XXVII«"1Inic XXIII-'IEpg XViia"HInicdr lll«"Enexun XIII-'IInld

Encontro Latino Americano Encor mo 0 Americano En tro Latir icano Huu ano Encont rol atino A m:zm(»
de Iniciacao Cientifica de Ga de Iniciagao C Junior a

A era digital e suas implicacdes sociais:
LL:' IC Desafios e contribuicdes

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternifolia
SOBRE Colletotrichum musae

Maria Alice Branddao Silval, Aldino Neto Venancio?, Armanda Aparecida Julio?,
Poliana Lemes de Souza!, Gustavo Rodrigues de Souza?, Luciano Menini?.

nstituto Federal do Espirito Santo — Campus de Alegre/Departamento de Quimica, BR 482, Rodovia
Cachoeiro/Alegre, Km 47, Distrito de Rive - 29520-000- Alegre-ES, Brasil,
alice.gestaoambiental@gmail.com, armandaj@gmail.com; polianalemesazevedo@gmail.com;
Imenini@ifes.edu.
2Universidade Federal de Vigosa — Campus de Vigosa/Departamento de Quimica, Avenida P. H.
Rolfs, s/n, Campus Universitario, 36570-900 - Vicosa-MG, Brasil, aldinovenancio@gmail.com
SUniversidade Federal do Espirito Santo/Departamento de Quimica e Fisica, Alto Universitario
s/n,Guararema, 29500-000, Alegre-ES,Brasil, gustavorodriguesdesouza2@gmail.com.

Resumo:

A banana (Musa spp.) é alvo de diferentes fitopatégenos, como Colletotrichum musae. Para o controle
desse patdégeno sdo usados fungicidas sintéticos, que podem causar desequilibrios ambientais e
microrganismos resistentes. Por isso, 0 uso de dleos essenciais (OE) tém sido uma boa alternativa ao
uso de produtos agricolas convencionais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica
do dleo essencial de Melaleuca alternifolia sobre C. musae. A caracterizacdo quimica do OE foi
realizada por CG-DIC e CG-EM. Para o teste in vitro, preparou-se uma solucdo estoque contendo OE,
SPAN 85 e agua, além dos controles negativo e positivo. Foram aplicados 5 tratamentos a base de OE,
cujas concentracdes variaram de 1,5 a 5,5 pL/mL. Os principais compostos identificados foram
terpinen-4-ol, y-Terpinene e a-Terpineno. A partir da concentracdo de 4,5 uL/mL, o fungo foi 100%
inibido. A Clso foi estimada em 2,63 pL/mL. Resultados como esse mostram o potencial promissor do
uso do 6leo essencial de M. alternifélia para o controle de C. musae,

Palavras-chave: Agricultura sustentavel. Musa spp. Antracnose. Oleo essencial.
Area do Conhecimento: Engenharia Agronémica — Agroecologia.
Introducéo

A banana (Musa spp.) € uma importante commodity agricola, sendo uma das frutas mais produzidas
e comercializadas no mundo. Seu maior indice de produc&o esta na Asia, America Latina e Africa (FAO,
2023). O Brasil, em 2021, produziu 6.811.374 toneladas, com uma area colhida de 453.273 hectéares
(IBGE, 2021), o que possibilitou a geracéo de emprego e renda para inumeras familias (FAO, 2023).

Apesar de sua importancia econémica e social, a banana é alvo de diferentes fitopatégenos, como
Colletotrichum musae, fungo que causa a antracnose, doenca responsavel por perdas no pés-colheitas
em frutos (SILVA JUNIOR, 2018). O controle de doengas no pés-colheita, na maioria das vezes, é feito
com produtos quimicos sintéticos, que apesar de serem importes para agricultura, se usados em
excesso, pode favorecer o desenvolvimento de patégenos resistentes, além de comprometer o meio
ambiente e saude humana (EL KHETABE et al., 2022; RODRIGUES et al., 2021).

Nesse cenario, surgem as propostas de substituir ou alternar o manejo com tais defensivos por
métodos alternativos de controle (KALHORO et al., 2022). O uso de produtos de origem vegetal, como
0 Oleo essencial (OE) da Melaleuca alternifolia vem atraindo a aten¢&o da comunidade cientifica, pois
séo capazes de inibir o desenvolvimento de importantes fitopatégenos da agricultura (PEIXOTO et al.,
2023; CHIDI, BOUHOUDAN, KHADDOR, 2020).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antifangico in vitro do
Oleo essencial de Melaleuca alternifolia, sobre o fungo Colletotrichum musae.
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Metodologia

O OE de Melaleuca alternifolia foi adquirido de forma comercial (BioEssencia; Lote L200731). A
caracterizagdo quimica foi realizada através de analises por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo em chamas (CG-DIC) (Shimadzu GC-2010 Plus) e por cromatografia gasosa acoplada ao
detector de espectrometria de massas (CG-EM) (Shimadzu QPMS-2010). A identificagdo dos
componentes do OE foi realizada pela comparacdo dos espectros de massas com a espectroteca
disponivel no CG-EM com indices de retencéo LTPRI, o qual foi calculado por meio do cromatograma
obtido da injecdo da mistura de n-alcanos no mesmo método utilizado para injetar o éleo. O indice de
retencdo calculado foi comparado com o indice de retencdo descrito na literatura (ADAMS, 2007).

Obtencdo do isolado e Teste bioldgico

O fungo C. musae cepa CCF 243 foi obtido do banco de fungos do Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vicosa — MG. Sete dias antes do teste, discos de micélio do isolado flngico
foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e incubados a 25 = 1°C, sob
fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, com umidade relativa de 70+ 10°C, em estufa do tipo BOD.

Para o teste biolégico, preparou-se uma solugdo estoque contendo 5% OE, agua destilada e 1% de
emulsificante Span 85, a qual foi misturada em cuba de ultrassom marca Cristofoli, na frequencia de
42 kHz. As concentrac@es utilizadas foram 1,5; 2,5, 3,5, 4,5 e 5,5 pL/mL, as quais foram incorporadas
ao meio de cultura BDA, que continha também amoxicilina, que posteriormente foram vertidas em
placas de Petri de 8,0 centimetros de didmetro. Cada tratamento contou com 5 repetices. Como
controle negativo, foi preparada uma solu¢éo contendo 1% de SPAN 85 e agua destilada. Como
controle positivo, foi utilizado o fungicida comercial Tecto® SC, na concentragdo de 0,92 pL/mL,
adaptado a recomendacdo do fabricante. O procedimento foi realizado dentro da camara de fluxo
laminar horizontal. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado.

ApOs a solidificagdo do meio com os respectivas tratamentos, um disco de micélio do fungo com 4
milimetros de diametros foi adicionado ao centro de cada placa. Posteriormente, foram vedadas com
plastico filme e incubadas em estufa BOD com temperatura 25 + 1°C, sob periodo de 12 horas
claro/escuro e umidade relativa de 70+ 10°C durante 5 dias. Os resultados obtidos foram avaliados por
meio de duas medi¢des diametralmente opostas com o auxilio de um paquimetro digital calibrado em
milimetros.

Para obtencéo da concentragéao inibitria de 50% (Clso), aplicou-se a regresséo linear, ajustando as
escalas logaritmicas das concentracdes dos 6éleos essenciais. Os dados referentes a inibicdo do
crescimento micelial foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as diferencas significativas
observadas pelo teste F (p<0,01) foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), usando o programa
R Studio versédo 4.3.1.
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Resultados

A tabela 1 mostra a composi¢cdo quimica do OE de M. alternifolia, cujos nove compostos foram
identificados.

Tabela 1. Identificagdo da composicdo do 6leo essencial de M. alternifolia por comparagdo dos indices de
retencéo e pelo CG-EME,

TR (minutos) IRc ! IRy Composto Area Re[ld?tiva (%)
8,837 936 932 a-Pineno 2,38
12,399 1013 1014 a-Terpineno 9,84
12,663 1019 - NI @ 2,96
12,934 1024 - NI @ 3,26
14,405 1056 1054 y-Terpinene 22,25
15,684 1084 1086 Terpinoleno 3,57
19,927 1176 1174 Terpinen-4-ol 48,51
20,349 1185 1186 a-Terpineol 3,29
31,222 1435 1439 Aromadendrene 1,12
33,522 1492 1496 Ledene 1,44
34,602 1517 1522 0-Cadinene 14

[a]Os compostos foram identificados por indice LTPRI (CG-DIC) e espectrometria de massa (CG-EM) usando
coluna Rtx ®-5MS. [b] indice de retencéo calculado a partir de dados obtidos por amostragem de n-alcanos
saturados (C7-C40). [c] Indice de retencao tabulado (Adams, 2007 e NIST, 2011). [d] Foram identificados
compostos com areas relativas> 1%. [e] Composto néo identificado.
Fonte: Os autores (2023).

Os resultados que associam as concentracfes do OE de M. alternifolia estdo representados na
Tabela 2 e Figura 1.

Tabela 2. Efeito dos tratamentos com diferentes concentragfes do OE de M. alternifolia sobre o crescimento
micelial do C. musae [@.

Concentracéo (uL/mL) Inibicao (%)
15 25+6d
2,5 40+4c
3,5 75+2b
4,5 100+0a
55 100+0a
CP? 79%+1b
Clso 2,63 pL/mL

a Médias de inibicao * desvio padrdo. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferenciam entre si, teste
de Tukey (p<0,05). ® Controle positivo fungicida comercial.
Fonte: Os autores (2023).
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Figura 1. Influéncia do OE de M. alternifolia sobre a inibicdo do crescimento micelial do C. musael?..
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a As meédias seguidas pelas mesmas letras néo se diferenciam entre si, teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Os autores (2023).

Discusséao

Foram identificados nove compostos no OE de M. alternifolia, sendo os majoritarios o Terpinen-4-ol
(48,51%), y-Terpinene (22,25%) e a-Terpineno com (9,84%). Mesmo sendo a mesma espécie botanica,
o tipo e porcentagem de compostos quimicos presentes em OE pode variar (BOROTOVA et al., 2022;
BRUN et al., 2019) devido as caracteristicas edafoclimaticas de sua regido de origem, genética, idade
e método de secagem da planta (GUNASENA et al. 2022, KALHORO et al., 2022; KUMARI et al., 2021).

O OE de M. alternifolia mostrou potencial antifigico sobre C. musae, nas diferentes concentracfes
avaliadas. A partir da concentracéo de 4,5 uL/mL, o crescimento micelial foi inibido em 100%. A Clso foi
estimada em 2,63 pL/mL. Nessas condi¢8es (in vitro), as maiores concentragdes do OE M. alternifolia
foram efetivas para inibir o crescimento micelial do fungo. Na concentragéo de 3,5 pL/mL do OE de M.
alternifélia apresentou 75% de inibi¢do para o fungo, similar ao fungicida comercial. Ha uma grande
vantagem em usar o OE para controlar fitopatdgenos comparados aos fungicidas convencionais, visto
gue produtos a base de materiais vegetais podem ser menos agressivo ao meio ambiente e diminuir a
incidéncia de patdgenos resistentes (EL KHETABE et al., 2022; RODRIGUES et al., 2021).

A atividade antifingica do OE de M. alternifolia também ja foi avaliada sobre Fusarium oxisporum e
os resultados foram promissores. Nas concentra¢des de 1,5 pL/ mL o éleo inibiu 100% o crescimento
micelial do fungo responsavel por causar murcha vascular na cultura do tomate (PEIXOTO et al., 2023).

Outra espécie fitopatogénica na qual o OE de M. alternifolia interferiu no desenvolvimento foi a
Alternaria solani. Na concentracdo de 2500 uL/L o crescimento micelial do fungo foi inibido em cerca
de 56%, apesar de menor que o fungicida comercial o tratamento com OE de melaleuca se mostrou
efetivo, pois além de interferir no desenvolvimento micelial, também aumentou a atividade de enzimas
de defesa do tomate.

O OE de M. alternifolia inibiu o crescimento micelial e a producdo de micotoxinas das espécies
fungicas Penicillium verrucosum e P. griseofulvum. A inibicdo do micélio foi expressiva a partir da
concentracdo de 0,16% e totalmente inibida na concentracéo de 2,75% do OE de M. alternifolia em
ambas espécies de Penicillium (CHIDI, BOUHOUDAN, KHADDOR, 2020).

Resultados como os expostos mostram o potencial promissor do uso de OE para 0 manejo de
doencas que afetam culturas agricolas de grande importancia econdmica (PEIXOTO et al., 2023;
HENDGES, 2021 e CHIDI, BOUHOUDAN, KHADDOR, 2020).

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciagdo Cientifica, XXIIl Encontro Latino Americano de Pés-Graduacdoe 4
Xl Encontro de Iniciagcdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023

DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic0642.23



XXVIl«"tInic XXIII-'IEpg XVII-'IIHICJr IIIﬂEnexun Xlll«"2Inid

Encontro Latino Ar icar Encontro L icano Hv tro aw nu {[gle] ano Encontro Latino Americano
de Iniciacao Cientifica de Pos: Ga0 C hmm L a de Iniciacao a Docencia

A era digital e suas implicacdes sociais:
LI;l IC Desafios e contribuicoes

Conclusao

A caracterizacdo quimica do OE de M. alternifolia, mostrou que 80,6% dos seus compostos
majoritarios foram representados por terpinen-4-ol, y-Terpinene e a-Terpineno. No ensaio bioldgico, as
concentracgdes de 4,5 e 5,5 pL/mL inibiram 100% o crescimento micelial do C. musae. Além disso foi
possivel determinar a Clso do 6leo, estimada em 2,63 pL/mL.

Pode-se concluir, com esse trabalho, que o OE de M. alternifolia possui atividade antifangica sobre
C. musae, fungo que causa a antrachose na banana (Musa spp.) e seu uso pode contribuir para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel.
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