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RESUMO

Doencgas causadas por fungos geram prejuizos ao produtor e colocam em risco a
saude humana. A forma mais eficiente de controle dessas doencas se da pela
aplicacao de defensivos agricolas téxicos ao homem e ao meio ambiente. O Brasil
destaca-se pela expressiva produgao agricola, mas também pelas doses elevadas
de agrotéxicos, cuja aplicagao desregrada leva a contaminagdo ambiental e acarreta
em residuos que persistem nos produtos em que sao aplicados, tornando-os
impréprios para o comércio interno e a exportagdo. Além disso, um dos maiores
problemas quanto ao uso de produtos sintéticos € a selegcédo de linhagens de micro-
organismos cada vez mais resistentes. Por isso, recentemente, observa-se
crescente interesse na busca por novas moléculas de produtos naturais — incluindo
os Oleos essenciais — com efeito bactericida, fungicida e inseticida, visando o
controle desses patdgenos. Neste trabalho, avaliou-se a atividade biologica dos
Oleos essenciais de Pelargonium graveolens (Geraniaceae) e de trés espécies de
Aloysia (Verbenaceae) contra os fungos Phomopsis longicolla, agente causador da
podriddo da semente da soja e Colletotrichum acutatum — principal agente causador
da podridao floral dos citros e da antracnose do morangueiro. Testou-se também a
atividade antifungica dos compostos isolados timol e carvacrol frente aos
fitopatdogenos, assim como o efeito da interagdo entre o composto isolado (timol ou
carvacrol) e os Oleos essenciais de maior ag&o antifungica encontrada. De todas as
espécies e compostos testados, carvacrol apresentou a maior atividade antifungica,
cujas concentragdes inibitérias minimas foram de 0,019 mg/mL e 0,038 mg/mL
contra P. longicolla e C. acutatum, respectivamente. Este resultado foi
significativamente igual ao encontrado para o defensivo agricola Carbendazim. Os
Oleos essenciais de P. graveolens e A. polystachya foram os que apresentaram
melhor atividade antifungica entre os 6leos testados. As interagdes entre o carvacrol
e o0 Oleo essencial de P. graveolens e A. polystachya foram aditivas ou antagdnicas,
nao tendo sido observado efeito sinérgico. De toda forma, os resultados obtidos
neste trabalho indicam que carvacrol € uma molécula promissora para o controle das
doencas causadas por P. longicolla e C. acutatum.

Palavras-chave: Carvacrol. Concentragao inibitoria minima. Concentragéo inibitoria

fracionada. Podridao floral dos citros. Podridao da semente da soja.



ABSTRACT

Diseases caused by fungi lead to agricultural losses and put human health at risk.
Chemical fungicides are still the most efficient way to control those diseases,
although they are generally toxic to humans and to the environment. Brazilian
agricultural production is noteworthy worldwide and so it does its high levels of
fungicides and pesticides consumption. These synthetic products, if applied beyond
measure can contaminate the environment and persist as residues on the products
they are applied on, making them inappropriate for internal market and exportation.
Besides that, fungicide resistance has become one of the most important issues in
modern agriculture, and the use of synthetic fungicides can lead to the selection of
resistant strains. Therefore, it has lately increased the demand for the development
of new molecules obtained from natural products — including essential oils — that may
have bactericide, fungicide and pesticide properties and could be used in the control
of pathogens growth. In this work, we evaluated the biological activity of Pelargonium
graveolens (Geraniaceae) and three species of Aloysia (Verbenaceae) essential oils
against Phomopsis longicolla — the causal agent of Phomopsis seed decay — and
Colletotrichum acutatum — that causes both postbloom fruit drop of citrus and
strawberry anthracnose. The antifungal activity of isolated thymol and carvacrol and
the effect of interaction between the isolated compound (thymol or carvacrol) and the
essential oil that showed the highest antifungal action were tested as well. Carvacrol
displayed the highest antifungal activity, whose minimum inhibitory concentration was
0,019 mg/mL against P. longicolla and 0,038 mg/mL against C. acutatum. This result
was significantly equal to the one found for the synthetic fungicide Carbendazim. P.
graveolens and A. polystachya essential oils showed the best results compared to all
the essential oils tested. The interactions between carvacrol and P. graveolens and
A. polystachya essential oils were classified as additive or antagonistic, never
synergistic. At any rate, this work shows that carvacrol is a promising molecule to
control the diseases caused by P. longicolla and C. acutatum.

Keywords: Carvacrol. Minimum inhibitory concentration. Fractional inhibitory
concentration. Postbloom fruit drop. Phomopsis seed decay.
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1 INTRODUGAO

As doencgas causadas por fungos tém aumentado em numero e
intensidade nas ultimas duas décadas, causando prejuizos a agricultura e colocando
em risco a seguranga alimentar. Somente no ano de 2011, estima-se que, nas cinco
principais culturas mundiais - arroz, trigo, milho, batata e soja — o volume perdido
poderia ter alimentado até 8,5% da populacdo mundial. A causa do aumento da
dispersado dessas doengas tem sido atribuida a expansao do comércio globalizado, o
que confere ao controle fitossanitario relevancia mundial (FISHER et al., 2012).

A forma mais eficiente de manter as culturas agricolas livres de
doencgas causadas por fungos é o controle quimico, por meio da aplicagao periddica
e preventiva de fungicidas (BRENT, 2007). Entretanto, uma das consequéncias mais
importantes da agricultura moderna € a ocorréncia de resisténcia de linhagens
patogénicas a fungicidas, principalmente os que possuem mesmo modo de acgao,
como benzimidazodis, fenilamidas e estrobirulinas (DEISING; REIMANN;
PASCHOLATI, 2008; SILVA-JUNIOR et al., 2014). O uso indiscriminado desses
produtos pode agravar ainda mais o problema, pois, além de acelerar o
desenvolvimento de resisténcia, representa alto risco de contaminagdo ambiental e
humana (RODRIGUES, 2006).

Por essa razao, faz-se necessario avaliar o tempo de aplicagdo de
produtos sintéticos, bem como buscar e testar novos produtos — empregados
isoladamente e em misturas, a fim de se aumentar a eficiéncia do controle e reduzir
a probabilidade do micro-organismo se tornar resistente (SILVA-JUNIOR et al.,
2014). O problema da resisténcia a antibidticos e fungicidas é enfrentado também
nas industrias farmacéutica e alimenticia e, visando maior eficiéncia e menor
toxicidade, as pesquisas com antimicrobianos tém buscado interagbes sinérgicas
entre compostos (MELETIADIS et al., 2010; EFRATI et al., 2014).

O controle alternativo também ganha destaque nesse cenario. Os 6leos
essenciais sao conhecidos por suas propriedades antimicrobianas, especialmente
aqueles constituidos majoritariamente por compostos fendlicos, como carvacrol,
timol, linalol, eugenol e mentol (KUORWELL et al.,, 2011; ABBASZADEH et al.,
2014). Dentre esses, carvacrol e timol tém apresentado bons resultados em testes

para constituirem filmes antimicrobianos para embalagens na industria alimenticia,
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além de constarem da lista das substancias consideradas geralmente seguras pelo
Food and Drug Administration (KUORWEL et al., 2011; EFRATI et al., 2014).

Os fungos Phomopsis longicolla e Colletotrichum acutatum infectam,
respectivamente, as culturas de soja e citros, duas das mais importantes na
agricultura brasileira. P. longicolla é o principal agente causador da Phomopsis-da-
semente na soja e C. acutatum causa a podriddo floral dos citros, além de
antracnoses em diversas outras espécies, como no morango € na laranja lima. Para
o controle da Phomopsis-da-semente, aplicagbes de fungicidas nas sementes de
soja precisam ser realizadas (SHUXIAN, 2011), o que pode, eventualmente, deixar
residuos toxicos na soja. Com relagdo ao controle da podridao floral dos citros, a
aplicacao preventiva peridodica se faz necessaria e sao utilizados fungicidas dos
grupos benzimidazol (como o carbendazim), ftalimida (como o folpet) e triazol (como
o difenoconazol) (SILVA-JUNIOR et al., 2014).

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios — Agrofit — um
banco de dados para consulta de agrotdxicos registrados mantidos pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o carbendazim consta como produto
majoritario para o controle da Phomopsis-da-semente e um dos trés produtos
registrados para aplicagao no controle de C. acutatum (BRASIL, s.d.). Entretanto, no
inicio de 2012, o carbendazim foi banido da cultura dos citros no Brasil apds lotes de
suco de laranja exportados do Brasil para os Estados Unidos terem sido rejeitados
por conterem residuos do agrotoxico (EUA..., 2012).

Esse episddio evidenciou a necessidade de se investir em métodos e
produtos alternativos para o controle de doencas que infectam importantes culturas
agricolas. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
bioldgica de dleos essenciais obtidos de plantas de uso tradicionalmente medicinal
frente aos fitopatégenos C. acutatum e P. longicolla. Para isso, foram realizados
ensaios de microdiluigdo em caldo, a fim de se obterem as concentragdes inibitoria e
fungicida minimas dos 6leos essenciais frente aos fungos selecionados.

Os Oleos essenciais foram extraidos de trés espécies do género
Aloysia (Verbenaceae) e de Pelargonium graveolens (Geraniaceae), Oleos de
atividade antimicrobiana descrita na literatura para diversos patdogenos. Foram
realizados também testes com os compostos isolados carvacrol e timol, adquiridos
comercialmente, bem como ensaios para avaliar a combinacdo entre o carvacrol e

0s Oleos essenciais de A. polystachya e P. graveolens, 0os quais apresentaram maior
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atividade antifungica. Com os resultados obtidos neste trabalho espera-se colaborar
com ulteriores estudos de desenvolvimento de produtos naturais e alternativos no

controle a doencgas agricolas.

1.1REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Phomopsis longicolla

Phomopsis longicolla Hobbs é o principal causador da Phomopsis-da-
semente (Glycine max (L.) Merril), também chamada de “Phomopsis seed decay”
(PSD). Trata-se de uma das principais doengas que afetam a soja, reduzindo a
viabilidade das sementes e alterando suas caracteristicas morfolégicas, bem como a
composicéo e qualidade do dleo que se extrai delas. Embora seja mais associado a
PSD, P. longicolla, juntamente com outros fungos, principalmente variedades de
Diaporthe phaseolorum (Cook e Ellis) Sacc., podem causar o chamado cancro da
haste e a queima da vagem e da haste (SINCLAIR, 1993; VIDIC, JASNIC e
STOJSIN, 1996; CUI et al, 2009).

Historicamente, o género Phomopsis foi organizado com base em
caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e fisioldégicas, assim como quanto a
viruléncia, patogenicidade e tipos de hospedeiros. No entanto, anadlises moleculares
mais recentes tém apontado para uma revisdo taxonbmica de Phomopsis,
englobando seus representantes no género Diaporthe, o género anamorfico de
Phompsis. Por isso, muitas espécies de ambos os géneros tém sido referidas como
pertencentes ao complexo Diaporthe/Phomopsis (UDAYANGA et al., 2011). Dessa
forma, ha muitos estudos que se referem aos fungos que infectam a soja como
fungos do complexo Diaporthe/Phomopsis.

P. longicolla foi descrito pela primeira vez em 1985, obtido a partir de
um isolado de soja. Em cultura, foram observadas diferengas morfolégicas
comparado a P. sojae e seu teleomorfo D. phaseolorum var. sojae, apresentando
grande quantidade de estromas portando conidiomas em picnidios mais longos, alfa
conidios mais achatados, conidioforos fialidicos e ramificados, além de baixa
producao de beta conidios (HOBBS et al., 1985).

A primeira espécie do complexo Diaporthe/Phomopsis foi isolada de

soja apresentando os sintomas da queima da vagem e da haste e recebeu o nome
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de Phoma sp., pelos pesquisadores Wolf e Lehman, em 1920, e, em 1922, de
Phomopsis sojae, por Lehman. Em estudos mais detalhados, Lehman renomeou a
especie por D. sojae em 1923, devido a suas caracteristicas anamoérficas e muito
semelhantes a D. phaseolorum, passando a se referir a fase anamoérfica do fungo
como a sua “fase Phomopsis” (DIVILOV, 2014). Dez anos depois, Wehmeyer (1933)
concluiu, por estudos morfolégicos, que D. sojae se tratava de uma variedade de D.
phaseolorum, e a espécie passou a se chamar D. phaseolorum var. sojae.

Por muito tempo, P. longicolla foi referenciado como o causador
primario da podriddo da semente da soja; porém, a variedade de hospedeiros e a
dificuldade de se distinguir os fungos que infectam a soja por comparagdes
morfologicas, visto que sdo muito semelhantes, tém feito dos integrantes do
complexo Diaporthe/Phomopsis um grupo de taxonomia complicada e objeto de
constantes revisdes. Zhang et al. (1998), na tentativa de inferir a filogenia de fungos
desse complexo, utilizaram analises morfolégicas e marcadores moleculares para
sete isolados de P. longicolla, um isolado de Diaporthe e dezenove isolados de trés
variedades de D. phaseolorum (trés de D. phaseolorum var. caulivora; cinco de D.
phaseolorum var. meridionalis; e onze de D. phaseolorum var. sojae) provenientes
de diferentes partes do mundo. Os pesquisadores concluiram que P. longicolla
tratava-se de uma espécie isolada, ao passo que D. phaseolorum var. caulivora e D.
phaseolorum var. meridionalis foram confirmadas como variedades distintas de D.
phaseolorum. Encontraram elevada uniformidade genética entre os isolados de P.
longicolla de diferentes regides do mundo, o que atribuiram ao fato da espécie néo
ter um teleomorfo. Com relagdo a D. phaseolorum var. sojae, especularam que
poderia ser dividida em outras variedades ou, ainda, referir-se a uma outra espécie,
tendo ficado clara uma relagéo filogenética entre essa variedade e P. longicolla.

De fato, as semelhangas entre P. longicolla e D. phaseolorum var.
sojae foram revisadas mais recentemente. Gomes et al. (2013) estudaram 243
isolados do género Diaporthe e, dentre muitas mudancgas, propuseram a inclusédo de
de P. longicolla e D. phaseolorum var. sojae dentro da espécie D. sojae. Com a
retirada do artigo 59 do Codigo Internacional de Nomenclatura para algas, fungos e
plantas, deve-se atribuir um Uunico nome para as formas sexuadas e assexuadas de
fungos, prevalecendo o nome mais antigo. No caso dos fungos do complexo

Diaporthe/Phomopsis, o género Diaporthe é mais antigo e, logo, de acordo com
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Gomes et al. (2013), todos os fungos do género Phomopsis deverdo em breve sofrer

alteracdo no nome.

1.1.2 Colletotrichum acutatum

Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds é um fitopatdégeno que tem
amplo espectro de hospedeiros de importadncia econbmica, principalmente o
morango € as diversas espécies e variedades de citros. No morango, o fungo causa
necroses no fruto fresco e é o principal agente causador da antracnose (PERES et
al, 2005). Nos citros, C. acutatum pode causar duas doencgas: a podridao floral dos
citros e a antracnose do limdo “Galego”, atingindo, nesta ultima, apenas a espécie
Citrus aurantifolia (Christim.) Swingle. Na podrid&do floral dos citros, o fungo infecta
as flores recém-abertas ou o botdo floral, causando a queda prematura do fruto ou a
completa podriddo do botéo floral (FEICHTENBERGER et al. 1991; 1994; LIN et al.,
2001).

Antes de ser descrita como uma nova espécie, os representantes de C.
acutatum eram comumente identificados como sendo da espécie C. gloeosporioides
(Penz.) Penz. e Sacc. in Penz, como teleomorfos de Glomerella cingulata (Stonem.)
Spauld. e Schrenk (GUERBER; CORRELL, 2001), ou incluidos no género
Gloeosporium (von Arx) (SIMMONDS, 1965).

Nas espécies de Colletotrichum, os conidios sdo produzidos em
estruturas denominadas acérvulos ou em ramificagdes laterais do micélio. Os
conidios produzidos nos acérvulos possuem uma matriz de polissacarideos e
proteinas soluveis em agua que os envolvem, protegendo-os da dissecagido. A
germinagao dos conidios ocorre somente na presenga de agua livre ou elevada
umidade relativa (>90%). No entanto, acredita-se que os conidios ndo tenham papel
principal na disseminacdo da doencga, pois ndo resistem por longos periodos. As
estruturas de sobrevivéncia sdo os apressorios, que se formam nas extremidades do
tubo germinativo do conidio ou das hifas do micélio. Na formagéo do apressoério,
ocorre a producdo de melanina, conferindo-lhe coloracdo escura e tornando-o
infectivo. O apressorio adere a superficie do tecido hospedeiro por meio de uma
mucilagem hemicelulésica, emitindo hifas de penetragdo e colonizagdo. Os

apressorios podem, ainda, dar origem a outros apressorios em cadeia ou a um tubo
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germinativo, com potencialidade para produgédo de conidios secundarios (PERES et
al., 2005; MENEZES, 2006).

Os ciclos de vida de C. acutatum na antracnose e na podrid&do floral
dos citros envolvem a produgdo de grandes quantidades de conidios, que séo
dispersos pela agua ou pelo vento. A importédncia da agua na dispersdo desses
patogenos faz com que essas doengas sejam mais frequentes nas regides tropicais
e subtropicais, sendo agravadas em longos periodos de chuva, quando podem
ocorrer de forma repentina e causar perdas de até 100% (TIMMER et al, 1994). De
fato, Silva Jr. (2011), em estudo sobre a epidemiologia da podriddo floral dos citros,
constatou que, no ano de 2009, trés dias consecutivos de chuva foram suficientes
para causar uma epidemia explosiva em duas areas experimentais no estado de
Sao Paulo, a qual atingiu cerca de 80% de incidéncia de plantas com flores
sintomaticas. Apos 15 dias desse crescimento abrupto, mais 18 horas de
precipitagdo — distribuidas ao longo de cinco dias — os sintomas foram observados
em 100% das plantas. Ainda, verificou que a distribuicdo espacial inicial da podridéo
floral dos citros nas areas investigadas foi aleatéria, o que indica a agao de outros
agentes na dispersdo do patogeno além das chuvas e do vento. Alguns
pesquisadores sugerem a propria irrigacdo por aspersao, insetos e equipamentos
utilizados no campo como responsaveis pela dispersdo das doengas (TIMMER,;
ZITKO, 1993; TIMMER et al., 1994). Embora pouco se saiba sobre a citologia do
processo infeccioso de C. acutatum, as interagbes patdogeno-hospedeiro sao
descritas para a podridao floral dos citros e para a antracnose do morango.

Na podridao floral dos citros, o ciclo de C. acutatum compreende uma
fase biotréfica, que ocorre nas folhas; e uma necrotréfica, nas flores. Nas folhas
maduras, os conidios germinam para formar apressorios e infecgdes quiescentes.
No periodo de florescimento, o fungo se reproduz nas pétalas das flores, causando
lesGes marrons ou alaranjadas e produzindo grandes quantidades de conidios nos
acérvulos. Sabe-se que as pétalas produzem substancias capazes de estimular a
germinagao dos apressorios e presume-se que, nos periodos de alta umidade,
pétalas infectadas que caem sobre folhas assintomaticas sdo capazes de estimular
0s apressorios a produzirem conidios secundarios, o que auxiliaria na propagagéao
da epidemia (PERES et al., 2005).

O controle da podridao floral dos citros no campo é feito no periodo de

floracdo com a pulverizagdo de fungicidas como carbendazim, folpet e
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difenoconazole. No entanto, esses fungicidas nem sempre sdo satisfatorios. Para o
controle da podridao floral dos citros, eles devem ser aplicados no estadio inicial de
formacgao dos botdes florais; quando os botbes estiverem maduros ou ja abertos, o
tratamento pode ser ineficaz (GOES et al., 2008).

Na antracnose do morango, o ciclo de C. acutatum é considerado
apenas necrotréfico, pois o ciclo biotréfico € muito curto. Embora cause maiores
perdas no fruto fresco, C. acutatum pode lesionar diversos tecidos da planta,
principalmente o peciolo e as flores. Acredita-se que a infec¢do no campo se dé pelo
plantio de transplantes contaminados previamente (PERES et al., 2005).

Para o controle da antracnose do morangueiro, Kososki et al. (2001)
avaliaram a atividade in vitro e em campo de onze fungicidas sintéticos e concluiram
que, mesmo com o tratamento, houve incidéncia da doenga, indicando a
necessidade de estratégias alternativas. O morango precisa ser colhido em sua
maxima maturagdo, para que apresente as caracteristicas desejaveis para o
comércio e consumo (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2008). Por essa razdo é tao
dificil fazer o controle da doenga sem que residuos permane¢am depositados no

fruto.

1.1.3 Oleos Essenciais e sua Atividade Antifungica

Oleos essenciais sdo compostos volateis de forte odor, produzidos por
plantas como metabdlitos secundarios e vém sendo muito explorados devido a suas
fragrancias, propriedades medicinais e atividade antimicrobiana. Constituem-se,
basicamente, por cerca de 20 a 60 compostos provenientes de dois grupos de rotas
biossintéticas distintas: os terpenos ou terpendides — majoritariamente — e
compostos alifaticos e aromaticos (BAKKALI et al., 2008).

Terpenos ou terpendides formam uma classe de produtos naturais
muito ampla e estruturalmente diversa. Sao englobados nessa familia os compostos
que tém como unidade basica moléculas de cinco carbonos, denominadas isopreno.
As unidades bioquimicamente ativas de isopreno sdo o pirofosfato de dimetilalila
(DMAPP) e o pirofosfato de isopentenila (IPP). Essas duas moléculas s&o chamadas
de hemiterpenos, pois possuem cinco carbonos (Cs), ou seja, uma unica unidade
isoprénica e sdo derivadas de duas rotas biossintéticas: a via do acido mevalbnico
(MVA) ou da 1-dioxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP). A partir da DMAPP e do IPP, os
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terpenos sédo formados pela ligacdo de unidades isoprénicas (IPP), ligadas entre si
pelo encadeamento cabeca-cauda, reacdo catalisada pela prenil transferase
(DEWICK, 2002).

Os compostos terpénicos sao classificados de acordo com a
quantidade de condensagdes de unidades isoprénicas. Os monoterpenos (Co)
representam 90% da constituigdo dos déleos essenciais, embora sesquiterpenos (C1s)
também sejam bastante comuns. Apesar dos mais variados terpenos apresentarem-
se como polimeros de unidades isoprénicas, sao raros os terpenos que mantém
uma estrutura linear. A maioria das moléculas de terpenos € modificada por reagdes
de ciclizagéo, o que lhes atribui propriedades funcionais distintas (DEWICK, 2002).
Além dos terpenos, os 6leos essenciais sdo constituidos por compostos aromaticos,
derivados dos fenilpropandides (compostos do tipo CgCs), porém, em menor
proporg¢ao (DEWICK, 2002).

Com relagdo a toxicidade dos dleos essenciais, acredita-se que sua
atuacdo ocorra na despolarizacdo da membrana mitocondrial em células
eucarioticas, aumentando sua permeabilidade e levando a célula a morte (VERCESI
et al., 1997), embora alteragbes morfolégicas em todas as partes da célula também
tenham sido observadas (SOYLU et al., 2006; SANTORO et al., 2007).

A atividade biologica dos oOleos essenciais tem sido atribuida,
principalmente, a presenga de compostos majoritarios com grupos fendis — como
carvacrol e timol — e alcoois — como citronelol e geraniol (BAKKALI et al., 2008). No
entanto, acredita-se que o0s compostos majoritarios ndo sejam exclusivamente
responsaveis pela atividade bioldgica que alguns 6leos essenciais apresentam. Burt
(2004) sugere que os compostos presentes em menores porcentagens tém papel
fundamental na atividade biolégica dos Oleos essenciais, pois atuariam
potencializando a agdo dos compostos majoritarios, em uma interagéo sinérgica.

No entanto, um dos principais obstaculos para se trabalhar com éleos
essenciais é o fato de que sua composicao, qualidade e quantidade podem variar de
acordo com o clima, a composi¢ao do solo, o érgéo da planta em que é sintetizado,
a idade e o estadio do ciclo vegetativo da planta (MASOTTI et al., 2003). Além disso,
todos aqueles aspectos — composigao, qualidade e quantidade do 6leo essencial —
também variam ao longo do dia na planta (PINA et al., 2012).

Dentre os 6leos essenciais de alta atividade antifungica, carvacrol e

timol tém recebido bastante atencdo por fazerem parte da lista de aditivos
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alimentares classificados como geralmente seguros (GRAS) pela agéncia norte-
americana que regula alimentos e medicamentos — Food and Drug Administration
(FDA) (KUORWEL et al., 2011).

Carvacrol e timol sdo isdmeros (Figura 1) e ha trabalhos na literatura
mostrando diferentes atividades biolégicas entre isbmeros para um mesmo micro-
organismo. Essa diferengca de atividade tem sido atribuida a diferente posicdo do
grupo hidroxila nas moléculas (KIM et al., 2008; KUORWELL et al., 2011).

Figura 1 — Estruturas quimicas do carvacrol e do timol. A diferenga entre as moléculas
consiste na posigao do grupo hidroxila.
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OH
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Naturalmente, esses compostos sdo encontrados principalmente nos
Oleos essenciais de orégano e tomilho e tém apresentado atividade antimicrobiana in
vitro contra um amplo espectro de micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras
e fungos filamentosos. Além disso, tém-se mostrado estaveis quando incorporados
em materiais para embalagem de alimentos, atuando como bons conservantes na
indUstria alimenticia (BASSOLE; JULIANI, 2012; EFRATI et al., 2014; KUORWEL et
al., 2011; RAMOS et al., 2012).

1.1.4 A Familia Botanica Verbenaceae e o Género Aloysia

A familia Verbenaceae reune cerca de 1000 espécies distribuidas em
34 géneros (THE PLANT LIST, 2013), compreendendo arvores, arbustos, ervas e
lianas, muitas delas aromaticas e de grande importancia econémica (SALIMENA-
PIRES; GIULIETTI, 1998; MARX et al., 2010). Seus representantes sao
predominantemente originarios do Novo Mundo, onde se distribuem do Canada a
Patagbnia, principalmente nas regides subtropicais, apresentando especial
diversidade na Argentina. Ha também espécimes distribuidos pela Europa, Asia e
norte da Africa, mas em menor quantidade (MARX et al., 2010).

Verbenaceae, assim como muitos de seus géneros, tém passado por

revisdes e reclassificagcbes taxondmicas, tendo algumas de suas tribos e géneros
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sido transferidos para a familia Lamiaceae, com a qual mantém estreita semelhanca
morfolégica. Atualmente, Verbenaceae encontra-se subdividida em oito tribos, sendo
a maior delas a Lantaneae, que agrupa nove géneros e 275 espécies —
aproximadamente 45% das espécies da familia (MARX et al., 2010). Além de ser a
maior tribo, € também a mais importante economicamente e a mais estudada, por
ser a unica tribo de Verbenaceae que reune as plantas aromaticas, que produzem
oleos essenciais (ATKINS, 2004). Dentro de Lantaneae, estima-se que 80% das
espécies sejam dos géneros Lantana e Lippia. Em terceiro lugar, encontra-se o
género Aloysia Palau (MARX et al., 2010). De acordo com o portal eletrbnico The
Plant List (2013), existem 44 nomes de espécies aceitos para o género Aloysia.

A classificagdo do género Aloysia € historicamente confusa, pois ha
muita semelhanga entre as espécies dos géneros Lippia L., Lantana L., Aloysia e
outros géneros menores, como Acantholippia Griseb. Muitos autores incluiram, no
passado, algumas espécies de Lantana, Aloysia e Acantholippia no género Lippia, o
qual ja chegou a ser considerado como tendo 400 espécies. Moldenke revisou as
descrigdes das espécies nos anos 80 e reclassificou-as. Por esse motivo, muitas
espécies de Aloysia comumente possuem uma ou mais sinonimias do género Lippia.
Todos os géneros mencionados tém sido revisados e reorganizados recentemente
(PASCUAL et al., 2001), inclusive Aloysia.

Uma recente revisdo taxondmica do género Aloysia, baseada em
analises moleculares, propde a inclusdo no género de Acantholippia, o qual tem
quatro espécies que possuem caracteristicas morfologicas tanto de Aloysia quanto
de Lippia. A principal diferenca entre esses dois géneros é a presencga de flores com
quatro I6bulos nas espécies de Aloysia, majoritariamente dispostas em
inflorescéncias do tipo racemo, enquanto que, em Lippia sp, os calices sao
geralmente bifidos ou truncados, e suas inflorescéncias s&o condensadas e
capitadas. As espécies de Acantholippia, no entanto, apresentavam inflorescéncias
condensadas, como Lippia, mas de flores com calices de quatro I6bulos, assim
como as de Aloysia. Lu-Irving et al. (2014) resolveram a contradicdo e passaram a
incluir as espécies de Acantholippia em Aloysia, e a presenga de calices com quatro
l6bulos passou a ser considerada uma sinapomorfia do género. A classificagao
dessas espécies € relevante para sua correta identificacdo, dado o interesse

comercial existente nas espécies de Lantaneae.
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Embora seja um pequeno género dentro da familia Verbenaceae, ha
muitos estudos com relagao ao efeito de 6leos essenciais e extratos das espécies de
Aloysia com o intuito de validar suas propriedades medicinais tradicionalmente

disseminadas.

1.1.4.1 Aloysia polystachya

Aloysia polystachya (Griseb.) Moldenke (sinbnimo Lippia polystachia
Griseb.) é uma espécie consumida na Argentina e Paraguai, popularmente
conhecida como “burrito”. A infusdo de suas folhas é tradicionalmente ingerida para
tratar doencas digestivas e respiratérias (MARTINEZ; POCHETTINO, 1992;
GONZALEZ TORRES, 1996), também sendo relatada contendo propriedades
sedativas (DEL VITTO et al., 1997).

Devido ao seu uso tradicional, ha estudos com o extrato hidroalcodlico
de A. polystachya que mostram efeitos antidepressivo e ansiolitico sobre ratos e
camundongos (MORA et al., 2005; HELLION-IBARROLA et al., 2006, 2008). Um
estudo recente também deu suporte ao uso da infusao das folhas desta espécie por
terem observado acdo antiespasmodica de seu extrato aquoso e tintura
(CONSOLINI et al., 2011).

Quanto a atividade antimicrobiana, o 6leo essencial de A. polystachya
apresentou notavel atividade antifungica em ensaios in vitro contra Tricophyton
rubrum, Candida albicans e Candida krusei (SARTORATTO et al., 2004; DUARTE et
al., 2005; PINA et al., 2012).

O dleo essencial de A. polystachya também apresentou, em trabalhos
mais recentes, potencial para ser utilizado no controle de pragas como Nezara
viridula, inseto que ataca plantagbes de soja (GONZALEZ et al., 2010), e Tribolium
confusum e Tribolium castaneum, que infectam graos estocados em geral (BENZI et
al., 2014).

1.1.4.2 Aloysia triphylla
Aloysia triphylla (L'Her.) Britton é a espécie tipo do género Aloysia e

possui muitas sinonimias, dentre elas Aloysia citrodora Palau e Lippia citriodora

(Ort.) H.B.K., popularmente chamada de lucia-lima ou cedrao.
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Esta espécie é cultivada no mundo todo, devido a sua importancia
comercial (LU-IRVING et al., 2014), que se deve ao interesse por sua esséncia
citrica, para fazer chas de ervas (ARGYROPOULOU et al., 2007; PARODI et al.,
2013). De acordo com Pascual et al. (2001), o uso tradicional de A. triphylla, assim
como o de muitas espécies de Lippia e Aloysia, € empregado na forma de infusdes
para o tratamento de doencas respiratérias, como asma e resfriados; problemas
gastrointestinais, como diarreia, indigestdo e flatuléncia; além de disturbios como
insbnia e ansiedade.

O dleo essencial de A. triphylla é constituido majoritariamente por
geranial e neral — dois isdmeros de citral -, seguidos por limoneno (SARTORATTO et
al., 2004; GOMES et al., 2006; ARGYROPOULOU et al., 2007; KHANI et al., 2012).

Oliva et al. (2011) obtiveram atividade biolégica satisfatoria do 6leo
essencial de A. triphylla frente a sete espécies de Candida resistentes a fluconazol.
Sartoratto et al. (2004) também mostraram potencial do 6leo essencial de A.
triphylla, constituido majoriamente por geranial (21,83%), neral (17,45%) e limoneno
(11,03%) no controle de Candida albicans, bem como de Bacillus subtilis e
Enterococcus faecium. O extrato da planta também apresentou atividade contra C.
albicans, bem como contra Aeromonas sp, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae e Proteus vulgaris (OSKAY et al., 2005; PARODI et al., 2013).

1.1.4.3 Aloysia gratissima

Aloysia gratissima (Gillies e Hook) Tronc. é popularmente conhecida
como “palo amarillo” ou alfazema do Brasil. Seu uso tradicional envolve o preparo de
infusdo de suas folhas e flores, para combater incbmodos intestinais e doengas
respiratorias, bem como para condimentar carnes (PINTO et al., 2007; SANTOS, et
al., 2009). Assim como outras espécies de Aloysia, possui muitas sinonimias, como
Verbena gratissima Gill et Hook, Lippia lycioides (Cham) Steudel e Aloysia lycioides
Cham (SANTOS et al., 2011).

O dleo essencial de A. gratissima tem composigao rica em cetonas e
alcoois. Foram encontrados como compostos majoritarios pulegona (ZYGADLO et
al., 1994); isopinocanfona, seguida de limoneno e guiaol (TROVATI et al., 2009); B-
pineno, trans-pinocarveol, trans-pinocanfona e trans-pinocarveol acetato (SANTOS,

et al., 2011) e E-cariofileno, germacreno B, guaiol e bulsenol — nas inflorescéncias —
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e trans-pinocanfona, trans-pinocarveol acetato e guaiol — nas folhas (SANTOS et al.,
2013).

Embora A. gratissima seja uma espécie bastante explorada e
estudada, ha poucos trabalhos na literatura sobre a atividade biolégica de seu 6leo
essencial; dentre esses, nenhum que ja tenha mostrado forte atividade

antimicrobiana do 6leo essencial de A. gratissima frente a micro-organismos.

1.1.4.4 Pelargonium graveolens

Pelargonium graveolens L'Hér. € uma espécie herbacea popularmente
conhecida como geranio ou malva cheirosa e pertence a familia Geraniaceae. O
género Pelargonium é composto por 57 espécies, das quais P. graveolens € a mais
importante economicamente. Nativa do sudeste da Africa, a espécie foi introduzida
na Europa no século XVII devido ao comércio de especiarias e de colegdes de
plantas medicinais. Hoje, estima-se que P. graveolens seja cultivada no mundo todo
devido as propriedades flavorizantes de seu 6leo essencial, o qual é amplamente
utilizado na industria de perfumaria, cosméticos e alimentos (LIS-BALCHIN et al.,
1997; MILLER, 2002), constando da lista dos 6leos essenciais considerados seguros
pela Food and Drug Administration (2014).

Os oleos essenciais do género Pelargonium s&o genericamente
comercializados com o0 nome de 6leos de geranio e provém, majoritariamente, da
ilha francesa de Réunion, préxima a Madagascar, China, india e paises do norte da
Africa, como Egito, Marrocos e Argélia (LIS-BALCHIN et al., 1997; BOUKHATEM et
al., 2013).

Esses 6leos sdo extraidos principalmente de P. graveolens, o que se
pode reconhecer, a grosso modo, pela fragréncia caracteristica do 6leo essencial
dessa espécie, muito semelhante a de rosas. No entanto, os 6leos sdo extraidos de
diferentes cultivares, 0 que causa inseguranga quanto as suas caracteristicas
quimicas, colocando em risco a autenticidade e qualidade deste produto natural. Na
tentativa de se criar uma maneira eficaz de identificar a procedéncia desses 6leos,
muitos estudos tém sido conduzidos na tentativa de tracar o quimiotipo das
diferentes espécies de Pelargonium, bem como dos cultivares de P. graveolens.

Todavia, a grande diversidade quimica desses Oleos continua sendo um desafio a
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certificacdo de qualidade dos 6leos essenciais de P. graveolens (WANG et al.,
2014).

Os compostos majoritarios dos 6leos essenciais de Pelargonium sao
alcoois monoterpénicos, como geraniol, citronelol e linalol. No entanto, outros
componentes podem ser encontrados em porcentagens relativamente altas, como 3-
citronelol, 10-epi-y-eudesmol, germacrona, iso-mentona, (E)-cariofileno, 6,9-
guaiadieno, (E)-citronelil tiglato, formiato de citronelila e acido citronélico (LIS-
BALCHIN et al., 1997; CAVAR; MAKSIMOVIC, 2012; NICOLAU et al., 2013;
BADAWY; ABDELGALEIL, 2014).

Alguns estudos tém sugerido a presenga dos sesquiterpenos 10-epi-y-
eudesmol e 6,9-guaiadieno como marcadores para a identificagcdo do 6leo essencial
dos diferentes cultivares e hibridos de P. graveolens; no entanto, ainda nao foi
encontrado um padrdo que permita identificar um representante de P. graveolens
por sua composi¢cado quimica (WANG et al., 2014).

Além do tradicional emprego na aromaterapia e como flavorizante, tem
sido demonstrado que o Oleo essencial de P. graveolens possui diversas
propriedades bioldgicas, como inseticida (ALl et al., NICOLAU et al., 2013), anti-
inflamatdéria (MARUYAMA et al., 2006), espasmolitica (LIS-BALCHIN, 1998) e
hipoglicémica (BOUKHRIS et al., 2012).

A atividade antimicrobiana do 6leo de P. graveolens também ja foi
relatada, principalmente frente a bactérias e leveduras que infectam alimentos.
Nesses trabalhos, observou-se maior atividade do 6leo essencial de P. graveolens
contra linhagens de Candida, do que frente a linhagens de Staphylococcus, Bacillus
e Salmonella (BOUKHATEM et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a relevancia da agricultura para a economia nacional e
a dificuldade de se controlar doengas provocadas por fungos, € inegavel a
necessidade de se investir em métodos que eliminem ou amenizem os prejuizos por
elas causados. Para se garantir a sustentabilidade futura da atividade produtiva
sera, portanto, necessario que se invista em conhecimento cientifico e tecnolégico
que permita desenvolver sistemas de produgao inovadores, voltados para o aumento
da produtividade dos recursos naturais e servigos ambientais utilizados pelo
agronegocio. A elaboragdo de meétodos alternativos aos tradicionais agrotéxicos,
que, ao serem utilizados de forma incorreta, podem ser altamente tdxicos, mostra-se
uma das maiores prioridades para a biotecnologia agricola. A viabilidade da
producao agricola n&o deve incluir apenas o retorno econémico, mas o custo relativo

a prevencgao dos danos que as praticas de cultivo podem causar ao meio ambiente.
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3 HIPOTESE

A atividade biologica dos 6leos essenciais extraidos das folhas de A.
polystachya, A. triphylla, A. gratissima e P. graveolens frente aos fitopatdgenos C.
acutatum e P. longicolla em ensaios in vitro podera torna-los alvos de investigagao
para o desenvolvimento de defensivos agricolas que apresentem menores riscos a

saude alimentar e ao meio ambiente.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar a atividade antifungica in vitro dos 6leos essenciais de A. polystachya, A.
triphylla, A. gratissima e P. graveolens frente aos fitopatdgenos C. acutatum e P.
longicolla, bem como dos compostos carvacrol e timol, isoladamente e em

associacdo com os Oleos essenciais

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extrair o 6leo essencial das espécies vegetais escolhidas

- Analisar a composicédo quimica dos 6leos essenciais obtidos

- Avaliar o efeito fungicida e fungistatico dos d6leos frente aos fungos P. longicolla e
C. acutatum

- Avaliar a atividade fungicida dos compostos isolados carvacrol e timol contra os
dois fitopatogenos alvo deste trabalho

- Testar o efeito da combinagdo dos 6leos essenciais de melhor agdo antifungica
com o composto (carvacrol ou timol) que apresentar menor concentragéo inibitéria

contra os referidos fungos
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CULTIVO DOS FUNGOS

O in6culo de P. longicolla foi obtido no estoque da Unidade de
Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto. A linhagem de C. acutatum foi
gentilmente cedida pelo Fundo de Defesa da Citricultura — Fundecitrus, localizada no
municipio de Araraquara-SP.

Para os ensaios de atividade bioldgica dos 6leos essenciais, os fungos
foram crescidos em placas de Petri contendo meio BDA por 15 dias a 25°C no

€SCuro.

5.2 ESPECIES VEGETAIS

Partes aéreas de A. polystachya, A. gratissima, A. triphylla foram
coletadas na Unidade de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo Preto, municipio
de Ribeirdo Preto-SP, e no Sitio Irm&s Marie, no municipio de Jardinépolis-SP, nos
meses de fevereiro e margco de 2014, entre 9:30 e 10:30 horas. A espécie P.
graveolens foi coletada apenas na Universidade de Ribeirdo Preto, no mesmo
periodo e horario das espécies de Aloysia. A identificacdo taxondmica foi confirmada
pela taxonomista Dra. Lucia Rossi, do Herbario do Instituto de Boténica do Estado
de Sao Paulo. As exsicatas foram depositadas no Herbario da Universidade de
Ribeirdao Preto sob os seguintes vouchers: HPMU - 1312 (A. polystachya), HPMU —
1881 (A. triphylla), HPMU — 1485 (A. gratissima) e HPMU — 1779 (P. graveolens).

O material coletado foi mantido em estufa de ar circulante a 45°C, por
72 horas. Apos a secagem, as folhas foram separadas dos caules, pesadas e
estocados a temperatura ambiente.

5.3 EXTRAGAO E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilagdo em aparelho
Clevenger, por 120 minutos. Para A. gratissima, cada processo de extracdo de 6leo
essencial foi realizado a partir de 100g de folhas secas. As demais espécies

vegetais foram separadas em aliquotas de 50g para a realizagédo da extragéo.
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A analise dos constituintes foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) em equipamento Shimadzu QP-5000
utilizando capilar de silica fundida OV-5 (dimensdo de 30m X 0,25mm X 0,25um,
Ohio Valley Specialty Chemical, Inc., Marietta, OH, USA), operado por spray de
elétrons (70 eV), a temperaturas de injecdo e deteccdo de 240°C e 230°C,
respectivamente, utilizando-se Hélio como gas condutor, na velocidade de
1,0mL/min. Dilui-se 1,0uL de cada déleo essencial em 1,0mL de acetato de etila. O
volume da amostra injetado foi de 1,0uL no modo de injegao Split 1:20. A variagao
de temperatura foi de 60 a 165°C em 3°C/min e de 165 a 240°C em 10°C/min. Os
constituintes dos O6leos foram identificados por comparacdo a biblioteca de
espectrometria de massas NIST 12.Lib., NIST 62.Lib., Wiley 139.Lib. (ADAMS,
1995).

5.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS FRENTE AOS
FITOPATOGENOS

A atividade biolégica dos Oleos essenciais foi avaliada frente aos
fungos P. longicolla e C. acutatum pelo teste de microdiluicdo em caldo, para se
estabelecer a concentragéo inibitéria minima (CIM), de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), protocolo M38-A2 e conforme realizado por
TABANCA et al. (2007). Em placas de 96 pogos, foram colocados 100uL de meio
RPMI 1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio (Sigma Chemical Co.®),
tamponado a pH 7,0 com 0,165M de MOPS (Sigma Chemical Co.®) e acrescido de
Tween em solugdo a 10%. Na coluna 1 das placas, foram colocados os 6leos
essenciais das espécies de Aloysia na propor¢ao de 1:1 para o volume do meio
padrao (acima descrito) e o 6leo de P. graveolens na propor¢ao de 1:0,5, devido ao
escasso volume de 6leo disponivel. Como fungicida padréo, utilizou-se o defensivo
agricola comercial Carbendazim 500 SC (50% carbendazim, Nortox S.A.), do grupo
benzimidazol, a partir da concentragao de 1000 ppm.

A seguir, fez-se a microdiluicdo seriada na razdo de 2X nos pogos das
colunas de 1 a 9. As colunas 10, 11 e 12 foram utilizadas para se fazer,

respectivamente, o teste de esterilidade dos Oleos essenciais e dos defensivos
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agricolas, do meio de cultura utilizado no ensaio e o controle de crescimento dos
fitopatogenos.

Para a preparacédo do inéculo, os micro-organismos foram crescidos
durante 15 dias, conforme descrito no item 5.3. Com o auxilio de uma haste em T
estéril, fez-se a raspagem superficial das colénias dos fungos acrescentando-se o
meio padrdao (RPMI tamponado com MOPS). Essa suspensao foi filtrada em 14 de
vidro e gaze, e sua densidade 6ptica foi lida e ajustada para um valor entre 0,125 e
0,150 em espectrofotdbmetro Spectronic® Genesys 2, com comprimento de onda de
530nm. Em seguida, a suspensdo foi diluida 1:50 no meio padrdo, o que
corresponde a 2X a densidade necessaria da ordem de 10* conidios/mL. Esta
concentragao foi confirmada pela contagem de conidios em Camara de Neubauer.

Aos pocos das colunas de 1 a 9 e coluna 12 foram adicionados 100uL
da suspenséo de conidios. Os testes foram realizados em triplicata. As placas foram
mantidas a 25°C e fez-se a anotacéo da concentragao inibitéria minima apds 48 e 96
horas. A concentracao fungicida minima foi encontrada replicando-se uma aliquota
de cada poco em placas de Petri de 150 mm contendo meio sdlido BDA. As placas

de Petri foram mantidas a 25°C. Fez-se a leitura do resultado apds 48 e 96 horas.

5.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE TIMOL E CARVACROL ISOLADOS,
COMBINADOS ENTRE S|, E DE CARVACROL ASSOCIADO AOS OLEOS
ESSENCIAIS DE P. graveolens E A. polystachya FRENTE AOS
FITOPATOGENOS

Para se obter a concentracdo inibitéria minima dos compostos isolados
timol (Thymol, Riedel-de Haén) e carvacrol (Carvacrol 98%, Aldrich), bem como da
associagao entre ambos, seguiu-se o mesmo protocolo descrito no item 5.4. A
diluicdo seriada foi feita a partir de solugdes contendo timol e carvacrol na
concentragdo de 2,5 mg/mL em solugdo aquosa de Tween a 10%. As solugdes
estoques de timol foram preparadas dissolvendo-se o composto em 6leo mineral.

Para avaliar a interagcéo entre o carvacrol e os 6leos de P. graveolens e
A. polystachya foram estabelecidos trés tipos de combinagdes, as quais atribuimos a
nomenclatura de (a), @) € (c)- A primeira delas consistiu na microdiluigdo seriada de
solugdes contendo carvacrol e o 6leo essencial em concentragdes iguais ao dobro

das CIM encontradas para cada um deles isoladamente, a qual chamamos de ().
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Nas outras duas combinagdes, o carvacrol e o 6leo essencial foram misturados na
proporcdo de 1:1. Em uma das combinagdes, carvacrol e 6leo essencial foram
associados em concentragdes iniciais iguais a duas vezes a CIM obtida para o 6leo
essencial @), na outra combinagédo, carvacrol e 6leo essencial foram misturados em
uma concentragdo inicial igual a duas vezes a CIM encontrada para o carvacrol
testado isoladamente ). Como a CIM obtida para o carvacrol isolado foi
significativamente igual para ambos os fungos, consideramos, para o calculo da sua
concentragdo inicial nas solugdes (a), B) € (c), contra ambos os fitopatogenos, a CIM
do carvacrol como sendo 0,038 mg/mL.

Desse modo, para testar o efeito da associagdo do carvacrol com o
oleo essencial de P. graveolens, foram preparadas solugdes contendo 1,880 mg/mL
do oleo essencial e 0,076 mg/mL de carvacrol (PG+C)), outra contendo 0,076
mg/mL de ambos (PG+Cg)), € uma contendo 1,880 mg/mL do 6leo essencial e de
carvacrol (PG+C(c)). Essas trés misturas foram ensaiadas contra ambos os
fitopatégenos.

O efeito da combinagdo entre carvacrol e o Oleo essencial de A.
polystachya foi testado contra P. longicolla a partir de solugdes contendo 0,806
mg/mL do dleo essencial e 0,076 mg/mL do carvacrol (AP+C)); 0,076 mg/mL de
carvacrol e 6leo essencial (AP+Cg)); e 0,806 mg/mL de carvacrol e oleo essencial
(PG+C(c)). Contra C. acutatum, as concentragdes iniciais das solugées ensaiadas
foram 1,612 mg/mL de 6leo essencial e 0,076 mg/mL de carvacrol (AP+C)); 0,076
mg/mL de carvacrol e 6leo essencial (AP+Cg)); € 1,612 mg/mL de carvacrol e oleo
essencial (PG+Cc)). Para o preparo de todas as solugdes ensaiadas na combinag&o
dos oleos essenciais com carvacrol, foram feitas solugdes estoques dos o6leos

essenciais em 6leo mineral.

5.6 AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE O CARVACROL E OS OLEOS
ESSENCIAIS

Os efeitos da combinagao dos compostos timol e carvacrol, bem como
da associacao dos Oleos essenciais de A. polystachya e P. graveolens com
carvacrol foram mensurados calculando-se a concentracdo inibitéria fracionaria
(CIF). A CIF é determinada pela razédo entre a CIM do composto na associagéo e a

CIM do composto testado isoladamente. A soma da CIF dos compostos testados em
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combinacgao resulta no indice de concentragao inibitoria fracionaria (ICIF), a partir do
qual é possivel estabelecer o tipo de interacdo entre os compostos associados
(WHITE et al.,, 1996). Também se determinaram as CIF e o ICIF para as CFM,
utilizando-se a mesma férmula.

A interacgdo foi classificada como sinérgica quando o valor do ICIF foi < 0,5; aditiva
para valores de ICIF > 0,5 < 2,0; indiferente ou sem interagdo quando ICIF > 2,0 <
4,0; ou antagdnica para ICIF > 4,0 (WHITE et al., 1996; MELETIADIS et al., 2014).

5.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas em triplicata e o delineamento adotado foi
o inteiramente casualizado. Os resultados foram submetidos a ANOVA através do
programa SISVAR V.4.3 (FERREIRA, 2003), sendo as médias dos tratamentos
comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (SCOTT-KNOTT, 1974).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O volume médio de dleo essencial por 50 g de folhas secas variou de
151 L, na espécie P. graveolens, a 1.062 pL na espécie A. gratissima. O mesmo
comportamento foi observado para as massas, tendo sido obtida menor massa de
Oleo essencial de P. graveolens e maior massa de 6leo de A. gratissima. Quanto a
densidade, o 6leo de P. graveolens apresentou o maior valor médio (0,940 mg/uL) e
0 Oleo de menor densidade foi o de A. triphylla (0,785 mg/uL). A. gratissima foi a
espécie que mais produziu 6leo essencial, seguida pela A. polystachya, A. triphylla e
P. graveolens que produziu um teor de Oleo essencial bem inferior comparado ao

das demais plantas (Tabela 1).

Tabela 1 — Volume (Vsie0), massa (Mge0), densidade (dgieo) € porcentagem

(Yomedia) de Oleo essencial obtido de folhas secas das espécies vegetais.

Espécie vegetal Vsieo (ML) Mgleo (MQ) dsieo Yomedia
(mg/ulL)

Aloysia polystachya 646 + 52,5 534 +111,0 0,826 1,068

Aloysia triphylla 334 +98,5 338 +106,2 0,785 0,676

Aloysia gratissima 1.062 £ 162,5 925+ 130,7 0,872 1,850

Pelargonium graveolens 151 +£8,5 142 + 59,5 0,940 0,284

6.2 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foram identificados aproximadamente 50% dos componentes dos
Oleos essenciais extraidos de cada uma das espécies, 0s quais sao apresentados
nas Tabelas 2-5.

Os compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial de A.
polystachya foram carvona, na porcentagem de 51,79%; e limoneno, com 21,57%
(Tabela 2). O elevado teor de carvona, assim como de outras cetonas, como a-
tujona, & caracteristica do 6leo essencial de A. polystachya (ZYGADLO; GROSSO,
1995; CABANILLAS et al., 2003). Pina et al. (2012) extrairam O6leo essencial de
folhnas da mesma espécie coletadas em diferentes horarios, também no municipio de
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Ribeirdo Preto-SP e obtiveram os compostos carvona e limoneno como majoritarios,
nas porcentagens relativas de 80,40% de carvona e 17,07% de limoneno, de plantas
coletadas as nove horas da manha, a porcentagem de 6leo obtida no trabalho
desenvolvido por estes autores foi 3 vezes maior que o demostrado no presente
estudo e a diferenca € explicada em funcdo da época de coleta, pois plantas
colhidas na estacdo seca produz mais 6leo essencial. Benzi et al. (2014) também
obtiveram carvona e limoneno como majoritarios de O6leo essencial de A.
polystachya, nas porcentagens relativas de 83,5% e 16,5%, respectivamente, a

partir de folhas frescas coletadas na Argentina, na época do verao.

Tabela 2 - Composig¢ao do 6leo essencial de A. polystachya.

Massa
Porcentagem Férmula
Composto IR IRC molecular
Relativa molecular
(g/mol)
Carvona 51,790 1243 1242 C1oH140 150
Limoneno 21,576 1029 1023 CioH16 136

Nota: IR — indice referéncia de retengao; IRC — indice de retengéo calculado

Com relagcdo ao Oleo essencial de A. triphylla, os compostos
majoritarios identificados foram limoneno (22,55%), neral (12,97%), carveol
(12,59%), epoxido cedreno (7,97%) e eudesmol (1,83%) e estdo apresentados na
Tabela 3. O limoneno também foi majoritario quando Ozek et al. (1996) extrairam
6leo essencial da mesma espécie coletada na Turquia, onde o composto limoneno
foi encontrado nas porcentagens entre 14,8 e18,6%, seguido de geranial (11,9-
19,1%), 1,8 cineol (6,8-10,1%), neral (6,0-8,1%), AR-curcumeno (4,9-5,7%), 6xido de
cariofileno (3,1-4,9%) e espatulenol (3,9-4,3%), corroborando em parte com os
nossos resultados. No entanto, os dados obtidos no presente trabalho diferem da
maioria dos resultados encontrados por outros pesquisadores que trabalharam com
a mesma planta em relacdo a composicdo dos oleos. Enquanto detectamos
limoneno, neral e carveol como majoritarios, outros pesquisadores identificaram os
isdmeros neral e geranial entre os mais produzidos. Carnat et al. (1999) encontraram
no Oleo essencial extraido de folhas de A. triphylla comercializadas no Chile geranial
(23,5%), neral (17,6%), limoneno (12,8%), 6xido de cariofileno (6,3%), cineol (5,7%),
citronelol (5,3%) e espatulenol (4,0%). Figueiredo et al. (2004) extrairam Ooleo

essencial dessa mesma espécie coletada no municipio de Botucatu-SP e obtiveram
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como compostos majoritarios geranial (29,54%), neral (27,01%), limoneno (15,93%),
geranil acetato (4,00%) e geraniol (3,96%). Khani et al. (2012) coletaram a espécie
no Ird e obtiveram como componentes majoritarios citral (11,3%), limoneno (10,6%),
neral (7,9%), 4-fenil undecano-4-ol (7,7%), a-curcumeno (6,5%), a-cedrol (4,5%) e
oxido de cariofileno (4,5%). Segundo Gomes et al. (2006) essa variagdo na

composicao é bastante caracteristica no 6leo essencial de A. triphylla.

Tabela 3 - Composig¢ao do 6leo essencial de A. triphylla.

Massa
Porcentagem Féormula
Composto IR IRC molecular
relativa molecular
(g/mol)
Limoneno 22,55 1029 1022 CioH1e 136
Neral 12,97 1238 1247 C10H160 152
Carveol <trans-> 12,59 1216 1218 C10H160 152
Epdxido cedreno <a-> 7,97 1575 1570 C15H240 220
Eudesmol <10-epi-y> 1,83 1623 1626 C15H260 222

Nota: IR — indice de retengao; IRC — indice de retengao calculado.

Na Tabela 4, tem-se os compostos maijoritarios de A. gratissima, quais
sejam: sabineno (11,08%), guaiol (9,82%), pinocanfona (7,16%), verbenil acetato
(5,10%), cariofileno (4,60%), valerianol (3,67%) e germacreno B (3,40%). Santos et
al. (2013) extrairam 6leo essencial de folhas e flores frescas separadamente. Para
folhas, obtiveram de forma majoritaria os seguintes compostos: transpinocarvenil
acetato (17,6%), trans-pinocanfona (16,3%) e guaiol (11,5%); para as flores, guaiol
(19,5%), germacreno B (10,5%), bulnesol (10,0%), E-cariofileno (8,9%) e 6xido de
cariofileneno (8,24%).

O ¢leo essencial obtido em nosso trabalho apresenta composi¢ao
bastante semelhante ao extraido por Santos et al. (2013), com variag&o, no entanto,

na porcentagem relativa entre os compostos.
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Tabela 4 - Composigao do 6leo essencial de A. gratissima.

Massa
Porcentagem Férmula
Composto IR IRC molecular
relativa molecular
(g/mol)
Sabineno 11,08 975 971 CioHre 136
Guaiol 9,82 1600 1586 C15H260 222
Pinocanfona <trans> 7,16 1139 1140 C1ioH16 O 152
Verbenil acetato <cis-> 5,10 1282 1282 C1oHg O 194
Cariofileno <(E)-> 4,60 1419 1416 Cqs5Ho4 204
Valerianol 3,67 1658 1654 C15H260 222
Germacreno B 3,40 1561 1551 C15H24 204
Isoledeno 3,26 1376 1375 Cqs5Ho4 204
Oxido de pineno <> 2,56 1159 1153 C10H460 152
Pineno <B-> 2,48 979 983 CioH1s 136

Nota: IR — indice de retencgao; IRC — indice de retengao calculado

O oleo de P. graveolens obtido neste trabalho apresentou grande
diversidade entre seus compostos majoritarios e os descritos na literatura. Neste
trabalho, estdo presentes em maiores porcentagens os compostos nerol (11,12%),
10-epi-y-eudesmol (11,04%), citronelol (7,38%), guaiadieno (4,03%) e mentona
(3,91%), como pode ser observado na Tabela 5. Na literatura, os 6leos essenciais
extraidos de P. graveolens sao descritos como fontes de monoterpenos oxigenados,
como geraniol, citronelol e linalol (CAVAR; MAKSIMOVIC, 2012). Citronelol e linalol
estdo presentes no oleo essencial extraido neste trabalho, mas ndo sdo os que
aparecem em maiores porcentagens. Por outro lado, o composto que aparece como
segundo maior em porcentagem — 10-epi-y-eudesmol — é apontado na literatura
como um dos compostos encontrados nos 6leos de geranio, como sdo popularmente
comercializados os 6leos essenciais de Pelargonium spp., como caracteristico da

espécie P. graveolens (WANG et al. 2014).
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Tabela 5 - Composicao do 6leo essencial de P. graveolens

Massa
Composto Porcentagem IR IRC Formula molecular

molecular (g/mol)
Nerol 11,13 1229 1240 C1oH1s0 154
Eudesmol <10-epi- y> 11,04 1619 1608 C15H260 222
Citronelol 7,38 1225 1215 C1oH200 156
Guaiadieno 4,03 1444 1438 C1sHoa 204
Mentona 3,91 1152 1144 C1oH1g0 154
Linalol 2,81 1096 1087 C1oH180 154
Cadinol 2,35 1640 1639 C15 H26O 222
Muuroleno 1,76 1479 1474 C1s HogO 204
Neril propanoato 1,38 1454 1455 C13H2202 210
Nerolidol <(z)-> 1,14 1532 1542 C15H260 222
Cadineno <y-> 1,10 1513 1516 C1sHo4 204
Geranil tiglato 0,77 1696 1698 C15H2402 236
Eudesmol <y-> 0,70 1632 1632 C15H260 222
Citronelil anguelato 0,55 1657 1648 C15H260 238
Cubenol <1,10-di-epi> 0,53 1614 1604 C15H260 222
Etil butanoato 0,52 804 814 CsH1202 116

Nota: IR — indice de retencao; IRC — indice de retengéo calculado

6.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS E COMPOSTOS TIMOL E
CARVACROL FRENTE AOS FITOPATOGENOS

Os resultados obtidos nos testes de microdiluicdo em caldo estao

apresentados nas Tabelas 6 e 7
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Tabela 6 — Determinagao das concentragdes inibitorias minimas (CIM) e concentragcées fungicidas minimas (CFM) em

mg/mL de carvacrol, timol e éleos essenciais de Aloysia polystachya, Aloysia triphylla, Aloysia gratissima e Pelargonium

graveolens contra Phomopsis longicolla.

Espécies e compostos CiM ICIFcim Interagao entre os CFM ICIFcem Interagao entre os
compostos compostos

Aloysia polystachya 0,403 b 0,806 e

Aloysia triphylla 3,066 e 6,133 1

Aloysia gratissima 54,560 f 6,812 m

Pelargonium graveolens 0,940 c 0,940 g

Carbendazim 0,043 a 0,043 a

Timol 1,250d 1,250 i

Carvacrol 0,019 a 0,076 b

T+C 0,038+0,038 a 2,030 Sem interagao 0,312+0,312d 4,355 Antagbnica

PG + Ca 0,940+0,038 ¢ 3,000 Sem interagdo 0,940+0,038 h 1,500 Aditiva

PG + Cg 0,019+0,019 a 1,020 Aditiva 0,038+0,038 b 0,540 Aditiva

PG + C(g 0,470+0,470 c 25,237 Antagonica 0,940+0,940 k 13,368 Antagonica

AP + Cy 0,403+0,038 b 3,000 Sem interagao 0,806+0,038 f 1,500 Aditiva

AP + Cg, 0,038+0,038 a 2,094 Sem interagao 0,076+0,076 ¢ 1,094 Aditiva

AP + Cg, 0,403+0,403 c 22,210 Antagonica 0,806+0,806 j 11,605 Antagonica

Nota: T+C (timol + carvacrol). PG + Cs PG + Cg e PG + C, (Pelargonium graveolens + carvacrol nas concentragées iniciais, respectivamente, de 1,880 e
0,076 mg/mL (a), 0,076 e 0,076 mg/mL (g), e 1,880 e 1,880 mg/mL (c)); AP + Cn), AP + Cgye AP + Cc, (Aloysia polystachya + carvacrol nas concentragoes
iniciais, respectivamente, de 0,806 e 0,076 mg/mL (»), 0,076 e 0,076 mg/mL (g) e 0,806 e 0,806 mg/mL (¢)). Resultados seguidos da mesma letra em

minusculo sao significativamente iguais (Scott Knott, p < 0,05).
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Tabela 7 — Determinagao das concentragdes inibitorias minimas (CIM) e concentragcdes fungicidas minimas (CFM) em
mg/mL de carvacrol, timol e éleos essenciais de Aloysia polystachya, Aloysia triphylla, Aloysia gratissima e Pelargonium

graveolens contra Colletotrichum acutatum.

Espécies e compostos Cim ICIFcim Interacao CFM ICIFcem Interagao entre
entre os os compostos
compostos
Aloysia polystachya 0,806 b 0,806 c
Aloysia triphylla 6,133 d 6,133 f
Aloysia gratissima 109,000d 6,812 g
Pelargonium graveolens 0,940 b 0,940d
Carbendazim 0,043 a 0,043 a
Timol N.D. N.D.
Carvacrol 0,038 a 0,156 b
T+C 0,038+0,038 a N.D. N.D. 0,038+0,038 a N.D. N.D.
PG + Cp) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PG + Cg N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
PG + C( N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AP + Ca N.D. N.D. N.D. 1,612+0,076 e 2,487 Sem interagéo
AP + Cg, N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
AP + C, 0,806+0,806 ¢ 22,210 Antagbnica  0,403+0,403 c 3,083 Sem interagdo

Nota: N.D. — ndo determinada nas concentragdes ensaiadas. T+C (timol + carvacrol); PG + C), PG + Cg e PG + C, (Pelargonium graveolens + carvacrol
nas concentragdes iniciais, respectivamente, de 1,880 e 0,076 mg/mL (a), 0,076 e 0,076 mg/mL (g), e 1,880 e 1,880 mg/mL (¢)); AP + Cn) AP + Cgje AP +
C(c) (Aloysia polystachya + carvacrol nas concentragbes iniciais, respectivamente, de 1,612 e 0,076 mg/mL (), 0,076 e 0,076 mg/mL (g) e 1,612 e 1,612
mg/mL (c)). Resultados seguidos da mesma letra em minusculo sao significativamente iguais (Scott Knott, p < 0,05).
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Os odleos de A. polystachya e P. graveolens apresentaram a maior
atividade fungistatica e fungicida contra os fitopatogenos ensaiados. O melhor
resultado obtido foi com o dleo essencial de A. polystachya, tanto para P. longicolla
(CIM = 0,403 mg/mL e CFM = 0,806 mg/mL) quanto para C. acutatum (CIM e CFM =
0,806 mg/mL). O segundo melhor resultado foi obtido com dleo essencial de P.
graveolens, que apresentou CIM e CFM de 0,940 mg/mL para ambos os fungos
estudados.

Os demais dleos inibiram o crescimento fungico em concentragbes
muito elevadas, principalmente o 6leo essencial de A. gratissima. No entanto, as
CFM encontradas para esse 6leo foram muito inferiores as CIM, o que n&o
aconteceu com nenhum outro éleo, nem mesmo com os demais compostos isolados
testados. Na grande maioria dos ensaios, as CFM encontradas foram iguais ou, no
maximo, duas vezes os valores obtidos para as CIM. Com relagdo ao éleo de A.
gratissima, as CFM para os dois fitopatdogenos foram significativamente inferiores as
CIM.

O defensivo agricola Carbendazim apresentou atividade antifungica
dez vezes maior que a agao do 6leo essencial de A. polystachya para P. longicolla e
vinte vezes maior para C. acutatum comparado com o 6leo da mesma planta.
Carvacrol apresentou significativamente o mesmo resultado que o Carbendazim
para ambas as espécies de fungos (Tabelas 6 e 7), cujas CIM foram de 0,019
mg/mL frente a P. longicolla e 0,038 mg/mL frente a C. acutatum. Timol, por outro
lado, teve desempenho antifungico inferior ao carvacrol e ao Carbendazim.

Carvacrol e timol sdo comumente ensaiados juntos, pois sdo isbmeros
e suas atividades costumam ser bastante parecidas, embora possa haver diferenca,
como foi observado em nosso trabalho. Esses compostos tém sido frequentemente
utiizados em testes contra micro-organismos que infectam alimentos, por
apresentarem alta atividade antimicrobiana e pertencerem a lista de substancias
GRAS do FDA (KUORWEL et al., 2011; EFRATI et al., 2014).

Em nosso trabalho, carvacrol apresentou maior atividade antifungica do
que timol frente a ambos os fungos ensaiados. No entanto, ha trabalhos que
mostram que o desempenho desses compostos pode variar conforme o micro-
organismo e a dose ensaiada. Carvacrol e timol inibiram completamente o
crescimento micelial de C. acutatum na concentracédo de 150 pg/mL; entretanto, em

concentragdes menores (até 50 pg/mL), timol apresentou melhor desempenho
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antifungico. Ja para o fitopatdgeno Botryodiplodia theobromae, carvacrol e timol
tiveram efeitos bastante parecidos (NUMPAQUE et al., 2011). Por outro lado, frente
aos fitopatdbgenos Phytophthora cactorum e Cryponectria parasitica, carvacrol
apresentou maior atividade antifungica fumegante, comparado com timol, contra C.
parasitica quando ensaiado em baixas concentracdes (KIM et al., 2008).

Carvacrol também apresentou a melhor atividade dentre timol, eugenol
e mentol quando ensaiados contra onze fungos que infectam alimentos
(ABBASZADEH et al., 2014). No entanto, a CIM média do carvacrol obtida nesse
estudo foi de 154,5 pg/mL, tendo variado entre 50 ug/mL contra Aspergillus niger até
350 pg/mL contra Alternaria alternata. Timol foi o composto que apresentou o
segundo melhor resultado, com uma CIM média de 263,3 pg/mL, tendo variado entre
100 pg/mL, contra Cladosporium spp, € 500 ug/mL, contra Penicillium chrysogenum.
Essa variagdo mostra que carvacrol e timol apresentam atividade antifungica
seletiva, o que pode ser interessante para o desenvolvimento de um produto.

Em relacdo as associagdes frente a P. longicolla, ndao houve efeito
sinérgico entre os 6leos essenciais de P. graveolens e A. polystachya e o carvacrol.
Entretanto, frente a P. longicolla, os resultados obtidos para o antifungico referéncia
e as combinagdes T+C, AP+C) e PG+Cg) foram significativamente iguais, sendo
que esta ultima foi a Unica associagao que apresentou interagao aditiva com relagao
as CIM. Ja com relagao as CFM, as associagdes T+C e aquelas contendo d6leo
essencial e carvacrol na relacdo de 1:1 em altas concentragées (solugdes (c)) foram
antagonicas; as demais combinagdes foram aditivas.

Contra C. acutatum, a atividade da associagao T+C foi tdo satisfatoria
quanto a do Carbendazim isolado, tanto para os valores da CIM quanto para as
CFM. Porém, nao foi possivel classificar a interacdo T+C, pois, nas concentracoes
ensaiadas para este trabalho, ndo foram determinadas a CIM nem a CFM do timol
isolado, o que impossibilita o calculo da ICIF da combinacdo. As demais
associagdes testadas contra esse fungo foram ou antagbnicas ou sem interagéo,
sendo que a maioria das CIM e CFM nao puderam ser determinadas nas
concentragdes ensaiadas. Isso significa que a acdo dos 6leos essenciais de P.
graveolens, A. polystachya e do carvacrol testados isoladamente teve maior
atividade fungistatica e fungicida do que quando empregados em associagao.

No entanto, € preciso ponderar a necessidade de se buscar produtos

alternativos para o controle de fitopatdogenos que infectam alimentos. Embora o
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produto Carbendazim tenha mostrado alta atividade antifungica, ele é classificado no
Ministério da Agricultura como altamente toxico e muito perigoso ao meio ambiente
(BRASIL, s.d.). E notavel o crescente nimero de estudos da atividade bioldgica de
compostos de origem natural frente a micro-organismos, pragas e insetos em geral.
Dentre esses compostos, 6leos essenciais que apresentam compostos fendlicos tém
elevada atividade antimicrobiana, como carvacrol, timol, linalol, eugenol e mentol
(KUORWELL et al., 2011; ABBASZADEH et al., 2014)

Com relagdo as interagdes entre compostos, ha quatro possiveis
efeitos descritos na literatura: aditivo, sinérgico, antagonico e indiferente. O efeito
aditivo ocorre quando a atividade dos compostos ensaiados corresponde a soma
dos resultados obtidos individualmente. O sinergismo é observado quando a
associagao dos compostos potencializa a atividade de cada um deles isolados, de
forma que o efeito da associagao é maior do que a soma dos efeitos individuais. Ja o
efeito antagbnico € observado quando a combinagédo tem atividade menor que um
ou ambos os compostos. Por fim, diz-se que o efeito € indiferente quando ndo ha
interacdo entre os compostos (BURT, 2004; BASSOLE; JULIANI, 2012).

Oleos essenciais sdo constituidos por muitas moléculas e o mecanismo
de atuagdo quanto a sua atividade biologica ainda ndo é totalmente elucidado.
Pesquisadores sugerem que compostos majoritarios interagem de forma sinérgica
com compostos em menores quantidades (BURT, 2004) ou de forma aditiva, haja
vista a maioria das moléculas que constituem os Oleos essenciais serem muito
parecidas (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008).

Em nosso trabalho, a combinacédo entre timol e carvacrol teve menor
atividade antifungica do que o carvacrol testado isoladamente. Lambert et al. (2001)
encontraram atividade aditiva na combinagdao de carvacrol e timol frente a
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Entretanto, Tabanca et al.
(2007) nado encontraram uma relagao direta entre a quantidade de carvacrol no 6leo
essencial e a atividade antifungica frente a trés espécies de Colletotrichum, uma de
Phomopsis e outra de Fusarium, sugerindo que ha possivel interacédo sinérgica entre
compostos que aparecem em menores porcentagens no oleo essencial, conferindo-
lhe boa atividade antimicrobiana.

De fato, Periago et al. (2004) observaram interagdo sinérgica entre
carvacrol, de alta atividade antimicrobiana, e cimeno, de baixa atividade, contra

Listeria monocytogenes. Burt et al. (2005) obtiveram interagao aditiva na associagao
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de carvacrol e timol frente a Escherichia coli. Neste trabalho, foram observadas
apenas interagdes aditivas ou antagdnicas entre carvacrol e os 6leos essenciais de

A. polystachya e P. graveolens frente a C. acutatum e P. longicolla.



44

7 CONCLUSOES

- Todos os 6leos apresentaram efeito antifungico, embora os 6leos essenciais das
plantas Aloysia polystachya e Pelargonium graveolens tenham apresentado maior
atividade frente a Phomopsis longicolla e Colletotrichum acutatum.

- O carvacrol tem potencial antifungico significativamente igual ao fungicida
comercial Carbendazim contra os fitopatégenos ensaiados.

- Ainda que a associagao entre o oleo essencial de Aloysia polystachya e carvacrol
tenha apresentado menor atividade antifungica quando comparada a atividade do
composto isolado, ela pode ser uma excelente alternativa no combate a Phomopsis
longicolla e Colletotrichum acutatum, considerando que o fitocomplexo (associagéao
Oleo essencial + composto isolado) dificulta o estabelecimento de resisténcia pelos

micro-organismos.
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