie € conhecida como importante patdégeno
vegetal (MAKSIMOVIC et al., 2008).
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5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.4.1 Atividade antioxidante total pelo método de reducédo do ferro (FRAP)

Nas metodologias empregadas no presente estudo, avaliou-se a capacidade
de cada 0leo essencial de combater os radicais livres, assim podendo considerar a
atividade antioxidante de todos os Oleos essenciais avaliados, com uma média de
sequestro do radical de 66,49 uM de sufato ferroso/g com fator de correcéo (FC) de
1,13%. Destacaram-se o0s 6leos de A. gratissima, T. riparia e O. basilicum L. com
45,55 43,82 e 38,59 uM de sufato ferroso/g, respectivamente. S. microphylla 102,53
MM de sufato ferroso/g e T. vulgaris L. 102,15 uM de sufato ferroso/g, na sequéncia.
(Tabela 8).

Desta forma, todos apresentaram uma correlagdo significativa entre os
compostos do Oleo e a atividade antioxidante avaliada (Tabela 8). Sendo O. basilicum
L. 38,59 uM/g o menos indicado com a menor atividade antioxidante, seguido T. riparia
43,81 uM/g e A. gratissima 45,55 uM/g. E os mais indicados quanto a acéo
antioxidante S. microphylla 102,5326 uM/g e T. vulgaris L. 102,1538 uM/g tendo maior

concentracéo de inibicdo dos radicais.

Tabela 8 — Atividade antioxidante dos Oleos essenciais de Aloysia gratissima, Salvia
microphylla, Ocimum basilicum L., Tetradenia riparia e Thymus vulgaris L. pelo método FRAP.
Dois Vizinhos, UTFPR, 2020.

Oleos Essenciais FRAP Fator DP CV (%)

(UM sulfato Correcgao

ferroso/qQ)

A. gratissima 2,68 b* 45,55 0,31 11,56
O. basilicum L. 2,27 ¢ 38,58 0,43 18,94
S. microphylla 6,04 a 102,53 0,92 15,23
T. riparia 2,58 b 43,81 0,41 15,89
T. vulgaris L. 6,02 a 102,15 0,8 13,28

Legenda: *Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). DP
— Desvio padréo. CV — Coeficiente de variacao.
Fonte: O autor (2020).

Kulisic et al. (2004) salientaram a importéncia da utilizacdo de diferentes

metodologias avaliadoras da atividade antioxidante, para tentar descrever a
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capacidade de combater os radicais livres apresentados pelos metabolitos

secundarios dos 6leos essenciais.

5.4.2 Andlise de atividade antioxidante pelo método ABTS

De acordo com os resultados obtidos, pode-se considerar a atividade
antioxidante de todos os 6leos essenciais avaliados, com uma média de sequestro
do radical de 12, 54 uM trolox / g, com fator de correcéo (FC) de 1,13%, destacando-
se os Oleos de T. vulgaris e S. microphylla com 8,89 e 8,87 uM/g, respectivamente.
O. basilicum L. 15,11 pM/g, T. riparia 15, 35 uM/g e A. gratissima 14,43 uM/g
(Tabela 9)

Desta forma, todos apresentaram uma correlagdo significativa entre os
compostos do 6leo e a atividade antioxidante avaliada. Sendo T. vulgaris e S.
microphylla com 8,89 e 8,87 pM/g os menos indicados, devido a menor atividade
antioxidante. E os mais indicados quanto a acdo antioxidante A. gratissima, O.
basilicum L. e T. riparia com maior atividade antioxidante, tendo maior concentracéo

de inibicao dos radicais.

Tabela 9 - Atividade antioxidante dos 6leos essenciais de Aloysia gratissima, Salvia microphylla,
Ocimum basilicum L., Tetradenia riparia e Thymus vulgaris pelo método ABTS. Dois Vizinhos,
UTFPR, 2020.

Oleos Essenciais (UM ',[A;EI-E)SX /9) Coi?ég[ﬁo. D.P. C.V. (%)
A. gratissima 0,85 b* 14,43 0,64 75,29
O. basilicum L. 0,89 a 15,11 0,64 71,91
S. microphylla 0,52 ¢ 8,87 0,67 128,84
T. riparia 0,90 a 15,35 0,64 71,11
T. vulgaris L. 0,53 ¢ 8,98 0,68 128,3

Legenda: *Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
D.P. - Desvio padréo. CV — Coeficiente de variagéo.
Fonte: O autor (2020).

Considerando a diversidade de substancias antioxidantes presentes nos
alimentos, varios métodos tém sido desenvolvidos para estimar a capacidade
antioxidante in vitro dessas substancias. Porém, a falta de padronizacdo desses

meétodos dificulta as comparacdes entre dados publicados por diferentes grupos de
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pesquisas, principalmente pelo uso de diferentes solventes e pelas maneiras distintas
de expressar os resultados.

Do mesmo modo, variagbes no complexo antioxidante podem fornecer
respostas diferentes em cada método (ALVES, 2013). Por isso, recomenda-se a
combinacdo de pelo menos dois desses métodos para fornecer resultados mais
completos e representativos da capacidade antioxidante (PEREZ-JIMENEZ et al.,
2008).

5.5 ACAO ANTIFUNGICA in vivo DOS OLEOS ESSENCIAIS CONTRA A. alternata
NO TOMATEIRO.

Quanto a severidade das manchas causadas por A. alternata, todos os
tratamentos com os 6leos essenciais promoveram reducéo nas areas afetadas pelo
fungo em relacdo ao controle (Tabela 10). A maior reducdo na severidade foi

promovida pela T. riparia, que reduziu em 66,2% a severidade em relacao ao controle.

Tabela 10 — Severidade e efetividade de A. alternata em folhas de tomateiro tratadas com
diferentes 6leos essenciais. Dois Vizinhos, UTFPR, 2020.

Oleos essenciais Severidade Efetividade (%) DP CV (%)
(%)
A. gratissima 61,3 45 4 1,47 2,39
O. basilicum L. 51,3 54,3 1,13 2,2
S. microphylla 55,3 50,8 1,41 2,54
T. riparia 38 66,2 1,17 3,07
T. vulgaris L. 75,3 32,9 1,14 1,51
Controle 112,2 0 1 0,89

Legenda: DP — Desvio padréo. CV — Coeficiente de variacdo. % de efetividade contra A. alternata.
Fonte: O autor (2020).

Entre os 6leos essencias, o T. riparia foi que apresentou maior eficiéncia na
reducdo da severidade da doenca no tomateiro, pois a area foliar infectada pela
doenca na ultima avaliacdo obteve uma média de 66,2% de reducdo da area foliar
infectada. Em quanto que O. basilicum L e S. microphylla foram de 54,3% e 50,8%,
respectivamente, os quais alcancaram efeito semelhante no controle da doenca. A.

gratissima e T. vulgaris L, foram os que obtiveram menor efeito sobre a severidade da
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doenca, sendo de 45,4% e 32,9% respectivamente, 0s quais sdo controles
intermediarios, mas também promissores.

De acordo com Alves e Perina (2014) o 6leo do cravo-da-india € um dos oleos
gue tem capacidade de diminuir a severidade de doencas no tomateiro, devido as
suas propriedades quimicas, eugenol, acetato de eugenol e beta-cariofileno, os quais
induz a planta a ativar as rotas secundarias para produzir substancias antagénicas ao
patdogeno, e além de agir diretamente no patdégeno. Tendo semelhanca com o
presente estudo o composto beta-cariofileno atuante em todos os 6leos testados.

O percentual de severidade (66,2 %) nas folhas de tomateiro obtido com o
Oleo essencial de T. riparia foi condizente com os resultados obtidos por Lucas, (2012)
que avaliou o fungicida Recop®, o acibenzolar-S-metil e o 6leo essencial de capim-
liméo e observou gque os tratamentos avaliados nao diferiram estatisticamente entre si
na reducdo da severidade da pinta preta em tomateiro em relacdo a testemunha, os
quais apresentaram controles de 75,5%, 73,5% e 62,2%, respectivamente.

Lucas (2012) também cita que foi possivel perceber que a época da aplicacao
dos produtos tem grande influéncia no resultado, sendo que em plantas pulverizadas
somente apds a inoculacdo, o controle promovido pelos 6éleos essenciais foi de 42%
a 60%. Sendo esse resultado semelhante ao presente estudo, onde as plantas foram
pulverizadas somente apos a inoculagéo do fungo.

Abreu (2006) observou os 6leos essenciais das especies Cinnamomum
zeylanicum, Cymbopogon citratus e Syzygium aromaticum as quais inibiram
totalmente o crescimento micelial e a germinacao dos conidios do fungo Alternaria
solani a partir da concentracao 750 pL/L™.

Pereira et al. (2008) obtiveram reducéo de 35,0% na area abaixo da curvade
progresso do numero de lesbes da cercosporiose do cafeeiro, promovida pela
pulverizacdo do 6leo essencial de tomilho. Os autores também observaram controle
promovido pelos 0leos essenciais de canela e citronela e relataram que esta eficiéncia
se deve a presenca de compostos como cinemaldeidos e eugenol, presentes nodleo
de canela e geraniol e citronelal, presentes no 6leo de citronela.

Segundo Popovic et al. (2013), as substancias presentes nos o0leos
essenciais, quando em contato com 0s microrganismos, afetam a integridade das
células da membrana, causando o extravasamento do conteudo. Este fato também foi

observado por Medice et al. (2007), em soja pulverizada com 6leo essencial de tomilho
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e inoculada com P. pachyrhizi, e por Pereira et al. (2008), utilizando 0 mesmo 6leo em

plantas de cafeeiro inoculadas com C. coffeicola.
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6 CONCLUSAO

Como resultados obteve-se os compostos majoritarios dos 6leos essenciais,
sendo B-cariofileno 14,7% no 6leo de Salvia microphylla, geranial 43,7% no 6leo de
Ocimum basilicum L., 14-hidroxi-humuleno 26,7% no Oleo Tetradenia riparia, thymol
43,5% no 6leo de Thymus vulgaris e eucaliptol 35,0% no 6leo de Aloysia gratissima.

A atividade antifungica do 6leo de Ocimum basilicum L. e Thymus vulgaris
inibiram o0 microrganismo em dosagens baixas 3,125 a 6,250 pL/mL, respectivamente,
e trés em concentracdes inibitdrias mais elevadas 12,5 pl/mL e 25 puL/mL, Tetradenia
riparia, Aloysia gratissima e Salvia microphylla.

A atividade antioxidante no método FRAP, obteve uma média de sequestro
do radical de 66,49 uM de sufato ferroso/g com fator de correcédo (FC) de 1,13%
destacando-se os 6leos de S. microphylla 102,53 uM de sufato ferroso/g e T.vulgaris
102,15 pM de sufato ferroso/g, com uma atividade efetiva. Pelo método ABTS
obtivemos média de sequestro do radical de 12, 54 uM trolox/g com fator de correcao
(FC) de 1,13%, destacando-se os 6leos de O. basilicum L. com 15,11 uM trolox/g e
Tetradenia riparia com 15, 35 uM trolox/g.

Na inibicdo dos esporos de A. alternata destacaram-se T. riparia inibindo
93,9% o crescimento do fungo. Na sequéncia O. basilicum L e T. vulgaris L. 59,8% e
58,8%, respectivamente de inibicdo dos fungos quando comparado com o controle
(sem tratamento).

Por fim a acdo antifangica in vivo dos 6leos essencial obteve T. riparia com
maior eficiéncia na reducao da severidade (66,2%), seguida por O. basilicum L e S.
microphylla com 54,3% e 50,8%, respectivamente, os quais alcancaram efeito
semelhante no controle da doenca, completando com A. gratissima e T. vulgaris L,
com reducdo de 45,4% e 32,9% respectivamente, 0s quais sdo controles
intermediarios, mas também promissores.

Os resultados deste trabalho indicam que os OE estudados representam uma
alternativa promissora no controle do crescimento da A. alternata, e a possibilidade
de aplicagcdo dos OE no controle de doencas em tomateiro € uma alternativa

interessante e ambientalmente segura.
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