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RESUMO

DA SILVA, Elizabeth Aparecida Josefi. Composi¢cio quimica e atividade antifiingica do 6leo
essencial das folhas de Psidium guajava no controle de Sclerotinia sclerotiorum. 2020. 35p
Monografia (Curso Bacharelado em Agronomia). Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, Rio Verde, GO, 2020.

A goiabeira (Psidium guajava L.), pertence a familia Myrtaceae, e o 6leo essencial de suas
folhas tem gerado diversos estudos sobre sua composi¢cdo quimica e propriedades. O 6leo
essencial pode ter acdo direta sobre fitopatdogenos, como o fungo Sclerotinia sclerotiorum,
causador do mofo-branco, que ¢ de dificil controle e afeta culturas de expressiva importancia
econdmica. Devido a isto, estudos com Oleos essenciais como alternativas naturais para o
controle dessa doenga vem se intensificando. Com este trabalho, objetivou-se analisar a
composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de goiabeira e avaliar sua agao antifingica in
vitro sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum. A extracao do oleo essencial foi realizada por
hidrodestilacdo e sua composi¢do analisada por CG-EM. O ensaio antifingico foi realizado em
placas de Petri contendo meio BDA, em que foram transferidas aliquotas de 0, 100, 200, e 300
uL de oleo essencial puro das folhas in natura de goiabeira sobre o meio de cultura e, na forma
de vapor, em 3 repeticoes cada. Na sequéncia, transferiu-se 8 mm do micélio de Sclerotinia
sclerotiorum para cada placa, sendo incubadas a 22°C e avaliadas ap6s 48 h e até o crescimento
total das testemunhas. Como controle negativo, foi utilizado apenas o fungo em meio BDA e,
como controle positivo, o fungicida frowside na concentracio de 10pg mL™:. Foram
identificados como compostos majoritarios no 6leo essencial o frans-cariofileno e a-humuleno.
O oleo essencial das folhas de goiabeira em contato possibilitou 94,9% de inibi¢do, enquanto
na forma de vapor, foi equivalente a 97,1% de inibi¢@o, o que comprova alto potencial fungicida
contra o mofo-branco.

Palavras-chave: antividade antifungica, mofo-branco, goiabeira.
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1 INTRODUCAO

A goiabeira (Psidium guajava L.) esta lotada no género Psidium e pertence a familia
Myrtaceae, que possui cerca de 3.800 espécies, sendo considerada uma das maiores familias
botanicas (LANDRUM E KAWASAKI, 1997; OLIVEIRA, 2018). A Psidium guajava é
considerada uma planta nativa do México e encontra-se em toda a América do Sul, Europa,
Africa e Asia (SHAH et al., 2011; ETEMADIPOOR et al., 2019). Esta espécie se adapta bem a
diferentes condi¢des climaticas e regides crescendo tanto em regides tropicais como
subtropicais do mundo e estd abundantemente veiculada e bem ajustada ao territorio brasileiro,
inclusive no Dominio Cerrado (AMORIM et al., 2017; ETEMADIPOOR et al., 2019).

Diferentes partes desta planta sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de
diversas doengas. Suas cascas tém sido empregadas no tratamento de diarreia em criancas; as
folhas sdo usadas para o alivio da tosse, distirbios pulmonares, feridas e tlceras e o fruto
utilizado como tdnico, laxante e anti-helmintico (LEEA et al., 2012; FLORES et al., 2015;
NUNES et al., 2016). Diversos estudos tém relatado as propriedades dos extratos de suas folhas
e, dentre estas propriedades se destacam: antimicrobianas, antimutagénica, atividade
hipoglicémica, hepaprotetora, anti-inflamatdria, antioxidante, antinoceptiva, antidiabéticos,
antiproliferativa (NORA et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2017; SILVA et al., 2019) entre
outras. Ademais, seus extratos e 0leos essenciais t€ém mostrado atividade inibitdria in vitro para
diferentes micro-organismos, dentre eles, bactérias e fungos de interesse econdmico
(GONCALVES et al., 2008; MENEZES, 2013; SILVA et al., 2018).

Na literatura, ha relatos de estudos realizados sobre caracterizagdao do 6leo essencial
de folhas de goiabeira demonstrando que este possui compostos com potencial inseticida como
o 1,8-cineol, limoneno e o a-pineno. Devido a isto, o 6leo essencial extraido de folhas da
goiabeira, e outras plantas medicinais, tém sido utilizados para estudos in vitro, de inibigao
micelial e esporulagao de fungos fitopatogénicos (MENDES, 2017; SILVA et al., 2018).

Um dos maiores responsaveis por causar perdas em lavouras sdo os fungos
fitopatogénicos que, produzem expressivas quantidades de esporos como forma de propagacao
e podem ser levados facilmente por longas distancias, seu controle ¢ desafiador e podem levar
plantas a morte (VELOSO, 2016). Estes fungos causam grandes perdas agricolas em todo o
mundo, trazendo um impacto negativo a economia. As perdas variam entre 30-60% em culturas
de interesse econdmico, como a soja, milho, arroz, trigo, cana-de-agucar, café, entre outros

(VELOSO, 2016).



O fungo Sclerotinia sclerotiorum ¢ um fitopatégeno e o agente causal da doenca
conhecida como mofo-branco. Ainda nao ha cultivares resistentes a esta doenga e uma grande
quantidade de fungicidas quimicos ¢ utilizado para seu controle. Muitos destes sdo bastante
nocivos a0 homem e ao ambiente, primeiramente pela sua toxicidade, que podem permanecer
durante anos no sistema; segundo pela grande quantidade de agrotdxicos aplicados, o que
favorece a poluigdo ambiental (PIGNATI et al., 2017). O controle das doengas ¢ necessario,
pois estdo entre as principais responsaveis pelos prejuizos na produgdo agricola e pelo aumento
do custo da producao.

Contudo, torna-se necessaria a busca de meios alternativos no seu controle. Neste
sentido, a utilizagdo de compostos bioativos botdnicos como extratos e dleos essenciais com
acdo fungicida, torna-se uma ferramenta estratégica. Com base em relatos de que as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa contra fungo, bactérias e virus, o interesse recente em
pesquisa de fungicidas, derivados de plantas, tem sido crescente (ALCANTARA, 2015;
HAGSTRUM E PHILLIPS, 2017; RADUNZ, 2017; TAVARES et al., 2018). Tal estratégia seria
uma alternativa para a redug@o da dependéncia das culturas por fungicidas convencionais, assim
reduzindo seu efeito toxico sobre o ambiente e a salde humana. Para este fim, as folhas de
goiabeira t€ém mostrado grande potencial (FREITAS, 2018; LIMA et al., 2010; SILVA et al.,
2018). Devido ao Dominio Cerrado possuir alta diversidade de plantas e dentre estas a
goiabeira, que possui compostos biologicamente ativos, justificam-se estudos sobre estes
metabolitos secundarios, como de sua possivel agdo antifungica como alternativa de controle
para o referido fungo fitopatogénico.

Desta forma, com este estudo, objetivou-se analisar a composi¢do quimica do 6leo
essencial das folhas de goiabeira e avaliar sua a¢do antifungica in vitro de forma direta e indireta

no controle do fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Oleos Essenciais

Os oleos essenciais s30 metabolitos secundarios que estdo entre uma variedade de
compostos organicos produzidos pelas plantas medicinais e aroméaticas (MARTINS et al., 2010;
MENDES et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2019). Estes podem ser considerados como matéria-
prima para a formulagdo de novos produtos naturais e, inclusive, serem utilizados como agentes
analgésicos, anticancerigenos, inseticidas, antibacterianos, sedativos, expectorantes,

estimulantes, antioxidantes, antiviral etc, € na composicao de diversos medicamentos. Além de
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possuir atividade direta sobre fitopatdogenos como bactérias, nematdides e fungos, ou indireta,
ativando mecanismos de defesa das plantas aos patdgenos, cerca de 60% dos 6leos essenciais
possuem propriedades antifingicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (PEDROSA,
2016; SOUZA et al., 2017; MENDES et al., 2017; MENDES et al., 2018; KUMAR et al., 2019;
VAZQUEZ et al., 2019).

Os 6leos essenciais eram denominados como “Quinta Esséncia” pelo suico Paracelsus
von Hohenheim, pois era uma palavra utilizada para referenciar um principio ativo de uma
droga (GUENTHER, 1950). Estes compostos podem ser definidos como organicos com baixo
peso molecular, bastante volateis e obtidos através do metabolismo secundario das plantas como
uma forma de defesa contra predadores e micro-organismos patogénicos. Os 6leos essenciais
podem ser obtidos das folhas, raizes, caule, flores, frutos e sementes de uma planta. As
caracteristicas em relagdo a quantidade e qualidade de um 6leo essencial esta diretamente ligada
a regido e ao clima onde se localiza a planta, bem como do 6rgao coletado, idade da planta, do
método utilizado para a extragdo desse 6leo, dentre outros fatores (PEDROSA et al., 2016;
SOUZA et al., 2017; MENDES et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2019; KUMAR et al., 2019).

A composi¢ao quimica de um o6leo essencial ¢ muito complexa, pela mistura de
diversos compostos em distintas concentragdes e que podem ser classificados como terpenos,
terpendides, fenilpropenos e outros. Geralmente, os responsaveis pela alta atividade antifungica
e antibacteriana dos dleos essenciais sdo as classes dos terpenos e terpendides (RAMOS et al.,
2017; MENDES et al., 2018; KUMAR et al., 2019; VAZQUEZ et al., 2019).

O oleo essencial consegue se difundir através da parede celular e membrana plasmatica
de patogenos. Tal fato pode ser atribuido a sua constitui¢do hidrofobica, que pode alterar as
estruturas de polissacarideos, acidos graxos e fosfolipideos e, com suas propriedades
antioxidantes, pode levar a lise celular o que torna interessante sua utilizacdo contra estes.
Geralmentes, os compostos responsaveis por esta acao sdo: 1,8 cineol, carvacrol, carvona e
timol (SHAO et al., 2013; MARQUES, 2014; MENDES et al., 2017).

Fatores ambientais como luz, temperatura, pluviosidade, vento, solo, latitude, altitude,
estacdes do ano afetam a variabilidade na quantidade e teor de o6leos essenciais, além dos
fatores genéticos (CHAGAS etal., 2011; WANG et al., 2017; HANIF et al., 2018; NGBOLUA
et al., 2018; NEGREIROS et al., 2019). A utilizacao de 6leos essenciais e extratos vegetais
depende de uma padronizagdo em sua composicdo, além de depender do conhecimento do
metabolismo das plantas a serem utilizadas, bem como o conhecimento das altera¢cdes na sua
composicdo em consequéncia das variacdes ambientais (WANG et al., 2017; HANIF et al.,

2018; NGBOLUA et al., 2018; NEGREIROS et al., 2019).
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1.2. Goiabeira (Psidium guajava L.)

A familia Myrtaceae ¢ caracterizada por plantas dicotiledoneas, sendo composta por
cerca de 130 géneros e 3.800 espécies de arvores e arbustos que se distribuem por todos os
continentes, a exce¢do da Antartica, mas com nitida predominancia nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, principalmente na América ¢ na Australia (FENG et al., 2015;
THORNHILL et al., 2015; DIAZ-DE-CERIO et al., 2016; AMORIM et al., 2017). Dentre os
géneros desta familia, destaca-se o género Psidium, com cerca de 120-150 espécies, € podem
ser encontrados ao longo dos tropicos e subtropicos da América e da Australia. Dentre as
espécies que compoem esse género, as que se detacam sdo: P guajava L. (goiaba), P.
catleyanum Sabine (araga-doce, aragé-de-praia ou araca-de-coroa) e P. guineense Swartz ou P.
arac¢a Raddali (araga-verdadeiro ou araga-azedo) (FENG et al., 2015).

Psidium guajava L. ¢ a espécie pioneira mais importante pertencente ao género
Psidium, ¢ a familia Myrtaceae, conhecida vulgarmente como goiabeira. E um arbusto ou
arvore de pequeno porte que, em pomares adultos pode atingir de 3 a 5 m de altura e com muitos
ramos grandes, folhas opostas e simples do tipo oblongas ou ovaladas, de 5 a 15 cm de
comprimento, com veias pinadas proeminentes com canais oleriferos onde esta armazenado o
seu 6leo essencial (SANTOS, 2017).

Do ponto de vista econdmico, a goiabeira ¢ um dos mais apreciados frutos tropicais,
sendo cultivada em escala comercial em quase todas as regides brasileiras, com destaque para
os Estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia, Pernambuco, Paraiba, Goias,
Rio Grande do Sul e Parand, sendo o pais maior produtor mundial (BATISTA et al., 2015;
CARAMES et al., 2017; TAVARES et al., 2018).

Alguns autores relatam que a goiabeira ¢ nativa do Brasil, de onde foi levada para
todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, em razdo de sua facil adaptacao as diferentes
condigdes edafoclimaticas, bem como da facilidade de propagacao por meio de sementes
(GONZAGA e SOARES, 1994).

Viarias partes da planta Psidium guajava sdo usadas na medicina popular para o
tratamento de cdlicas, colite, diarreia, disenteria e dor de barriga. A casca tem sido usada para
o tratamento de diarreia em criancas. As folhas sdo tuteis para o alivio da tosse, doencgas
pulmonares, feridas e ulceras. O fruto ¢ usado como tonico, laxante e anti-helmintico
(KHADRIA et al., 2014). O extrato de folhas de Psidium guajava possui vérias atividades
bioldgicas, tais como antidiabética, anti-inflamatoria, antitussigena, antibacteriana,

antimutagénica, hipoglicémica, antiespasmddica, antioxidante, anti-carie, no tratamento de
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feridas oculares, anticancerigenas e hepaprotetora, efeitos comprovados com inumeros estudos
(ALMEIDA et al., 1995; LOZOYA et al., 2002; BEGUM et al., 2002; OH et al., 2005;
FERNANDES et al., 2014; FLORES et al., 2015; FENG et al., 2015; DIAZ-DE-CERIO et al.,
2017; JIAO et al., 2017; BORAH et al., 2019).

Virios estudos tém sido realizados para verificar a composicdo quimica do o6leo
essencial extraido das folhas da goiabeira. Os constituintes majoritarios encontrados mais
frequentemente no seu oOleo essencial sao o-pineno, p-9-mentenol, trans-cariofileno, -
bisaboleno, a-humuleno, a-santaleno, d-limoneno, 6xido de cariofileno, eugenol, mirceno,
aromadendreno, B-selineno e 1,8-cineol (CRAVEIRO et al., 1981; PINO et al., 2001; SILVA,
2015; ARAIN et al., 2017; BORAH et al., 2019), sendo que estudos comprovaram a eficicia
do 1,8-cineol como potente antimicrobiano e antifungico. Suas folhas apresentam a seguinte
composicdo quimica: taninos (9-10%), flavonoides, oleo essencial (90,3%) rico em trans-
cariofileno, nerolidiol, B-bisaboleno, aromadendreno, p-selinemo, a-pinemo e 1,8-cineol;
acidos triterpenoides (acido oleandlico, ursolico, catecélico, guaiavdlico, maslinico), p-
sitosterol. O caule possui taninos numa concentragdo de 12 a 30% (SANTOS et al., 2017;
BORAH et al., 2019).

Estudos demonstram que os 6leos essenciais extraidos das folhas de goiabeira possuem
inimeras atividades importantes, dentre elas a atividade antioxidante e antimicrobiana contra
varios micro-organismos, como Candida albicans, e bactérias como Staphylococcus aureus e
acao antifungica (NASCIMENTO et al., 2000; SANTOS et al., 2017, BORAH et al., 2019).
JOSEPH et al. (2011) relataram que o 6leo essencial de folhas de goiabeira contém terpenodides
e pode inibir fortemente as células cancerosas cervicais humanas, como também demonstra
efeito citotoxico sobre as células do cancro do colo do utero humano (SHURUTHI et al., 2013).

A utilizagdo de plantas com propriedades bioldgicas ativas, apesar de ser uma pratica
muito antiga, atualmente ressurge como objeto de pesquisa na busca de alternativas para o
manejo integrado de pragas devido aos seus extratos e 6leos essenciais possuirem propriedades

inseticidas, repelentes, antifungicas, bactericidas, entre outras.

1.3. Oleos Essenciais da Familia Myrtaceae e Sua Bioatividade

Dentre as plantas medicinais e aromaticas produtoras de 6leos essenciais que tem
mostrado grande potencial bioldgico, pode-se destacar a familia Myrtaceae. Dentre as espécies,
destacam-se a goiaba (Psidium guajava L.), ja que suas folhas apresentam taninos, 6leos

essenciais, triterpenoides, B-sitosterol, flavondides, fendis, saponinas, carotenoides, lectinas,
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vitaminas, fibras e acidos graxos, resinas, glicosideos etc (AJAIKUMAR et al., 2005;
KARIAWASAM et al., 2017; SOUZA et al., 2018; WELI et al., 2018).

A goiabeira ¢ uma planta de facil acesso podendo ser encontrada em quintais
residenciais e suas propriedades terapéuticas t€ém sido amplamente utilizadas na medicina
popular, como estimulante, antiinflamatoério, antibacteriano, antidiarreico, antitumoral,
antiptoliferativo e seu 6leo essencial, extraido de suas folhas, tem sido estudado como poderoso
antifingico contra patdgenos e fitopatogenos (SCGWAN-ESTRADA et al., 2000; MANOSROI
etal., 2006; WANG et al., 2017; QIN et al., 2017; SOUZA et al., 2018; NGBOLUA et al., 2018;
NEGREIROS et al., 2019).

Estudos demostram que uma vasta gama de pragas, insetos € micro-organismos sao
afetados pelos oleos essenciais extraidos das plantas pertencentes a familia Myrtaceae, onde os
géneros Angophora, Callistemon, FEucalyptus, Eugenia, Leptospermum, Melaleuca,
Myrcianthes, Myrtus, Pimenta, Psidium e Syzygium apresentam agentes com potenciais
bioldgicos em seus 6leos essenciais, sendo considerados como bioinseticidas. Os principais
componentes dos 6leos essenciais, tais como, 1,8-cineol, cariofileno, chavicol, p-cimeno,
limoneno, linalol, mirceno, a-pineno, y-terpineno, terpinen-4-ol e a-terpineol podem ser
considerados a razao destes 6leos possuirem atividade inseticida (EBADOLLAHI, 2013).

Devido ao dleo essencial das plantas do género Psidium apresentar caracteristicas
antifungicas, BEATRIZ et al. (2012), ao avaliarem a eficacia de extratos de folhas de Psidium
guajava contra os fungos dermatoéfitos: Candida albicans, Candida parapsilosis, Cryptococcus
neoformans, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton tonsurans,
Trichophyton rubrum, e Sporotrix schenckii detectaram inibi¢ao do crescimento destes fungos,
revelando uma alternativa de antifingico natural.

Estudos relatam a utilizacdo e a eficiéncia do 6leo essencial, extraidos das folhas de
goiaba, contra fitopatdgenos. Silva et al. (2019) relataram a utilizacao do dleo essencial para o
controle de bactérias cariogénicas do género Streptococcus e como antiproliferativo em células
tumorais, comprovaram a¢do moderada contra as bactérias e fonte promissora de compostos
anticancerigenos, pela alta quantidade de terpenos em sua composi¢do. Outros autores
relataram atividade antimicrobiana, antimutagénica, hipoglicémica, antioxidante, antifingica,
repelente contra baratas, moderado efeito repelente contra o mosquito Anopheles stephens
Liston, atividade anti-inflamatoria, efeito larvicida sobre Aedes aegypti (THAVARA et al.,
2007, RAJKUMAR & JEBANESAN, 2007; RATTANACHAIKUNSOPON &
PHUMKHACHORN, 2007; GONCALVES et al., 2008; CHEN et al., 2010; BUVANESWARI
et al., 2011; SHRUTHI et al., 2013; FLORES et al., 2015; MENDES, 2017; QIN et al., 2017;
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WANG et al., 2017; KARIAWASAM et al., 2017; WELI et al., 2018; HANIF et al., 2018;
NGBOLUA et al., 2018; VAZQUEZ et al., 2019).

Apesar de haver alguns relatos na literatura sobre o potencial antifungico do o6leo
essencial de folhas de goiabeira aplicado de forma direta, ainda héa caréncia de estudos sobre
este tema, principalmente sobre a agdo da forma indireta de aplicagdo desse 6leo essencial,
assim como de outras espécies de plantas medicinais e aromaticas no Dominio Cerrado que
podem produzir 6leo essencial com alto potencial antimicrobiano sobre fitopatogenos de

importancia econdmica, como € o caso do mofo-branco.

1.4. Sclerotinia sclerotiorum Agente Causal da Doenga Mofo-branco

O mofo-branco ¢ uma doenga causada por um fungo fitopatégeno chamado Sclerotinia
sclerotiorum e esta entre as principais doengas que atacam culturas de importincia econémica
com perdas anuais expressivas nessas culturas. Desde seu surgimento em lavouras brasileiras,
tem causado danos, mas teve sua incidéncia aumentada deste a década de 1990, sendo que a
infestacao por esclerddios deste fitopatogeno pode estar entre 23 e 100%, reduzindo a produgao
em de graos em até 37% (DILDEY et al., 2014; MEYER et al., 2015; GOMES, 2017).

Este fungo pertence a Classe dos Ascomicetos, Subclasse Discomicetos, Ordem
Helotiales ¢ a Familia Sclerotiniaceae e ao género e espécie Sclerotinia sclerotiorum. Este
patogeno ¢ estudado desde 1837, cosmopolita e inespecifico, pode infectar varias espécies de
plantas, entre monocotiledoneas e dicotiledoneas (BOLAND & HALL, 1994). Este patogeno
pode atacar a planta em qualquer estagio de desenvolvimento, principalmente no estddio de
floragdo e proximo a colheita. O mesmo produz estruturas de resisténcia denominados
esclerodios, que tornam a doenga de dificil controle, em fung¢do do longo periodo de
permanéncia no solo (DILDEY et al., 2014).

A incidéncia do mofo-branco ¢ favorecida quando as condi¢des de umidade (acima de
75%) e temperatura (13 a 22 °C) estdo ideais e hd presenga de um hospedeiro. Assim, os
esclerodios presentes no solo, com essas condi¢gdes favoraveis, germinam e se reproduzem por
forma miceliogénica (o proprio esclerodio produz o micélio que infecta o hospedeiro) ou
capogenica (ocorre a produgdo de apotécios que produzirdo os ascosporos que se disseminam
até o hospedeiro causando a infec¢ao) (Mc LEAN, 1958; PURDY, 1979; GERALDINE et al.,
2010; DILDEY et al., 2014; GOMES, 2017; GUERRA, 2017; HU et al., 2018).

A sintomologia que a doenca mofo-branco se caracteriza por uma podriddo umida

coberta por um micélio hialino com coloragdo variando de branca a pardenta, septado, muito
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ramificado de aspecto cotonoso na superficie dos 6rgdos atacados (Figura 1) (DILDEY et al.,
2014; NAetal., 2018; JIA et al., 2019). Apos a infecg@o no hospedeiro, inicia-se a formagao do
micélio, que por sua vez produz as estruturas de resisténcia responsaveis pela propagagao do
fungo, que apresentam coloragao inicial branca e, ao final de sua formacao, coloragdo preta e
uma estrutura rigida (esclerddios), que se instalam tanto na superficie como no interior das
hastes e vagens infectadas. As sementes infectadas tém aparéncia opaca e baixo peso (Figura
1) (DILDEY et al., 2014; GUERRA, 2017; NA et al., 2018; LIU et al., 2019).

Os esclerddios sao estruturas formadas por um agregado de hifas com exterior preto e
varias camadas de melanina, que protegem sob condi¢des adversas e de degradagdo microbiana
em muitos fungos (Figura 2). A por¢ao interna dos esclerddios, a medula, esta embutida em
uma matriz fibrilar composta de hidratos de carbono, principalmente B-glucanos e proteinas
(BRUSTOLIN, 2012). A melanina presente em sua estrutura confere resisténcia aos esclerodios
as condicdes adversas do solo fazendo com que permane¢am vidveis por até 11 anos,
conservando intacto seu poder patogénico, entretanto, alguns pesquisadores acreditam que esse
prazo ndo exceda pouco mais de 3 anos (MC LEAN, 1958; PAVAN et al., 1997; KUHN, 2006;
XIMENES, 2013; GOMES, 2017; GUERRA, 2017; WANG et al., 2018).

Durante sua interagdo com a planta hospedeira, o S. sclerotiorum secreta acido oxalico
€ enzimas, que permitem a maceracao dos tecidos e, ainda, degradam os componentes da parede
celular da planta. Além disso, o 4cido oxalico cria um ambiente no qual as enzimas de
degradacao produzidas pelo fungo sao mais eficientes (XIMENES, 2013).

A pectina € o principal constituinte da parede celular da planta e o fungo produz
pectinase que cumpre a fungdo de degradagao desse componente. O enfraquecimento da parede
celular, pela hidrélise da pectina, facilita a penetragdo e a colonizagdo da planta, a0 mesmo
tempo que se torna fonte de carbono necessaria para o crescimento do fungo. O patégeno produz
varias formas de enzimas pectinoliticas capazes de matar cé€lulas vegetais, deteriorar os tecidos,

indicando assim sua fung¢ao na patogenicidade (GORGEN et al., 2010; XIMENES, 2013).
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Figura 1 - Sintomas e sinais de mofo-branco em hastes de soja, causados por Sclerotinia sclerotiorum. Fonte:
Arquivo pessoal

Figura 2 - Estutura dos esclerédios do mofo-branco. Fonte: Arquivo pessoal.

J& que o mofo-branco ¢ de dificil erradicacdo, o melhor método de controle ¢ evitar
sua infestagdo na area de cultivo, além de utilizar varias tecnologias de manejo, tais como:
rotacdo de cultura, adicdo de produtos bioldgicos nas culturas exploradas, maior espacamento
entrelinhas, menor densidade de semeadura, cobertura do solo com palhada, época de
semeadura desfavoravel ao mofo-branco e escolha de variedades com resisténcia parcial ao
patogeno. Além disso, recomenda-se a aplicagdo de fungicidas especificos para seu controle,
sendo que este ultimo, devido a sua intensiva utilizagdo indiscriminada, tem aumentado a
resisténcia do patogeno aos mesmos (JACCOUD-FILHO et al., 2016; WUTZKI et al., 2016;
BERGER-NETO et al., 2017; NA et al., 2018; ZANATTO et al., 2018).

Aplicacao de fungicidas pode prevenir a infecgdo por ascosporos; no entanto, devido

a dificuldade em conseguir a penetra¢do de spray no dossel da cultura, a doenga ainda pode
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ocorrer. Como consequéncia deste aumento do uso de fungicidas quimicos, ocorre
contaminagdo do solo, da 4gua, dos alimentos e dos ecossistemas, como também o aumento da
resisténcia do patdégeno para com os fungicidas convencionais, utilizados no controle do mofo-
branco (XIE et al., 2011; MEYER et al., 2015; WUTZKI et al., 2016).

Desta forma, estes problemas tém impulsionado pesquisas sobre métodos alternativos
de controle desta doenca, principalmente com produtos vegetais, como os 6leos essenciais com
propriedades antifingicas, para que possam ser utilizados de forma tdo eficiente como os
agrotoxicos convencionais, além de oferecer um risco minimo de impacto ambiental e ndo ser
perigoso para os consumidores (DILDEY et al., 2014; COSER, 2018).

Virios estudos tém comprovado o efeito de metabolitos extraidos de plantas, como os
6leos essenciais e extratos vegetais, que atuam como fungicidas naturais inibindo fungos
fitopatogénicos, incluindo o S. sclerotiorum (STANGARLIN, 1999; FERRAZ et al., 2003;
ATTI-SANTOS, 2010; PANSERA et al.,, 2013). Por exemplo, foi comprovada a acao
antifungica do o6leo essencial de Azadirachta indica, Melaleuca arternifolia, Pongamia glabra,
Piper aduncum, Psidium guajava, Cinnamomum sp., Cymbopogon sp., Panax ginseng, Salvia
officinalis, entre outros sobre o mofo-branco (MARTINS et al., 2010; GARCIA et al., 2012;
PANSERA et al., 2013; SILVA et al., 2018; VALADARES et al., 2018; MORAES et al., 2018).

Tendo em vista que o mofo-branco ¢ uma doenga importante para diversas culturas de
grande importancia econdmica, justifica-se a busca de novos compostos para o seu controle.
Neste sentido, o 0leo essencial extraido das folhas de goiabeira se mostra como uma alternativa

viavel para este fim, assim justificando a importancia de mais estudos sobre este tema.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Material Vegetal

A coleta das folhas de Psidium guajava ocorreram em margo e abril de 2018 na cidade
de Rio Verde nas coordenadas S 17° 47° 26.43", W 50° 54' 49.597" a uma altitude de 682 m
entre 06:00 e 08:00h da manha. O material foi coletado da parte superior e inferior do dossel da
planta e, em seguida, identificado de forma inicial por suas caracteristicas morfologicas e, na
sequéncia, confirmada pelo bidlogo Marcelo Nogueira Xavier na Universidade Estadual de
Montes Claros — MG, onde foi realizado um registro de sua exsicata (nimero de adesdo 4481)

e depositada em seu herbario.
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2.2. Extracéo do Oleo Essencial

A extracdo do oleo essencial ocorreu por hidrodestilagdo utilizando um aparelho do
tipo Clevenger, segundo metodologia Silva et al. (2018) em que foi utilizado um total de 20 kg
de folhas in natura. Na hidrodestilacdo utilizando Clevenger, o material vegetal foi imerso em
agua destilada sob aquecimento até a fervura, resultando na formagao de componentes volateis,
o0s quais, apos condensacao, separam-se da fase aquosa por decantagdo. O hidrolato foi extraido
com diclorometano, em trés repeticdes de 10 mL cada, e a fase organica separada com funil de
separacao. O residuo de 4gua da fragdo diclorometano obtida foi retirado utilizando sulfato de
sodio anidro e, ap6s a completa evaporacdo do diclorometano, o 6leo essencial obtido teve a
sua massa medida em balanga analitica e foi armazenado a 4°C em geladeira para posterior

analise em CG-MS.

2.3. Analise Quimica do Oleo Essencial

As andlises dos constituintes quimicos dos oOleos essenciais foram realizadas no
Laboratério de Andlise e Sintese de Agroquimicos (LASA), do Departamento de Quimica
(DEQ) da Universidade Federal de Vigosa. A andlise quantitativa dos constituintes do 6leo
essencial em estudo foi realizada em cromatégrafo a gas Shimadzu GC-17A, equipado com
detector de ionizagao de chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida SPB-5 (30m x 0,25mm,
com espessura do filme de 0.25 pm), com as seguintes condigdes cromatograficas: Nitrogénio
como gas de arraste (1,8 mL/min™"), temperatura do injetor de 220°C e do detector de 240°C,
temperatura inicial da coluna 40°C, isotérmica por 4 min., seguido de aquecimento a 3°C min
até 240°C, permanecendo isotérmica por 15 min; volume de injecdo da amostra: 1,0 uL ( 10
mg.mL"! em C2CI2—); razdo de Split, 1:10; pressdo da coluna, 115 kPa.

Para identificagdo dos componentes dos O6leos essenciais, utilizou-se aparelho
Cromatédgrafo Shimadzu CG-17A equipado com coluna de silica fundida RTX-5 (30m x
0,25mm, com espessura de filme 0.25 um), e acoplado a Espectrometro de Massas CGMS-QP
5050A Shimadzu. As condi¢des cromatograficas foram idénticas as utilizadas no CG-DIC,
exceto o gas de arraste, que foi o hélio, e a pressdo da coluna, de 100 kPa. Em relagdo ao
espectrometro de massas, o processo de ionizagdo foi por impacto de elétrons (70 eV) e a
amplitude de varredura foi de 30 a 700 Da.

A identificacao dos constituintes foi realizada por comparagao dos espectros de massas

obtidos experimentalmente com os disponiveis na base de dados do equipamento (Wiley 7°
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edi¢do) e também pela comparacdo do indice de reten¢ao relativo, calculado a partir da inje¢ao

de uma mistura de alcanos (C9 a C26) com a da literatura (ADAMS, 1995).

2.4. Ensaios Antifuingicos

Os ensaios antifngicos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Agricola
do IF Goiano — Campus Rio Verde. Os isolados de S. sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) e Ss 43
(BRM 29870), utilizados no experimento, foram cedidos pela Embrapa Arroz e Feijao,
localizada em Santo Antonio de Goias, GO, de acordo com SILVA et al. (2009) e ROSADO et
al. (2009), com algumas adaptagdes. Os isolados foram mantidos em estufa de crescimento no
Laboratorio até a sua utilizacdo nos ensaios. Nos ensaios, os 0leos essenciais extraidos das
folhas de P. guajava in natura, foram avaliados sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum,
em concentragdes pré-definidas de 100, 200 e 300 pL do oleo puro em estudo. Tais
concentragdes foram previamente testadas, a partir da concentragao utilizada por SILVA et al.
(2009), que avaliaram esse 6leo essencial em outra espécie de fungo.

Para ambos os testes, como controle negativo, utilizou-se a testemunha (auséncia do
6leo essencial de goiabeira) e fungicida frowside, na concentragio de 10 pg ml™! do ingrediente
ativo, como controle positivo. No teste antifingico 1, as concentragdes do oOleo foram
adicionadas ao meio de cultura apos esterilizacao e solidificagdo, bem como para o tratamento
com fungicida, com auxilio de uma alca de Drigalski previamente esterilizada. Apds a
solidificacdo do meio de cultura, ¢ adi¢do do 6leo essencial, discos de BDA de 8 mm de
diametro, contendo micélio com 7 dias de incubagdo, foram depositados no centro das placas
de Petri de 9 cm de didmetro, sendo incubadas a 22 + 3 °C e fotoperiodo de 12 h. A primeira
avaliacdo foi realizada apds 48h de incubagdo e prosseguiu até o crescimento total das
testemunhas.

Para o teste antifingico 2, as concentragdes do 6leo foram adicionadas em filtros de
papel, colocados na tampa da placa de Petri, ja contendo os discos de fungo, ou seja, na parte
superior evitando o contato direto do fungo com o 6leo essencial. Em seguida, as placas foram
incubadas com a parte contendo o 6leo voltadas para cima, nas mesmas condi¢des descritas
para o teste antifingico 1.

A determinagao da inibig¢ao do crescimento do fungo, em ambos os testes, foi realizada
pela média das repetigdes para cada tratamento, através de valores de PIC (Percentual de

Inibicao do Crescimento Micelial), método descrito por EDGINTON et al. (1971).
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2.5. Analise Estatistica

O delineamento experimental, referente ao teste antifungico utilizado, foi o
inteiramente casualizado constituido de 2 testes contendo 5 tratamentos com 3 repetigdes cada:
controle +, controle -, 100, 200 e 300uL. Os dados foram submetidos a analise de variancia e

as médias dos tratamentos comparadas pelo teste Tukey (5%), por meio do software ASSISTAT.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicio Quimica do Oleo Essencial

A andlise da composicao quimica do 6leo essencial das folhas P. guajava identificou
17 constituintes, correspondendo a 91,4% de compostos divididos entre monoterpenos
hidrocarbonados e oxigenados e sesquiterpernos hidrocarbonados e oxigenados listados na
Tabela 1.

Os sesquiterpenos sdo, em geral, menos volateis que 0s monoterpenos e podem
influenciar sensivelmente o odor dos 6leos onde ocorrem (WATERMAN, 1993; LOAYZA et
al., 1995). Os monoterpenos hidrocarbonicos e oxigenados identificados foram: limoneno e 1,8-
cineol, respectivamente. Ja os sesquiterpenos hidrocarbénicos identificados foram: a-copaeno,
trans-cariofileno, a-humuleno, 4,11-selinadieno, y-gurjuneno, y-muuroleno, [-selineno,
aromadendreno, a-selineno, B-bisaboleno, a-panasinseno e 6-cadineno; e 0s sesquiterpenos
oxigenados foram: trans-nerolidol, alcool de cariofileno, 6xido de cariofileno, epoxido de a-
humuleno I, longipineno epoxido, epi-a-muurulol, a-muurulol, selin-11-en-4a-ol e ciz-Z-a-

bisaboleno epoxido (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura quimica dos principais compostos identificados na composi¢cao
guimica do oleo essencial de folhas de Psidium guajava.
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Tabela 1 - Constituintes do 6leo essencial das folhas de Psidium guajava.

Compostos RI* RA(%)
Limoneno 1024 2,22+0,2
1,8-cineol 1026 1,50+0,3
a-Copaeno 1374 1,05+0,3
trans-cariofileno 1419 18,18+0,4
a-humuleno 1454 26,37 +£0,2
4,11-selinadieno 1475  1,19%0,.2
y-muuroleno 1478 0,83+0,2
Aromadendreno 1488 7,63%0,2
a-selineno 1497 7,35%+0,3
a-panasinseno 1517 1,21+0,2
trans-Nerolidol 1566  3,38+0,2
Oxido de cariofileno 1585 3,79%0,2
epoxido de a-humuleno 11 1612 4,18+0,3
epoxido longipineno 1620 1,61+0,2
epi-a-muurulol 1639 2,97+0,2
a-cadinol 1651 0,78+0,3
Selin-11-en-4a-ol 1662 7,20+0,2
Total Identificado 91,44
Monoterpenos hidrocarbonados 1,8
Monoterpenos oxigenados 1,2
Sesquiterpenos hidrocarbonados 62,0
Sesquiterpenos oxigenados 14,8

*RI — Indice de retengéo obtido com referéncia em série homologa de n-alcanos usando coluna SPB-5. *RA — Area
relativa (area do pico em relagdo ao pico total no cromatograma CG-MS), média de trés repeti¢des + - desvio
padrao.



23

Dentre estes compostos, foram identificados dois compostos majoritarios: o trans-
cariofileno (18,2%) e o a-humuleno (26,4%). Estes resultados estio de acordo com os
resultados encontrados por Craveiro et al. (1981), Cuellar et al. (1984), Pino et al. (2001) e Silva
et al. (2018) demonstrando que a composi¢ao quimica descrita neste trabalho esta semelhante
com as encontradas por aqueles autores, além de indicar a presenca de importantes compostos
com bioatividade, como a acdo fungicida, como o 1,8-cineol, limoneno, trans-cariofileno, a-
humuleno, 6xido de cariofileno, entre outros.

Algumas diferencas podem ser encontradas na composi¢do de Oleos essenciais,
inclusive no o6leo essencial extraido das folhas da goiabeira. 1sso pode ser em decorréncia de
fatores ambientais, da época do ano, do horéario da coleta e do processo de secagem em que as
folhas foram submetidas antes da extracdo do Gleo essencial, sendo que esses fatores sdo
importantes para se obter um 6leo essencial mais padronizado em relacdo a sua quantidade e
composic¢do quimica (OLIVEIRA et al., 2011).

3.2. Ensaios Antifuingicos

Os resultados obtidos da atividade do 6leo essencial de folhas de goiabeira sobre o
crescimento micelial de S. sclerotiorum podem ser observados nas Figuras 4 ¢ 5. O oleo
essencial das folhas in natura de P. guajava possibilitou inibigao micelial superior a 90% em
ambos 0s ensaios.

No teste de percentagem de inibicao do crescimento micelial (PIC) do método direto,
ao se comparar as concentracdes previamente testadas, a partir da utilizada por SILVA et al.
(2009) de 100, 200 e 300uL do 6leo essencial puro extraidos das folhas in natura (Figura 4),
verifica-se que as concentragdes diferiram entre si e os resultados indicaram um efeito mais
pronunciado da maior dosagem 300uL com 94,9% de inibicdo em relagdo a menor dosagem
(100uL), com 77,5% de inibigdo. Na dose de 200pL, o 6leo essencial da goiabeira possibilitou
90,8% de inibig¢ao do fungo S. sclerotiorum e, na dose de 300uL, isto foi equivalente a 94,9%,
mostrando-se a mais eficaz dentre as concentragdes utilizadas. Tais resultados confirmam o
potencial fungicida dos metabdlitos presentes no 6leo essencial. Nesta avaliagdao, todos os
resultados de PIC foram comparados ao controle positivo, o fungicida Frowside com

concentragdo de 10uL que possibilitou inibi¢do micelial de 100%.
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Figura 4 — Percentual de inibic2o micelial do 6leo essencial de folhas in natura de goiabeira

de forma direta sobre fungo Sclerotinia sclerotiorum. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si (Tukey, 5%).

Ja o percentual de inibicao de crescimento micelial obtido do 6leo essencial extraido
das folhas in natura da goiabeira, aplicado de forma volatil sem contato com o fungo (Figura
5), foi possivel observar que os resultados para a concentragao de 100 e 200uL de 6leo puro
diferiram entre si, ¢ a concentragao de 200uL nao diferiu da de 300pL. Mas as concentragdes
de 100 e 300uL diferiram entre si, sendo que as concentragdes de 100, 200 e 300uL
possibilitaram inibicdo micelial de 85, 93,5 ¢ 97,1%, respectivamente, comprovando que, a

partir da dose 100uL de 6leo puro, o 6leo essencial em estudo demonstra potencial fungicida.
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Figura 5 — Percentual de inibicio micelial do dleo essencial das folhas in natura de
goiabeira de forma indireta sobre o fungo Sclerotinia sclerotiorum. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si (Tukey, 5%).

Ao se comparar a eficiéncia do dleo essencial in natura puro aplicado de forma direta
com a indireta, pode-se observar que ambos possibilitaram elevada eficiéncia de controle de S.
sclerotiorum. A inibicao na forma direta atingiu 94,9% e, na forma indireta, a 97,1% com a
dose de 300uL de dleo puro, sendo que a forma de aplicagdo nao interferiu neste resultado.

O fato do oleo essencial aplicado indiretamente ao fungo ter possibilitado maior
percentual de inibicdo pode ser pelo 6leo, na forma de vapor, penetrar melhor nas estruturas
fangicas e inibir seu crescimento, interferindo na divisdo celular, permeabilidade de membranas
e na ativacdo de enzimas. Isto porque no estado gasoso, sua entrada é facilitada comparada ao
estado liquido (ROSADO et al., 2009).

Pereira et al. (2006) avaliaram o potencial fungicida do 6leo essencial de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e observaram tendéncia de aumento nos indices de inibicéo,
proporcional ao aumento da concentracdo testados. Tais resultados foram semelhantes aos
observados no presente trabalho. Similarmente, Hanif et al. (2018) comprovaram agao
antifingica do 6leo essencial de P. guajava contra Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Fusarium solani e Rhizopus solani, sendo possivel comprovar seu potencial antifingico.

Essa acdo antifingica do dleo essencial das folhas de goiabeira pode estar relacionada
a presenga de importantes metabolitos especiais com potencial fungicida como o 1,8- cineol,

limoneno, trans-cariofileno, a-humuleno, 6xido de cariofileno, entre outros (CUELLAR et al.,
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1984; PINO et al., 2001; LIMA et al., 2010; KHADRIA et al., 2014; ARAIN et al., 2017;
HANIF et al., 2018; BORAH et al., 2019).

Santos et al. (2010) relatam que a maior ou menor atividade bioldgica dos 6leos
essenciais depende de alguns constituintes quimicos em especial (citral, a-pineno, 1,8-cineol,
trans-cariofileno, furanodieno, limoneno, eugenol e carvacrol). Salienta-se, portanto, que
devido a complexidade da composic¢ao quimica de um éleo essencial, torna-se dificil relacionar
a atividade bioldgica a apenas uma substancia especifica presente, pois estas podem agir em
sinergismo e desempenhar essa acdo antifungica.

Segundo Perveen et al. (2018), essa agdo antifungica exercida pelos 6leos essenciais
pode estar relacionada ao fato de que estes podem modificar o crescimento em geral desses
fitopatdgenos causando achatamento das pontas das hifas, impedindo seu desenvolvimento. Isto
pode causar a morte do fungo, além de seu carater lipofilico que lhe permite atravessar a parede
celular e membrana plasmatica destruindo, portanto, a estrutura celular causando danos a essas
membranas levando a apoptose e necrose celular do fitopatogeno (PERVEEN et al., 2018;
SONG et al., 2018; KANG et al., 2019).

Contudo, os resultados obtidos neste trabalho indicam o possivel potencial antifingico
do 6leo essencial de folhas de goiabeira sobre o fungo S. sclerotiorum. Sendo assim, demonstra
que a utilizagdo de 6leos essenciais pode ser uma ferramenta para o controle de fitopatégenos.
Ressalta-se ainda, a grande necessidade de estudos sobre este tema, visando ao
desenvolvimento de um biofungicida para ser utilizado em culturas afetadas pela doenga mofo-

branco.

4. CONCLUSOES

O dleo essencial extraido das folhas in mnatura de goiabeira apresentou em sua
composi¢do 17 compostos, sendo como constituintes majoritarios o trans-cariofileno, o-
humuleno, sendo considerados com propriedades antifiungicas por diversos autores.

O oleo essencial, extraido das folhas de goiabeira in natura, tanto na aplicagao direta
como na indireta possibilitou PIC de 94,9 e de 97,1%, respectivamente, ambos com a dose de

300uL de dleo puro, demonstrando potencial fungicida contra S. clerotiorum.
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