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Resumo

O objetivo foi avaliar o potencial de inibicdo do crescimento micelial por 6leos essenciais e hidrolatos de
Origanum vulgare (orégano) e Syzygium aromaticum (cravo-da-india) frente ao Botrytis cinerea causador do
mofo cinzento em morangos. Isolados do patdgeno foram obtidos de morangos doentes coletados em Vacaria/RS.
Para 0s ensaios in vitro, estudou-se tratamentos com 6leos essenciais a 10% e hidrolatos a 5, 15 e 30%. Apds 48
horas de tratamento ambos os hidrolatos diferiram da testemunha apresentando PIC > 80% na menor
concentragdo (5%). Em 72h, PIC > 90% para hidrolatos a 15% e PIC=100% durante todo o periodo para
hidrolatos a 30%. Os 6leos essenciais diferiram da testemunha entre 48 e 96 horas, demonstrando PIC=100% para
0 6leo de O. vulgare e PIC=64% para o 6leo de S. aromaticum. Todos os produtos naturais extraidos
apresentaram agdo antifungica contra o B. cinérea mostrando-se promissores agentes alternativos no tratamento
da doenga.

INTRODUCAO

As plantas durante o seu ciclo de vida produzem diversos compostos importantes para o bom
funcionamento de seu organismo, dentre estas substancias encontram-se 0S compostos aromaticos com
funcdes de protecdo natural frente aos danos causados por pragas e doengas. Estas substancias em forma
de 6leos essenciais e hidrolatos possuem grande aplicabilidade no mercado desde a farmacéutica até a
agronomia (BAKKALI et al., 2008; KNAAK; FIUZA, 2010). A produgdo dos compostos aromaticos
ocorre em diversos Orgdos do vegetal, entretanto o processo de extracdo comumente é feito via
hidrodestilacdo (arraste a vapor) das folhas e/ou frutos. Ao final da extragcdo obtém-se dois compostos, 0
oleo essencial que é a porcdo lipofilica e o hidrolato, a por¢do aquosa. (FONTELES et al., 1988;
BAKKALI et al., 2008). Ambos os produtos naturais citados vém ganhando atencdo pelos
pesquisadores por demonstrarem ser uma alternativa para controle de pragas e doencas na agricultura
sem a necessidade da utilizacdo de agrotoxicos convencionais. (KNAAK; FIUZA, 2010).

De acordo com a ANVISA (2016) o morango em cultivo convencional requer uma das maiores
necessidades de aplicacdo de agrotoxicos para bons indices de produtividade. O fungo Botrytis cinerea
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causador do mofo cinzento é o principal patégeno da cultura do morangueiro. Em virtude da
agressividade dos sintomas que acabam acometendo diretamente os frutos nas fases de pré e pds-
colheita, pode-se ter perdas de até 60% da producdo em condi¢bes favoraveis se mal manejado.
(LORENZETTI et al., 2011; MOURA et al., 2016). Em busca de alternativas viaveis e sustentaveis para
a agricultura, muitos pesquisadores como Lorenzetti et al. (2011), Santos et al. (2014), Passaglia (2017),
Filippi (2018) Cassinelli et al. e Peixinho et al. (2019) e Da Rocha et al. (2020) utilizaram produtos
naturais no combate as doengas de plantas. Neste mesmo sentindo, considerando a importancia de
comercializar alimentos mais seguros e alinhados a agroecologia, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial dos 6leos essenciais e hidrolatos de Origanum vulgare (orégano) e Syzygium aromaticum
(cravo-da-india) na inibicdo do fungo Botrytis cinerea causador do mofo cinzento em morangos.

MATERIAIS E METODOS
Os 06leos essenciais e hidrolatos de O. vulgare e S. aromaticum foram extraidos através de
hidrodestilacdo. Para cada extracdo, os produtos naturais foram inseridos em um bal&o de fundo de 1L,
submetidos a extracdo durante 4 horas. Realizou-se a separacdo do Oleo essencial e hidrolato com
auxilio do solvente hexano. Os 6leos essenciais e hidrolatos foram armazenados em recipientes de vidro
ambar em refrigerador & 4°C.

Os isolados de B. cinerea foram obtidos de morangos da variedade Albion coletados em propriedades da
regido de Vacaria/RS. Em seguida foram analisados com microscopio e esteriomicroscopio no
laboratério de Microbiologia da Uergs Unidade em Vacaria. Apos a identificacdo de estruturas do
patégeno, morangos sadios foram higienizados com solugdo de NaClO 1%, parte do tecido contaminado
foi recortado e plagueado em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). As placas foram armazenadas em
incubadora BOD 4 24 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Para avaliar a patogenicidade e testar a viabilidade dos isolados, o patégeno isolado foi inoculado em
morangos devidamente higienizados por um periodo necessario para o aparecimento e confirmacao dos
sintomas (LORENZETTI et al., 2011).

A avaliacdo da acéo antif(ingica aconteceu em triplicata com os seguintes tratamentos: Oleos essenciais
em concentragdo de 10%; hidrolatos em concentragfes de 5, 15 e 30% e testemunhas. Em ambos 0s
ensaios dos produtos naturais utilizou-se placas de Petri e 9 mm contendo meio de cultura BDA, com a
deposicdo de um disco de 5mm de diametro do isolado de Botrytis cinerea no centro das placas. Para 0s
tratamentos avaliados de 6leos essenciais, foram preparadas solucGes alcodlicas 10% (&lcool de cereais
e Oleos essenciais) de cada amostra. Trés discos de papéis filtro foram embebidos nas solucGes e
colocados equidistantes sobre 0 meio de cultura. Ja para a avaliacdo dos hidrolatos, estes foram
incorporados ao meio de cultura fundente nas respectivas concentragdes. (LORENZETTI et al. 2011).
Todas as placas foram armazenadas em BOD a 24 °C e fotoperiodo de 12 horas. Avaliou-se o
crescimento micelial medindo os diametros opostos ao micélio de cada placa em 24, 48, 72 e 96 horas
apos o plagueamento. Mensurando também a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC)
pela formula: PIC = (diametro da testemunha — didmetro do tratamento) / (didmetro da testemunha) x
100 (NASCIMENTO et al., 2016; PEIXINHO et al., 2019). Os resultados foram submetidos aos testes
de ANOVA seguido de Tukey 1% com o programa BioEstat 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Com a técnica de hidrodestilacdo obteve-se 0leos essenciais e hidrolatos de O. vulgare e S. aromaticum.
Os 06leos essenciais foram obtidos com 1,1% de rendimento e a quantidade de hidrolatos extraida foi de
700 ml para cada produto natural.



Ao acompanhar os ensaios de inibicdo do crescimento micelial, nas primeiras 24 horas observou-se um
comportamento padrdo do fungo, que é o fato de praticamente ndo haver desenvolvimento fangico neste
periodo, acrescendo apenas 1mm em todos os tratamentos, podendo ser caracterizado como periodo de
adaptacdo do fungo ao meio de cultura recém colonizado. H4 aumento mensuravel no crescimento
fangico ap6s 24 horas na testemunha em comparagdo aos tratamentos, devido a isso, os PICS
considerados na avaliacdo correspondem aos de apOs 24 horas de ensaio, corroborando com as
avaliacdes de Moura et al. (2016).

Em 48 horas de incubacdo ambos os tratamentos com os hidrolatos (Figura 1) a 5% diferiram
estatisticamente da testemunha, mas ndo entre si. Santos et al. (2014) ao avaliar o hidrolato de aroeira
observaram que ndo houve atividade antifingica significativa, em contrapartida os estudos no presente
trabalho demostram potencialidade antifingica. Os PICS determinados foram de 94% e 84% apds 48
horas para os hidrolatos de O. vulgare e S. aromaticum, respectivamente.

Na concentracdo de 15% os hidrolatos mantiveram a PIC superior a 90% até 72horas de avaliagdo. Na
concentracdo de 30% de ambos os hidrolatos apresentou diferenca significativa da testemunha e nédo
diferiram entre si durante o periodo de avaliacdo, mantendo PIC de 100% durante todo o ensaio.

Figura 1. Crescimentos miceliais de Botrytis cinerea tratados com hidrolatos.

Hidrolato de Orégano F
60 Hidrolato de Cravo-da-India

Ab

Ba
Ac
[ |

Be ‘
i Ad Ac Ac Aa g Bbe Ba \ g L0 | |
o | B & Lt
0 = = =2 ==

24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs

Ca

Ad Ac Ac Aa Be Bbe g, £

. b i

24 hus 48 hus 72 hus 96 hrs

o Cresciment
10 (mum)

N

——

_.17

-
=
e —
.-}
-4

‘. " . - & ® Concentragio 0% ™ Concentragio 5% Concentragio 15% Concentragio 30%
® Concentragio 0% @ Concentragdo 5% Concentragio 15% Concentragio 30% ¥ s ¥ ¥

* Médias seguidas de mesma letra maitscula dentro do mesmo periodo (horas) ndo diferem estatisticamente entre 0s
tratamentos. Médias seguidas de mesma letra minuscula no mesmo tratamento ndo diferem estatisticamente entre os
periodos. (DRAWANZ et al. 2020)

O dleo essencial de O. vulgare (Figura 2) apresentou PIC de 100% durante o experimento, diferindo-se
da testemunha ap06s as 24 horas ndo demonstrando diferenca significativa entre si durante a avaliacdo. O
6leo de S. aromaticum (Figura 2) demonstrou PIC de 64% em 48h de tratamento se mantendo até o final
do estudo. Durante todo o periodo de analise, verificou-se diferenca estatistica entre tratamento e
testemunha, inferindo assim o potencial antifingico dos produtos naturais avaliados. Outros trabalhos da
literatura enfatizam a potencialidade de Oleos essenciais de produtos naturais e seus compostos
aromaticos no combate a doengas fungicas. (LORENZETI et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2016;
FILIPPI, 2018).

Figura 2. Crescimentos miceliais de Botrytis cinerea tratados com 6leos essenciais.
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*Meédias seguidas de mesma letra maitscula dentro do mesmo periodo (horas) ndo diferem estatisticamente entre os
tratamentos. Médias seguidas de mesma letra mintscula no mesmo tratamento ndo diferem estatisticamente entre os periodos
(DRAWANZ et al. 2020).

As substancias, em suas maiorias lipofilicas, que compde 0s Oleos essenciais podem atravessar a
membrana plasmatica das células patogénicas inviabilizando as mesmas (BAKKALI et al., 2008). Os
hidrolatos apresentaram potencial antifingico de forma ecoldgica, enfatizando pesquisas para sua
exploragdao em condic¢des de campo.

CONSIDERACOES FINAIS

Os Oleos essenciais e hidrolatos de Origanum vulgare (orégano) e Syzygium aromaticum (cravo-da-
india) apresentam grande potencial de exploragdo como agentes antifungicos no controle alternativo do
mofo cinzento. Demonstrando total inibicdo do crescimento micelial do fungo Botrytis cinerea nas
concentracdes de 10% para 6leos essenciais e 30% para hidrolatos durante todo o periodo de avaliacao.
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