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RESUMO

Espécies de Fusarium sdo importantes causadores de patologias em diferentes vegetais de importancia
econbmica, destacando-se o complexo Fusarium solani Mart. (Sacc.), responsavel pela podridao radicular
em diversas culturas agricolas. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antifingico dos Oleos de
alecrim (Rosmarinus officinalis L.), andiroba (Carapa guianensis Aubl.), copaiba (Copaifera sp.) e mistura
dos trés oleos frente a Fusarium solani. Os ensaios foram realizados em meio de cultura agar batata
dextrose (BDA), utilizando-se os método de &gar-diluicdo para determinagcdo do indice de crescimento
micelial (ICM) e porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC). As placas foram incubadas a
temperatura ambiente (+ 30°C) e os ensaios realizados em duplicata. Os dados obtidos por mensuracao dos
halos de inibicdo e crescimento flingico foram submetidos a analise estatistica das médias comparadas pelo
método de Tukey a 5% de probabilidade. O melhor resultado foi obtido com o 6leo de alecrim, o qual obteve
os valores de ICM 3,6 e PIC 91,3 pelo método de agar-diluicdo. Este achado sugere o 6leo de alecrim como
possivel alternativa no combate ao F. solani.

Palavras-chave: 4gar diluicdo; crescimento micelial; podridao radicular.

ABSTRACT

Fusarium species are important cause of pathologies in different plants of economic importance, standing
out the complex Fusarium solani Mart. (Sacc.), Responsible for root rot in various agricultural crops. The
objective of this study was to evaluate the antifungal potential of rosemary oils (Rosmarinus officinalis L.),
andiroba (Carapa guianensis Aubl.), copaiba (Copaifera sp.) and the mixture of the three oils against
Fusarium solani. The assays were performed in potato dextrose agar medium (PDA), using the method of
agar-dilution for determination of mycelial growth index (ICM) and percent inhibition of mycelial growth (PIC).
Plates were incubated at room temperature (+ 30 ° C) and assays performed in duplicate. The data obtained
by measuring the inhibition and fungal growth halos were submitted to statistical analysis of the means
compared by the Tukey method at 5% probability. The best result was obtained with rosemary oil, which
obtained the values of ICM 3,6 and PIC 91,3 by the agar-dilution method. This finding suggests rosemary oil
as an possible alternative in the fight against F. solani.

Keywords: agar-dilution; mycelial growth; root rot.



INTRODUCAO

Fusarium representa um género anamorfo, classificado no Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales e
Familia Nectriaceae (MYCOBANK, 2017). O género abriga fungos cosmopolitas,
habitantes do solo, espécies endofiticas, patdbgenos de animais e humanos, produtores de
micotoxinas e varias espécies fitopatogénicas com uma ampla variedade de hospedeiros.
A taxonomia do fungo é complexa e apresenta-se subdividida em secc¢les, ragas,
variedades e formae speciales, com base na especificidade de seu hospedeiro (SNYDER
& HANSEN, 1940).

Como fitopatégeno o género Fusarium € o agente causador da fusariose, também
conhecida como murcha do fusario, podriddo seca ou podriddo vermelha das raizes. A
infeccdo afeta o sistema radicular de plantas cultivadas mundialmente. No estagio
avancado da sintomatologia, a podriddo causada pelo patégeno alcanca o colo da planta,
podendo chegar até vinte centimetros acima do nivel do solo, sendo visivel o
enegrecimento dos tecidos internos do caule (TREMACOLDI, 2010). O agente pode ser
transmissivel pelo solo, restos de plantas infectadas, enxurradas e pelas sementes de sua
hospedeira (BALARDIN et al., 2005). Os sintomas provocados pelo fungo em sua
hospedeira incluem: murcha, amarelecimento, paralisacdo do crescimento, seca dos
ramos, desfolha, morte do topo das plantas, seca prematura dos frutos, podriddo da raiz
em varias culturas como leguminosas e cucurbiticeas e até morte subita da planta
(Sistema de Agrotoxicos Fitossanitario — AGROFIT, 2015).

Fusarium solani (Mart.) Sacc., atualmente reconhecido como complexo Fusarium
solani, destaca-se como uma das espécies de grande interesse para a fitopatologia,
responsavel por doencas em cerca de 100 géneros de plantas (REFAI & HASSAN, 2015).
E composto por varias espécies filogenéticas e bioldgicas com mais de 20 nomes de
formae specialis cuja forma teleomoérfica denomina-se Nectria haematococca (REFAI &
HASSAN, 2015); (MYCOBANK, 2017).

Doengas fitopatogénicas causadas pelo género Fusarium tém impactado
fortemente a agricultura brasileira, e no estado do Para, destaca-se a fusariose da
mandioca (POLTRONIERI et al., 2002) e da pimenta do reino (TREMACOLDI, 2010). A
partir do final da década de 50, produtores de pimenteira sofreram grandes perdas com

fusariose em todo o Brasil, causada por Nectria haematococca f. sp. piperis, anamorfo de
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Fusarium solani f. sp. piperis, com prejuizos na ordem de 10 milhdes de délares anuais e
a produtividade média que j& foi de 4,0 t/ha caiu para 2,0 t/ha (TREMACOLDI, 2010).

Entre os métodos alternativos propostos para 0 combate a microrganismos
patogénicos, inclui-se o uso de 6leos essenciais extraidos de uma grande variedade de
ervas e condimentos, muitos dos quais tém apresentado atividade antimicrobiana
(ABREU et al., 2014; CORTEZ et al., 2015). Entre os 0leos essenciais de uso muito

popular, destaca-se o alecrim, copaiba e andiroba.

O oOleo de alecrim apresenta uso culinario, medicinal, farmacéutico, cosmético,
sendo descritos com propriedades estomacais, estimulantes, antiespasméddica e
emenagogas (PORTE & GODOQY, 2001).

A copaiba (Copaifera spp.) é utilizada na construcdo civil e de méveis, paisagismo
urbano, como combustivel para motores diesel e também na medicina popular como
antisséptico, cicatrizante, expectorante, diurético, laxativo, estimulante, emoliente e tonico
(ROSSI, 2008). O odleo-resina de copaiba ao qual se relata acdo antibacteriana,

antifangica, antiedémica e analgésico (PIERI et al., 2009).

E Carapa guianensis Aubl., a andirobeira € uma espécie de grande importancia
econdmica na regidao Norte do Brasil, em funcdo do 6leo extraido de suas sementes ao
gual sdo atribuidas propriedades antissépticas, anti-inflamatdrias, cicatrizantes,
inseticidas. A madeira € utilizada pelas madeireiras, pela construcéo civil, produtores de
moveis (SOUZA et al., 2006).

Neste sentido o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antifingica
de Oleos vegetais de alecrim, andiroba e copaiba sobre F. solani (Mart.) Sacc., uma vez
gue a utilizagdo de substancias quimicas sintéticas pode trazer danos a saude animal e
ambiental, tornam-se relevantes pesquisas que busquem métodos alternativos menos

impactantes ao ambiente e saude da populacgéo.



MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizados 6leos essenciais de andiroba, copaiba e alecrim,
adquiridos em estabelecimentos especializados na venda de produtos naturais na cidade
de Belém, Para.

Para os ensaios de atividade antifingica utilizou-se uma cepa de F. solani cedida
pelo Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Para/UFPA. Para obtencdo do inoculo, o fungo foi cultivado em meio batata
dextrose-agar (BDA), durante sete dias a temperatura ambiente (£ 30°C), a partir do qual
foi preparada uma suspensdo em agua destilada estéril. Com auxilio de uma camara de
Neubauer foi efetuada a contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC), utilizando-
se a formula do Calculo de Numero de Conidios (EMBRAPA, 2012), ajustando se o
inéculo para aproximadamente 10* UFC/mL (ANVISA, 2002).

Os ensaios antifungicos foram realizados in vitro através do método de &gar-
diluicdo, conduzidos em duplicata. Como controle utilizou-se Anfotericina B (Fungizone®)
na concentracéo de 250 ug/mL GibcoTM.

ENSAIO ANTIFUNGICO
METODO DE AGAR DILUICAO

Para analisar o efeito dos 6leos essenciais sobre o crescimento micelial, 1 mL dos
Oleos essenciais in natura e a mistura (alecrim, andiroba e copaiba), foram incorporados
individualmente a 30 mL de meio de cultura BDA, liquefeito e vertido sobre placa de Petri
(90 x 15 mm). Como controles negativo e positivo respectivamente utilizaram-se placas
contendo apenas BDA e Anfotericina B. Apos solidificacdo do meio, com auxilio de furador
de rolhas metalico, discos de 6 mm procedentes da borda de uma colénia de F. solani em
crescimento celular, foram depositados no centro de cada placa e incubadas a

temperatura ambiente (x 30°C) durante dez dias.

As avaliacdes foram realizadas por medi¢Bes diarias dos didmetros ortogonais
(mm) das colbnias e calculada a média de tais medicdes, iniciadas 24 horas apds inicio
do experimento até o momento em que a primeira colonia fungica alcancou 90 mm de

diametro na superficie do meio de cultura.



A partir dos dados determinou-se o indice de crescimento micelial (ICM) utilizando-

se a formula descrita por Abreu et al., (2014):

ICM=C1+C2+..+Cn

N1 N2 Nn

Onde: ICM = indice de Crescimento Micelial. (C1, C2,...,.Cn) = Avaliacbes do
crescimento micelial do primeiro até o ultimo dia. (N1, N2,...,Nn) = Numero do dia da

avaliacao.

Para o célculo da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi
utilizada equacao descrita por Garcia et al. (2012), que utiliza como variaveis o diametro
da testemunha (DT) e o didametro do tratamento quimico (DTRAT).

PIC = DT - DTRAT x 100

DT

Onde, PIC = Porcentagem de Inibicdo do Crescimento micelial. DT = Diametro da

testemunha. DTRAT = Diametro do tratamento.

Para avaliar se ha influéncia dos 0leos essenciais no indice de Crescimento
Micelial (ICM) e Porcentagem de Inibicdo de Crescimento micelial (PIC) aplicou-se sobre
os dados obtidos analise de variancia (ANOVA) e Tukey a 5% de significAncia para avaliar

guais Oleos diferem entre si e o controle positivo (anfotericina B).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios antifungicos realizados pelo método de agar diluicdo, detectou-se que
0 Oleo de alecrim foi 0 que apresentou 0 maior potencial de inibicdo micelial sobre F

solani, inclusive maior que o anfotericina B. Os resultados mostram que o alecrim
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manteve efeito fungistatico por um periodo maior em comparacdo com o0s Oleos de

andiroba, copaiba e a mistura, sobre o fungo (Figura 1).

Em contraste os 6leos de andiroba, copaiba e a mistura, aparentemente
funcionaram como nutrientes, uma vez que as coldnias fungicas atingiram o maximo de
crescimento, ou seja, ocuparam toda a placa, em pouco mais da metade do periodo de
incubacdo (10 dias), demonstrando inclusive crescimento mais rapido que o controle

negativo (Figura 1).
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Figura 1 — Efeitos dos 0leos essenciais e mistura sobre o crescimento micelial de F.
solani, pelo método de agar diluicdo. Dados sdo médias das duplicatas.

Ao avaliar o efeito dos Oleos essenciais, através do indice de crescimento micelial
(ICM) [F(4,5) = 74,914; p = 0,000119] e porcentagem inibicdo colonial (PIC) [F(4,5) =
67,212; p = 0,0001], observou-se que o alecrim teve a maior reducéo do ICM e o maior
valor da PIC, mostrando maior efeito inibidor e diferindo estatisticamente dos demais,
inclusive o controle positivo (Tabela 1). Copaiba, andiroba e a mistura nao diferiram entre
si no ICM e PIC. Pelo indice de crescimento micelial (ICM), verificou-se que os Oleos de
andiroba e copaiba tiveram diferenca significativa em relacédo a anfotericina B. No entanto,

guanto a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC), constatou se o contrario,



isto é, os 6leos de andiroba e copaiba ndo se diferenciaram significativamente do

anfotericina B.

Tabela 1 - Efeito dos 6leos essenciais na reducao do ICM (indice de crescimento micelial)

e aumento da PIC (porcentagem de inibicdo do crescimento micelial) de F. solani.

Oleos essenciais ICM PIC
Alecrim 3,6a 913a
Andiroba 27,05b 60,55 b
Copaiba 29,6 b 56,9 b
Blend 23,7b 655b
Anfotericina B 17,7 c 57,05b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si segundo teste Tukey a 5% de

significancia.

Sousa et al. (2015) em estudo in vitro com o 6leo de andiroba sobre Fusarium spp.
constataram efeito de estimulo de crescimento das col6nias, fato coincidente com os
resultados apresentados neste estudo, no qual a andiroba inicialmente inibiu o
crescimento micelial, mas posteriormente acelerou o crescimento, em tempo menor que o
controle negativo. Por outro lado o mesmo trabalho (SOUSA et al., 2015) difere deste em
relacdo ao 6leo de copaiba, cujos autores relatam que todas as concentracfes reduziram
0 crescimento dos fungos, com excecdo da concentracdo de 0,25 pL.mL-1 frente a
Fusarium obtido de louro.

De acordo com Cascon & Gilbert (2000), ocorre variacdo significativa na
composicdo quimica entre as diferentes espécies do género Copaifera, dentro de uma
determinada espécie, assim como em relacdo a sua origem geogréfica, demonstrando a
possivel influéncia de fatores ambientais sobre estas espécies. Da mesma forma, pode-se
deduzir que as diferencas no perfil fitoquimico podem ocasionar diferentes perfis

antifangicos.

Nascimento et al. (2014) avaliando o efeito de Oleos essenciais sobre o
crescimento micelial in vitro de Fusarium solani f.sp. glycines, detectou que o Oleo de
alecrim apresentou efeito inibidor sobre o crescimento micelial do fungo causador da

fusariose da soja, porém inferior ao 6leo de anis. Estes achados corroboram os resultados



encontrados neste estudo, demonstrando o efeito antifungico do 6leo de Rosmarinus

officinalis L.

Observou-se também que a mistura dos 6leos essenciais assim como no teste de
difusdo em &gar, ndo potencializaram o efeito antifiingico para o microrganismo testado,
mesmo em uma dose maior (1mL), mostrando ndo haver diferenca estatistica significativa
em relacédo ao do efeito antifingico dos Oleos essenciais isolados de copaiba e andiroba,

sugerindo que a taxa de antagonismo entre os 6leos ¢€ alta.
CONCLUSOES

Nas condicbes em que o experimento foi conduzido concluiu-se que somente o
Oleo essencial de alecrim apresentou potencial antifingico frente a F. solani. O 6leo de
alecrim inclusive apresentou maior potencial inibitério que a substancia controle
anfotericina B nos testes in vitro. A mistura dos 6leos de alecrim, copaiba e andiroba
apresentou efeito inibitorio inferior ao 6leo de alecrim e o anfotericina B. Os resultados
sugerem a necessidade de ampliar os estudos, principalmente com testes in vivo como
apoio para testar a aplicabilidade dos 6leos essenciais como provaveis defensivos

agricolas naturais.
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