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Os 6bleos essenciais extraidos de plantas exibem fungdes ecoldgicas importantes demonstradas através de
diversos estudos, com potencial para serem utilizados como agentes antimicrobianos naturais em substituicao
aos pesticidas convencionais. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a fungitoxidade do 6leo essencial
de Eugenia caryophyllus Tumb, em diferentes concentragdes, contra o crescimento micelial de Cladosporium
herbarum, agente etioldgico da doenca conhecida como “verrugose” que afeta todos os 6rgdos aéreos do
maracujazeiro, reduzindo seriamente a produtividade, o suprimento, os precos e a qualidade da fruta. A partir
de frutos e flores, o fungo foi isolado, recuperado e analisado em batata-dextrose-agar (BDA) com o0s
tratamentos 12,8; 6,4; 3,2; 1,6; 0,8; 0,4 ¢ 0,2 uL de dleo essencial de E. caryophyllus. O éleo essencial de E.
caryophyllus inibiu o crescimento micelial de C. herbarum a partir da concentragio de 1,6 uL e apresentou
uma inibicdo micelial total na concentragdo de 12,8 uL. Assim, 0 dleo essencial de E. caryophyllus
apresentou-se promissor para aplicagfes futuras como agente biofungicida contra C. herbarum.
Palavras-chave: crescimento micelial, Passiflora edulis, verrugose

Essential oils extracted from plants exhibit important ecological functions in several studies, with potential
to be used as natural antimicrobial agents to substitute to conventional products. The objective this study was
to evaluate the in vitro the fungitoxity of the essential oil of Eugenia caryophyllus Tumb in different
concentrations against the mycelial growth of Cladosporium herbarum, etiological agent that incites a serious
disease in passion fruit, known as “black scab” that affects all aerial organs of the plant, reducing seriously
productivity, supply, prices and quality of the fruit. From fruits and flowers, the fungus was isolated, recover,
and analyzed in potato dextrose agar (PDA) with the treatments 12,8; 6,4; 3,2; 1,6; 0,8; 0,4 ¢ 0,2 uL of the
essential oil of E. caryophyllus. The essential oil of E. caryophyllus inhibited of the mycelial growth of the
C. herbarum from concentration of 1.6 uL. and showed a total mycelial inhibition in the concentration of 12.8
pL. Thus, E. caryophyllus essential oil has shown its promising for future applications as a biofungicidal
agent against C. herbarum.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é atualmente o maior produtor e consumidor mundial de maracuja, que pode ser
cultivado em praticamente todas as regies e estados no pais, apresentando grande importancia
econdmica e social com geracao de emprego e renda [1]. Contudo, a produgdo de maracuja-amarelo
(Passiflora edulis Sims) é severamente afetada por vérias doengas causadas por patdgenos
fingicos, bacterianos e virais [2].

Entre as doencas que acometem a cultura do maracuja tém-se a verrugose, cancrose ou
cladosporiose do maracujazeiro, como é popularmente conhecida a doenca causada pelo fungo
Cladosporium herbarum, que acarreta sérios problemas fitossanitarios a cultura com danos em
folhas, flores e frutos. Sob condigcdes de viveiro ou casa de vegetacdo, a elevada populacdo de
plantas favorece um microclima imido, desta forma h& condi¢Ges para uma rapida disseminacéo
da doenca, ocasionando queima, necrose da parte aérea das mudas e morte, com consequente
reducdo de stand [3]. Os pomares com problemas drasticos principalmente de cancrose, quando a
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doenca ataca folhas e flores ou verrugose em frutos, no periodo de pleno desenvolvimento
vegetativo do maracujazeiro aliado a alta temperatura favorece epidemias, independente de
molhamento foliar. Como consequéncia ha perdas na producdo e na qualidade dos frutos, que
apesar de ndo terem a polpa deteriorada, ficam sem valor para o consumo in natura [4].

A forma mais comum de disseminacéo da cladosporiose em maracujazeiro é por meio de muda
infectada [5]. Deste modo, a reducdo da densidade de indculo do fitopatdgeno no pomar é
importante. Além do uso de mudas sadias, 0s restos culturais devem ser destruidos pela aplicacéo
de medidas que acelerem a sua decomposicdo. Atualmente, o controle de doencas de parte aérea
tem sido realizado por meio do uso de fungicidas, com um elevado nimero de pulverizagdes, em
média de 16 a 36 aplicacOes por ciclo, 0 que acarreta risco de selecdao de populagdes do patdégeno
resistentes [6]. Diversos estudos alertam para o perigo dos residuos de pesticidas nos ecossistemas
desequilibrando a microflora nativa do solo e ainda, como contaminantes em alimentos
ocasionando, assim, problemas altamente prejudiciais a satde. De acordo com 0 monitoramento do
Programa de Avaliacdo de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), residuos de pesticidas
tém sido detectados em frutas [7, 8]. Outra preocupacdo é a deriva agricola como fonte de
contaminagao, 0 que contribui para exposic¢éo a pesticidas principalmente da populacéo que vive
préximo aos campos de cultivo, assim como, danos ambientais, a exemplo da contaminacéao pela
presenca de diferentes pesticidas detectados em analises bioquimicas no Rio Uruguai e nos tecidos
de peixes [9, 10].

Para sistemas agroecoldgicos ou organicos de producédo surge a necessidade de novas terapias,
que promovam a seguranca alimentar e nutricional, com substancias mais eficazes e menos tdxicas
ao homem e ao meio ambiente, a partir de fontes naturais, sustentaveis, em substituicdo aos
produtos quimicos sintéticos [11]. Nesse cenario, compostos aromaticos volateis das plantas, como
0s 0Oleos essenciais, produtos naturais originados por meio do metabolismo secundario das plantas
possuem atividade antifungica com grande potencial de uso no controle de fitopatégenos [12]. Suas
propriedades antimicrobianas se devem & sua composi¢do quimica, sendo 0S Seus compostos
volateis [13] produzidos como parte importante do sistema de defesa das plantas contra ataques de
patdgenos e estresses ambientais. O acimulo desses compostos pode ser influenciado por varios
fatores genéticos, ontogenéticos, morfoldgicos e ambientais [14]. Neste contexto, a busca por
produtos naturais como 0s compostos derivados de plantas no manejo de fitopatégenos surge com
expectativas de sucesso no controle, sem danos aos ecossistemas.

Eugenia caryophyllus Tumb, pertence a familia Myrtaceae, comumente conhecida como cravo-
botdo, é uma arvore aromatica nativa da Indonésia, sendo usada como tempero na culinaria de
diversas partes no mundo. Estudos farmacolégicos tém relatado E. caryophyllus como potente
antifingico,  anti-inflamatério,  analgésico, antioxidante, antitrombdtico, antipirético,
anticonvulsivante, inseticida, antimutagénico, antiulcerogénico, antiviral, antisséptico e
antibacteriano [15]. O 6leo essencial obtido de E. caryophyllus a vista do seu potencial de uso como
medicinal vem sendo utilizado em pesquisas em todo o mundo. Entre seus constituintes quimicos,
destaca-se o composto isolado eugenol como efetivo no controle de fungos [16].

Diante destas consideracdes, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade biofungicida
in vitro do dleo essencial de E. caryophyllus, em diferentes concentracdes, sobre o crescimento de
C. herbarum, visando seu uso como agente biofungicida agricola no controle da doenca que
ocasiona ou promove a cladosporiose em maracujazeiros, em substituicdo aos produtos quimicos
convencionais, mais nocivos aos ecossistemas.

2. MATERIAL E METODOS

A amostragem ocorreu em novembro de 2019, no municipio de Paty do Alferes, localizado na
Regido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil nas coordenadas geograficas a 22° 25’
de latitude sul e 43° 25 de longitude oeste, a 610 metros de altitude. O maracujazeiro que
apresentou a doenca estava sob o sistema convencional de um pomar comercial, em seu segundo
ano de cultivo em plena fase vegetativa. As plantas avaliadas apresentavam sintomas tipicos de
cladosporiose em maracujazeiro e principalmente, a cancrose foi mais presente (Figura 1). A partir
de 11 pés com incidéncia da doenca as amostras de folhas, flores e frutos foram coletadas e
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devidamente identificadas, depositadas em sacos de papel kraft e mantidas sob refrigeragdo até o
momento da analise [17] nos laborat6rios do Centro Nacional de Pesquisa em Agrobiologia da
Embrapa (Embrapa Agrobiologia).

Figura 1: Passiflora edulis. A) Cultura do maracujé a campo sob cultivo em espaldeira vertical; B) Botéo
floral com sintomas caracteristicos de cancrose em maracujazeiro.

Quanto ao isolamento do agente causal foi pelo método direto [18]. O fungo foi isolado em meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA) a partir das lesfes no botéo floral e frutos de maracujazeiro,
tratados previamente com solugdo de hipoclorito de sédio a 1% por 1 minuto, seguida de trés
lavagens em agua destilada autoclavada.

O dleo essencial de E. caryophyllus utilizado nos ensaios é da marca comercial Ferquima. De
acordo com o laudo técnico fornecido pelo fabricante, 0 método de extracdo empregado para a sua
obtencdo foi o arraste a vapor, realizado a partir dos botdes florais.

No presente estudo, o 6leo essencial de E. caryophyllus foi analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrdmetro de massas (CG-EM Shimadzu, QP 5050, coluna capilar DB-5 — 30 m x
0.25mm de didmetro interno x 0.25um de espessura), na programacdo de 60 °C — 240 °C (3 °C/
min). Utilizou-se o hélio como gas carreador com uma taxa de fluxo de entrada a 3 mL.min™ e de
fluxo total de 46,2 mL.mint. As temperaturas do injetor e do detector foram 240 e 230 °C,
respectivamente. A identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi realizada por
comparacdo de seus espectros de massa e valores de indice de Kovats (IK) com compostos
conhecidos descritos na literatura [19].

As andlises foram realizadas em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial com oito (8) tratamentos, cinco (5) repeticGes, com os controles positivo e
negativo. No programa estatistico Bioestat 5.0, os dados foram submetidos a analise de variancia a
5% de probabilidade (ANOVA).

Os bioensaios realizados para avaliacdo do crescimento micelial in vitro, ocorreram de forma
quantitativa, no qual o 6leo essencial testado sofreu diluicio em série, solubilizado em
dimetilsulfoxido (DMSO) e tween 20 a 0,8%. A sensibilidade do organismo foi testada a um
gradiente definido de concentragBes do Gleo essencial: 320; 160; 80; 40; 20; 10; 5; 2,5 e 1,25
uL.mLte controles positivo e negativo. Desta forma, foi possivel conhecer, a concentracdo minima
inibitoria e a concentracdo maxima que ainda se situa na regido linear da curva de resposta [20].

Nos ensaios para avaliacdo da bioatividade foi utilizado o meio de cultura BDA, preparado
conforme o fabricante e vertido em placas de Petri de 9 cm de didmetro, usando-se 5 placas para
cada tratamento. Foi dispensado na superficie do meio de cultura BDA aliquotas de 40 pL de
emulsdes do dleo essencial de E. caryophyllus, no qual os tratamentos consistiram em 12,8; 6,4;
3,2;1,6;0,8; 0,4 e 0,2 uL por superficie. A seguir, foi realizado o espalhamento com o auxilio de
alca de Drigalski, permanecendo as placas de Petri por um periodo de 1 hora em camara de fluxo
laminar, para a secagem das mesmas.

O desenvolvimento micelial do fungo a ser testado ocorreu em meio de cultura BDA, durante
um periodo de 15 dias. Com o auxilio de uma alca de metal, flambada, em condi¢des assépticas,
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um disco de BDA com o micélio de 5 mm de didmetro, obtido do bordo da colénia do patdgeno
com furador de metal foi depositado no centro de cada placa de Petri nos diferentes tratamentos.
Em seguida, as placas foram imediatamente embaladas em papel filme e transferidas para uma
camara incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand), no escuro, a uma temperatura de 27 °C.
Para o controle positivo, foi utilizado o fungicida tiofanato metilico a 1.000 ppm e como controle
negativo (branco), foi utilizado o solvente DMSO e Tween 20 a 0,8%, com 5 repeti¢fes cada.

As placas foram examinadas a partir do 3° dia de incubag&o para verificar a presenca ou ndo da
inibicdo do crescimento fungico e para fazer as aferi¢des dos didmetros de crescimento. O didmetro
médio de crescimento da coldnia foi determinado por meio de um paquimetro digital de 0 a 150
mm de capacidade. As mensuracdes do didmetro micelial foram verificadas em dois sentidos
diametralmente opostos e calculada a taxa de inibicdo do crescimento micelial (ICM) para cada
tratamento, com base nos didmetros de crescimento fdngico da testemunha em relagdo ao
crescimento do tratamento, medidos ao 6° dia de incubacéo, expressa pela formula:

C
ICM (%) = ( fC”“)X 100

t

Onde:

ICM (%) = taxa de inibicdo do crescimento micelial

Ctrat = diametro médio de crescimento do microrganismo no tratamento
C: = didmetro médio de crescimento do microrganismo testemunha

A taxa de crescimento micelial (TxCM) foi medida a partir de mensuragdes dos didmetros de
crescimento fungico com 3 e 6 dias de incubacdo, em relagdo a testemunha. A TxCM foi calculada
pela formula:

Onde:

TxCM = taxa de crescimento micelial
Dr = didmetro final da coldnia (mm)
Dt = didmetro da testemunha (mm)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados das andlises cromatograficas (Tabela 1) do 6leo essencial de cravo-
botdo, o constituinte majoritario é o eugenol, seguido pelo cariofileno e acetato de eugenol.

Tabela 1. Principais constituintes quimicos identificados no éleo essencial de cravo-botéo.

Constituintes quimicos IR? Area%
Eugenol 1359 62,42
Cariofileno 1404 19,95
Acetato de eugenol 1530 14,86
a-Humeleno 1552 2,87
Oxido de cariofileno 1581 0,54
d-Cadineno 1522 0,15
(E,E)-a-Farneseno 1509 0,10
g-Muroleno 1479 0,11

!indice de retencio
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Os resultados dos bioensaios demonstraram a inibi¢ao gradativa do crescimento micelial de C.
herbarum em funcdo de doses crescentes do Gleo essencial de E. caryophyllus. O ensaio revelou
um efeito potencial antifingico com a ICM observada nas concentracdes que variam entre 1,6 a
12,8 pL (Figura 2A), onde o fungo mostrou-se sensivel aos tratamentos. Na dosagem de 3,2 pL
houve uma ICM de 80%, obtendo-se inibigdo total a partir da dose de 12,8 pL. J& as doses entre 0
a 0,8 puL ndo inibiram o crescimento micelial de C. herbarum, a ICM foi igual a zero. Quanto a
TxCM medida aos 3 e 6 dias de incubacdo (Figura 2B), na dose de 0,8 uL inicialmente, O
crescimento foi de apenas 50%, porém no 6° dia a TxCM calculada foi equivalente a testemunha
ndo tratada com o 6leo essencial. As TxCM ao longo do tempo foram superiores, principalmente
neste tratamento, recuperando dessa forma, o crescimento inicialmente retardado na primeira
avaliacdo (ao 3° dia). Na dose de 1,6 uL. a TxCM foi bastante reduzida, principalmente no 3° dia.
Mesmo no 6° dia de crescimento, nas doses a partir de 6,4 pL, a TxCM n&o chegou a 0,2 e na
concentragdo de 12,8 uLL a TxCM foi igual a zero, demonstrando sua atividade biofungicida para C.
herbarum.

(A)
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Figura 2: Detec¢do de atividade antimicrobiana. A: Inibicdo do crescimento micelial (ICM) de
Cladosporium herbarum pelo tratamento com 6leo essencial de Eugenia caryophyllus em diferentes doses.
B: Taxa de crescimento micelial (TxCM) de C. herbarum ao 3° e 6° dia de incubacéo, tratado com dleo
essencial de E. caryophyllus em diferentes doses.
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Na literatura, diferentes estudos comprovam a acdo fungicida de E. caryophyllus tanto sobre
fungos que causam doencas de importancia em salde publica, quanto em fungos fitopatogénicos.
Nufiez et al. (2001) [21] avaliou o efeito da atividade antifingica do éleo essencial de cravo disperso
em solugdo concentrada de agucar 0,2 a 0,8% (v / v) sobre os microrganismos: Candida albicans,
Penicillium citrinum, Aspergillus niger e Trichophyton mentagrophytes. A melhor atividade
fungicida ocorreu a 37 °C, onde um minuto de contato foi suficiente para matar uma populacéo de
10% UFC.mL™ de Candida albicans. Para P. citrinum, A. niger e T. mentagrophytes, uma acéo letal
importante foi observada: o 6leo essencial de cravo (0,4% v.v.) em solucdo concentrada de agUcar
por 1 hora reduziu em 99,6% um inéculo de 10° u.f.c.mL* de T. mentagrophytes. O efeito letal do
Oleo essencial de cravo sobre C. albicans, ap6s 2 minutos de contato, foi semelhante ao de
desinfetantes comumente utilizados em hospitais, como povidona-iodo e cloroxilenol. Segundo
Jain e Sharma (2019) [22] uma propriedade fungicida potente foi revelada durante a avaliacdo
antifangica do 6leo de E. caryophyllus nas concentracdes de 25 a 100 % aplicado de forma tdpica
contra fungos (causadores de micoses em seres humanos). Todas as concentracfes apresentaram-
se como excelentes inibidores em comparagdo com os antifingicos padrdes, como griseofulvina,
cetoconazol e itraconazol.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de E. caryophyllus pode ser explicada devido a
presenca de eugenol (62,42%), componente em maior percentual na sua composicdo quimica,
amplamente utilizado nas areas médica e alimenticia, conhecido por sua atividade antifingica
contra diversos microrganismos. Inclusive uma agdo sinérgica do cravo combinado com eugenol
foi demonstrada. Castro et al. (2017) [16] avaliou a acdo direta do 6leo essencial de cravo e 0
composto isolado, eugenol e da interacdo entre estes contra o fungo Alternaria alternata. Os ensaios
indicaram que o 6leo essencial de cravo e o eugenol reduziram significativamente o crescimento
fangico, destacando o composto isolado eugenol como efetivo no controle do fungo A. alternata.
A atividade antifungica de E. caryophyllus sobre A. alternata, fungo que causa doenca de pos-
colheita em pitaia (Hylocereus undatus Haw.) foi revelada em um ensaio in vivo, no qual frutos de
pitaia tratados com E. caryophyllus nas concentragdes de 500 e 1000 ug.mL* exibiram uma reducéo
de 31% no crescimento micelial em comparagdo ao controle. O composto eugenol também se
destacou no controle da mancha foliar em macieira, causada por Colletotrichum fructicola [23].

O constituinte quimico acetato de eugenol presente no 6leo essencial de cravo-botéo utilizado
neste estudo, no qual apresenta-se em bom percentual (14,86%) foi relatado como antifingico
eficaz no tratamento de sementes. Silva et al. (2018) [24] trataram sementes de ervilha para o
controle de Cladosporium spp. com acetato de eugenol (0,2%) e extrato de cravo (10%). Em ambos
os tratamentos, o efeito antiflngico foi confirmado com total inibicdo de Cladosporium spp. e
ademais, ndo interferiram na germinacdo. Em contrapartida, a testemunha demonstrou 92% de
incidéncia do fungo. O presente trabalho, ndo verificou o efeito antiflngico de nenhum componente
guimico do 6leo essencial de cravo-botdo, o estudo de cada um desses componentes quimicos
isoladamente é de grande importancia ja que o 6leo essencial demonstrou potencial de uso no
controle de C. herbarum.

A cladosporiose em maracujazeiro € uma grave doenca de pos-colheita, que ocasiona grandes
perdas aos fruticultores. A doenca afeta todos os 6rgdos aéreos da planta, com necroses, mas
principalmente reduz a qualidade dos frutos, como o proprio nome ja diz ‘verrugose em frutos’,
devido as lesdes semelhantes a verrugas. Tendo em vista que na fruticultura a qualidade visual € de
suma importancia para a classificacdo dos frutos, e consequente remuneracdo, problemas
fitossanitarios como estes inviabilizam a exportacdo [25] e impactam negativamente até mesmo a
comercializacdo in natura dos frutos no mercado interno, j& que a aparéncia é desagradavel [26].
Dai a importancia de manejo dessas doencas de pos-colheita e ainda, com o uso de produtos naturais
de menor impacto ambiental, bem como a sadde do trabalhador rural e sociedade.

Em suma, os resultados evidenciaram que o dleo essencial de E. caryophyllus mostra-se eficaz
na inibicdo do fungo C. herbarum in vitro indicando sua atividade biofungicida. No presente
estudo, também ficou clara a relacéo inversa entre ICM e TxCM. Estes dados sdo favoraveis e
poderdo impulsionar futuras pesquisas sobre as particularidades fitoquimicas, toxicolégicas e
farmacologicas tanto do dleo essencial de E. caryophyllus, bem como de seus constituintes
quimicos, isoladamente ou em conjunto. A vista disso, mais trabalhos dever&o ser realizados,
testando-se novas concentracdes dos 6leos essenciais in vivo, avaliando-se a atividade biofungicida,
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bem como estabelecer concentracgdes inibitorias seguras do 6leo essencial e parametros para o seu
uso.

4. CONCLUSAO

Eugenia caryophyllus apresentou potencial biofungicida in vitro para o fungo C. herbarum, com
doses crescentes do 6leo essencial. Agiu com eficacia na inibicdo de 80% do crescimento micelial
de C. herbarum a partir da dose de 3,2 uL e apresentou forte acdo fungicida com 100% de ICM a
partir da dose de 12,8 uL. Entretanto, estudos adicionais serdo necessarios visando identificar o
mecanismo de acdo deste produto natural sobre o fungo testado, a fim de viabilizar testes in vivo
na elaboracdo de produtos fitossanitarios naturais sustentiveis que possam ser utilizados em
sistemas organicos ou agroecoldgicos de produgdo agropecuéria no controle do agente incitador da
cladosporiose em maracujazeiro.
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