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RESUMO

TEOR DO OLEO ESSENCIAL DE Croton pulegiodorus Baill DE DIFERENTES
LOCAIS DE COLETA E CONTROLE IN VITRO DE FITOPATOGENOS

As espécies de Croton nativas do Nordeste sdo conhecidas com as denominagdes
populares de marmeleiros, canelas e velames e possuem Oleos essenciais de
interesse econdmico, por ter acdo antimicrobiana. Diversos fungos patogénicos sao
responsaveis por perdas produtivas na agricultura, tais como: o Aspergillus sp. e
Fusarium sp. Portanto, propor inovagées com 6leo essencial no controle de fungos
patogénicos torna se grande valia em agroecossistemas produtivos eficientes, pois
geram produtos naturais que auxiliam na autorregulacdo da agricultura. O objetivo
foi verificar o teor do 6leo essencial de Croton pulegiodorus e a atividade in vitro no
controle dos fitopatdgenos Aspergillus welwitschiae e Fusarium oxysporum sp.
cubense. O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fotoquimica no bloco L do
Centro de Ciéncias Agréarias, Ambientais e Bioldgicas/CCAAB, da Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia/UFRB. Os 6leos essenciais foram extraidos em
aparelho clevenger, pelo método da hidrodestilacdo, por 2,5 horas. Foram
realizados ensaios in vitro (teste de inibicdo do crescimento micelial) com diferentes
concentracdes do 6leo essencial de Croton pulegiodorus (0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0
e 12 yL.mL-1) verificando o efeito direto dos tratamentos sob os fungos. Os dados
obtidos foram analisados utilizando o software R statistical. O teor do 0leo essencial
do Croton pulegiodorus foi de 2,56 %. Nos ensaios antifungicos os fitopatdgenos A.
welwitschiae e F. oxysporum apresentaram a concentragcdo minima inibitoria (CIM)
de 4 e 8 yL.mL-1. A. welwitschiae submetido ao método dos volateis, o melhor
resultado foi obtido na concentragcao de 12 uL. No método de difusdo em meio, 0s
melhores resultados de efeito fungistatico foram observados na concentracdo de
2,0 yL.mL-1 para os dois fitopatégenos. A acdo fungicida foi obtida na concentracéo
de 4 yL.mLt em ambos fitopatégenos. A inibicdo completa dos fungos em contato
direto com o 6leo essencial diluidos em meio BDA foi de 4 yL.mL-1 nos dois
fitopatogenos. Os teores dos Oleos essenciais foram influenciados pelas
localidades de coleta e pela intensidade luminosa. Os resultados obtidos indicam
gue o Oleo essencial de Croton pulegiodorus tem acdo antimicrobiana no controle
dos fitopatdogenos que causam a Podriddo vermelha do sisal e a Fusariose em
bananeiras.

Palavras-chave: velame, inovacgéo, bioativos, acdo fungica.



ABSTRACT

ESSENTIAL OIL CONTENT OF Croton pulegiodorus Baill FROM DIFFERENT
COLLECTION PLACES AND CONTROL IN PHYTOPATHOGENS IN VITRO

The Croton species originating in the Northeast are known with the popular names
of limb, cinnamon and candles and poseen essential oils of economic interest, due
to their antimicrobial action. Various pathogenic fungi are responsible for production
losses in agriculture, such as: Aspergillus sp. and Fusarium sp. Therefore,
proposing innovations with essential oil in the control of pathogenic fungi becomes
of great value in efficient productive agroecosystems, since they generate natural
products that help in the self-regulation of agriculture. Thus, the study aimed to verify
the essential oil content of Croton pulegiodorus and the in vitro activity in the control
of phytopathogens Aspergillus welwitschiae and Fusarium oxysporum sp. cubense.
The work was carried out at the Photochemical Laboratory of block L in Center for
Agricultural, Environmental and Biological Sciences/CCAAB, of the Federal
University of Recbncavo da Bahia/UFRB. The essential oils were extracted in a
Clevenger apparatus, using the hydrodistillation method, for 2.5 hours. In vitro tests
were carried out (mycelial growth inhibition test) with different concentrations of
essential oil of Croton pulegiodorus (0.5; 1.0; 2.0; 4.0; 6.0; 8.0 and 12 pyL.mL-1)
proving the direct effect of the treatments on the fungi. The data obtained were
analyzed using the statistical software R. The essential oil content of Croton
pulegiodorus was 2.56%. In the antifungal assays, the phytopathogens A.
welwitschiae and F. oxysporum present a minimum inhibitory concentration (MIC)
of 4 and 8 uyL.mL-1. A. welwitschiae subjected to the volatile method, the best result
is obtained at a concentration of 12 uL. In the method of diffusion in medium, the
best results of fungistatic effect were observed in the concentration of 2.0 yL.mL-1
for the two phytopathogens. The fungicidal effect is obtained at a concentration of 4
pL.mL-1 in both phytopathogens. Complete inhibition of fungi in direct contact with
essential oil diluted in PDA medium was 4 yL.mL-1 for both phytopathogens. The
levels of essential oils were influenced by collection locations and light intensity. The
results obtained indicate that the essential oil of Croton pulegiodorus is effective in
the control of phytopathogens that cause red pudricién del Sisal and fusariosis in
banana.

Keywords: dose, innovation, bioactives, fungal action.
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1.0 INTRODUCAO

O género Croton € o segundo mais extenso entre as Euphorbiaceae, possui
aproximadamente 1250 espécies conhecidas, onde 68 espécies podem ser
encontradas no bioma brasileiro da Caatinga (SILVA et al., 2010; COSTA FILHO et
al., 2012; CORDEIRO et al., 2015). Este género possui um perfil quimico diverso
com metabdlitos especiais que incluem terpendides (monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpendides), esterdides, alcaldides e outros
compostos fendlicos, além de potencial econémico significativo, tornando-o uma
fonte de estudos sobre seus compostos bioativos (CAMURCA-VASCONCELOS et
al., 2007; DORIA et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013; XU; LIU; LIANG, 2018).

Devido a essa grande quantidades de ativos, diversos estudos demonstram
gue o uso de produtos e processos a base de 6leos essenciais de plantas do género
Croton torna-se uma possibilidade para uma agricultura autorregulavel, pois seus
Oleos essenciais sdo uma excelente alternativa ao combate a microrganismos, por
serem fonte de extensa diversidade e quantidades de componentes bioativos, a
exemplo dos monoterpenos que possuem propriedades antifungicas,
antibacterianas e antibiofiime comprovadas com diferentes mecanismos de acéo.
(MEDEIROS et al., 2017; NADER et al., 2018; MIRANDA et al., 2019; ALMEIDA,
PEREIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2022; ROCHA et al., 2021; DA SILVA, 2019;
ANJOS, 2018). Varios trabalhos na literatura tém mostrado o potencial desse
género por ser uma fonte de compostos fendlicos com acédo antifiungica. Nesse
sentido uma das espécies se destaca por ser endémica da regido Nordeste do
Brasil, € o Croton pulegiodorus, planta rica em metabolitos especiais, que pode ser
encontrada na Caatinga nos estados do Cearda, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio
Grande do Norte, Bahia e Sergipe (CARNEIRO; TORRES, 2009).

Estudos realizados afirmam que diversos fatores ambientais, como clima,
solo, estacdes do ano, forma de plantio, adubacéo, uso de agrotoxicos, irrigacao,
tempo e condi¢cdes ambientais, material da colheita fresco ou seco, técnica de
extracao, padrdes de variacao geografica podem afetar a composi¢cao quimica e no
teor dos 6leos essenciais (FRANCO et al., 2005; OLIVEIRA et al. 2005; APEL et
al., 2006; ASEKUN et al., 2006; CARVALHO FILHO et al., 2006; POTZERNHEIM
et al., 2006; TELCI et al., 2006; SEFIDKON et al. 2007). Assim sendo, a procura
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por propriedades antimicrobianas em 0Oleos essenciais de plantas tem se
intensificado (YAP et al., 2014).

Mais de 10.000 espécies de fungos conhecidas atualmente podem causar
doencas em plantas, além da destruicdo da planta e limitacdo da producéo
produzem micotoxinas que chegam a gerar 25% de perdas em produtos agricolas
no mundo (PANDEY et al.,, 2017). Entre estes 0os géneros Fusarium spp. e
Aspergillus spp. sdo considerados importantes fitopatdgenos de plantas no mundo,
causando doencas como o Mal do Panaméa em bananeiras e a Podriddo vermelha
do sisal (ELLIS et al., 2014).

Algumas doencas fitopatoldégicas como a Murcha de Fusarium ou Mal-do-
Panama que acomete a cultura da bananeira, tem causado prejuizos econdmicos
aos bananicultores ha mais de um século. O estado da Bahia se destaca por ser o
segundo maior produtor do Pais. Ela € uma das principais doencas fungica que
ocorrem na cultura, sendo causada pelo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc)
(BATISTA et al., 2018). Uma nova variacdo do Foc denominada raca 4 tropical
(TR4) tem causado grandes preocupacdes, por conta que recentemente foi
detectada na Colombia e no Brasil ainda ndo existe cultivares de bananeira
resistentes a esse patdgeno.

Outra que merece destaque € a Podriddo Vermelha do Sisal, que na dltima
década, observou-se um decréscimo na produtividade de sisal no sertdo da Bahia
devido a doenca. Esta doenca encontra-se disseminada em quase todos 0s
plantios, proporcionando perdas de até 35% (COUTINHO et al., 2006). Seu agente
causal é o fungo saprofitico oportunista Aspergillus welwitschiae, que se comporta
como patdgeno necrotrofico causando sintomas como o0 amarelecimento e murcha
das folhas que evolui para a podridao do caule e morte da planta (DUARTE et al,
2018).

A utilizagdo de fungicidas quimicos compreende a principal estratégia para
controle destes fitopatégenos tanto no campo como no armazenamento. Com 0
surgimento de microrganismos resistentes e a necessidade de maior seguranca, 0
desenvolvimento de novas tecnologias alternativas para controle de doencas e

pragas tém crescido atualmente (PANDEY et al., 2017).
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Desse modo, testar a acdo do 6leo essencial de Croton pulegiodorus no
controle de fungos fitopatogénicos de culturas com importancia econémica, tais
como o Aspergillus welwitschiae, causador da podriddo vermelha do sisal, e o
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causal do mal do panama em
bananeira, pode ser de grande valia, na geracdo de novos produtos naturais.
Assim, objetivou-se avaliar o teor de 6leo essencial de Croton pulegiodorus Baill
em diferentes locais de coleta, e a atividade antifungica do mesmo no controle de

Aspergillus welwitschiae e Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Croton pulegiodorus Baill

A Euphorbiaceae esta entre as familias com maior valor econémico em
varios setores, como o industrial, madeireiro, ornamental, alimenticio, cosmeético, e
especialmente no setor farmacoldgico-medicinal (OLIVEIRA, 2013). Dentre os
diversos géneros, destaca-se o Croton, distribuido nos mais variados tipos de
vegetacles e habitats, especialmente nos tropicos. Sendo que a maioria dos seus
representantes ocorre nas Américas (MACIEL et al., 2006; NASIB et al., 2008;
SILVA et al., 2010).

O segundo género mais extenso de Euphorbiaceae, Croton possui
aproximadamente 1250 espécies conhecidas, onde 68 espécies podem ser
encontradas no bioma brasileiro da Caatinga (SILVA et al., 2010; COSTA FILHO et
al., 2012; CORDEIRO et al., 2015). Este género possui um perfil quimico diverso,
com metabolitos especiais que incluem, terpendides (monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpendides), esterdides, alcaldides e compostos
fendlicos, tornando-o uma importante fonte de estudos sobre compostos naturais
bioativos, além de apresentar um potencial econémico significativo, (CAMURCA;
VASCONCELOS et al., 2007; DORIA et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013; XU; LIU;
LIANG, 2018).

Uma espécie que se destaca € a Croton pulegiodorus Baill (Figura 01),

espécie endémica do bioma Caatinga, frequentemente encontrada nos estados do
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Nordeste, como Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Sergipe (SILVA et al., 2010; CARNEIRO; TORRES et al.,, 2011). E
popularmente conhecida como “velaminho” ou “velame do campo”, “barba de bode”
(MACHADO et al., 2012; CARVALHO et al., 2016). Possui limbo com margem
serrilhada, glandulas em sua base ou no apice do peciolo e flores pistiladas com 1-
3 mm de comprimento. Possui filotaxia predominantemente alterna, as vezes
opostas. As inflorescéncias séo terminais, tirséides e continuas. O fruto € em
capsula, geralmente orbicular. As sementes sédo carunculadas, lisas, com a face
dorsal convexa, variando de paleaceas, castanho-alaranjadas, marrons a
enegrecidas (SILVA et al., 2010; CARNEIRO; TORRES et al., 2011).

Figura 1: Aspectos e estruturas botanicas do Croton pulegiodorus. A — Inflorescéncia
feminina; B — fruto. Foto: proprio autor

A planta se apresenta como subarbusto, tendo entre 0,3 — 1,0 metros de
altura. Exala um odor caracteristico devido a presenca de &cido caprilico ou
octanoico que possui caracteristicas bactericida e antifangica (SILVA, 2006; KIM;
RHEE, 2016).

Muitas espécies do género Croton apresentam uso reconhecido na medicina

popular por serem utilizadas contra inflamacdes, problemas gastricos e intestinais,
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febre, cancer e outras doencas. Sendo que muitas delas tém se destacado por
apresentar diversas propriedades farmacoldgicas ja comprovadas cientificamente.
Além disso, muitos produtos medicinais derivados de espécies de Croton
apresentam destaque econdmico atribuidos aos 6leos essenciais, 0s quais sao
utilizados em setores industriais na producdo de diferentes produtos comerciais
(TRINDADE; LAMEIRA, 2014).

2.2 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais sao produtos resultantes do metabolismo secundario
(ou metabolismo especial) dos vegetais, obtidos a partir de plantas inteiras e/ou
partes, como sementes, flores, folhas, cascas, frutos, entre outras. Tratam-se de
misturas complexas de compostos volateis e aromaticos, porém em temperatura
ambiente possuem aspecto oleoso. Sao incolores com variacfes para o amarelo,
possuem caracteristica lipofilica, geralmente com baixo peso molecular, porém em
alguns casos podem apresentar alta densidade, como os 6leos da canela e cravo,
mais densos que a agua. A International Standart Organization (ISO) define os
Oleos volateis como os produtos obtidos de partes de planta mediante destilacao
por arraste com vapor d’agua (KNAAK; FIUZA, 2010).

Tais substancias podem apresentar propriedades biolégicas, ou seja,
exercerem atividades sobre seres humanos, animais e outras plantas.
Diferentemente dos metabdlitos priméarios que sdo comuns a todo o reino vegetal,
como agucares, nucleotideos, aminoacidos e outras moléculas, os 6leos essenciais
estdo distribuidos de maneira restrita a um grupo ou uma espécie especifica
(BIZZO et al., 2009; BASER; BUCHBAUER, 2010; FELIPE; BICAS, 2016).

Os componentes dos Oleos essenciais podem ser derivados dos
terpenoides, sintetizados pela via do acido mevalbnico-acetato formado pela
reducdo do 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coa (HMG-CoA) que €& composto pela
condensacdo de trés moléculas de acetoacetil-CoA; e os derivados dos
fenilpropanoides, compostos aromaticos, formados via acido chiquimico. Existe
uma relacdo estreita entre essas rotas com a sintese dos metabdlitos primarios,
uma vez que essa producdo promove a sintese de moléculas percursoras para as
principais rotas de producdo dos compostos especiais (BASER; BUCHBAUER,
2010; SILVA, et al., 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013; FELIPE; BICAS, 2016).
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Na regido Nordeste do Brasil, varias pesquisas (VASCONCELOS, 2022;
ROCHA et al., 2021; ARAUJO FILHO et al., 2017; BRITO et al., 2018; DA SILVA,
2019; ANJOS, 2018; COSTA et al., 2008;) vém sendo desenvolvidas na flora da
Caatinga com o0 objetivo de fornecer comprovacdo cientifica da importancia de
produtos naturais extraidos de plantas da familia Euphorbiaceae, especialmente o
género Croton, focados na composicdo quimica, efeitos sazonais e atividade
biolégica do 6leo essencial (ALBUQUERQUE et al., 2020).

A literatura relata diversos efeitos bioldgicos para o 6leo essencial de Croton
pulegiodorus. Nesse sentido, de acordo com Silva (2006), o 6leo essencial de
Croton pulegiodorus é constituido majoritariamente por p-cimeno (22,3%), ascaridol
(17%) e canfora (13%) Ihe conferindo acéo inseticida sobre larvas do A. aegypt
(TORRES, 2008; MAGALHAES et al., 2015). Doéria et al. (2010), avaliando a
atividade larvicida de duas espécies de Croton do Nordeste brasileiro contra A.
aegypti, verificou que o 6leo essencial de C. pulegiodorus, € rico em B-cariofileno
(20,9%), biciclogermacrene (16,8%) e germacrene-D (10,5%), e possuia acdo

toxica para as larvas testadas.

Em outro estudo, avaliando a acéo carrapaticida do 6leo essencial de folhas
de duas espécies de Croton, C. pulegiodorus apresentou os melhores resultados
contra larvas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. com composicéo
rica em p-cimeno (23,13%) e ascaridol (22,5%) (CASTRO et al., 2019). Rocha et
al. (2021), verificou que os componentes majoritarios no 6leo essencial de C.
pulegiodorus foram trans-Acetato de crisantenila (27,05%), a-terpineno (19,21%) e
o-cimeno (12,27%), como também avaliou a atividade antibacteriana contra
isolados de Staphylococcus aureus. Carvalho (2022), em seu estudo com 6leo de
C. pulegiodorus apresentou os constituintes majoritarios ascaridol (47,99%), p-
cimeno (10,92%) e canfora (8,42%).

2.3 Influéncia de fatores abiéticos na biossintese de 6leo essencial

A composicao quimica dos Oleos essenciais € determinada por fatores
genéticos, porém, outros fatores podem acarretar alteracdes significativas na
producdo dos metabolitos especiais (Figura 02). De fato, os metabdlitos especiais
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente (DORMAN;

15



DEANS, 2000; MORAIS, 2009; SOUSA; SOUSA, 2017). A presenca de compostos
fendlicos em plantas da Caatinga pode ser interpretada como adaptacdes ao
ambiente semiarido, pois, considerando a alta incidéncia solar e a restricao hidrica
nesse ambiente, a combinacdo das funcbes de protecdo herbivora e fotodano,
desempenhadas pelos compostos fendlicos, seria benéfica para as plantas,
especialmente durante o periodo de seca. (BARROS; SOARES, 2013).
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Figura 2: Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos especiais na
planta. Fonte: GOBBO-NETO, LOPES, 2007.

O teor de um dleo essencial, extraido do mesmo 6rgdo de uma mesma
espécie vegetal, pode variar significativamente de acordo com a época de coleta,
condi¢cdes climaticas (clima, estacdo do ano), solo (condi¢cbes geograficas) e
técnica usada para a extracdo (MACIEL et al., 2002; MORAIS, 2009; RIBEIRO et
al., 2018). Os dleos essenciais de Croton argyrophylloides, Croton jacobinensis e
Croton sincorensis apresentaram variagdo ha composi¢ado quimica e no teor devido

a mudanca de temperatura ambiente e incidéncia solar (SOUZA et al., 2017b).

A temperatura e a luminosidade apresentam papel relevante na fotossintese,
pois a interacdo destes fatores garante um ambiente ideal para o processo
fisiologico (SOUZA et al., 2008). Ainda que as espécies terem se adaptado ao seu
habitat natural, os vegetais sdo capazes de resistir a variagcbes de temperatura.
Estas variacBes sdo responsaveis pelas alteracdes na producao de metabdlitos
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especiais. Os 6leos essenciais, apresentam um aumento em seu teor, na maioria
das vezes, quando as plantas produtoras se encontram em ambientes com
temperatura mais elevada, porém, em dias muito quentes, pode-se observar perda
excessiva dos mesmos (MORAES, 2009).

A intensidade luminosa é um dos fatores que influencia na concentracao bem
como a composicao dos 0Oleos essenciais. Como exemplo, o desenvolvimento dos
tricomas glandulares (estruturas vegetais que biossintetisam e armazenam o 6leo
essencial) sdo processos dependentes de luz (MORAES, 2009). A maior producéo
de metabolitos especiais sob altos niveis de radiacéo solar € explicada devido ao
fato de que as reacdes biossintéticas sdo dependentes de suprimentos de
esqueletos carbonicos, realizados por processos fotossintéticos e de compostos

energéticos que participam da regulacdo dessas reacdes (TAIZ; ZEIGER, 2013).

2.4 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (OESs) esta relacionada com
sua composicao, configuracdo estrutural, grupos funcionais e a sinergia entre os
seus compostos (DORMAN; DEANS, 2000). A composi¢cado quimica complexa dos
OEs confere-lhes propriedades antimicrobianas uUnicas, caracterizadas pela
utilizacado de diversos mecanismos de acdo em simultaneo, evitando o quorum
sensing bacteriano e resisténcia microbiana (NAZZARO et al., 2013).

O estudo dos efeitos sinérgicos entre OEs e/ou seus componentes quimicos
podem ser utilizado tanto para melhorar a sua atividade antimicrobiana quanto para
reduzir as concentracbes necessarias para alcancar um efeito antimicrobiano
(NAZZARO et al., 2013).

O modo de a¢éo dos OEs ainda ndo se encontra completamente conhecido
devido aos diferentes fendbmenos que estes causam nas células microbianas
(TALBAOUI, et al., 2012). Na figura 03 encontra-se esquematizado o conjunto de
mecanismos antibacterianos mais comuns observados quando a bactéria é exposta
a OEs. Varios autores descrevem como principal mecanismo de acao dos OEs a
desestabilizacdo da membrana celular (DAGLI et al., 2015; RAUT; KARUPPAYIL,
2014; TALBAOUI et al.,, 2012). O carater lipofilico juntamente com o caréater

hidrofilico dos OEs, que € atribuida pela presenca de terpenos, € um fator
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importante na sua acdo antimicrobiana, uma vez que |lhes permite atravessar a
membrana, podendo interagir com o conteudo intracelular (GUTIERREZ et al.,
2009). O modo de acao especifico é dependente da constituicdo quimica dos OEs,
bem como dos grupos funcionais das substancias que os constituem (DAGLI et al.,
2015).
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Figura 3: Esquematizacdo dos mecanismos de acdo dos 6leos essenciais na célula
bacteriana (Adaptado de NAZZARO et al., 2013).

De modo geral, os mecanismos de a¢ao dos OEs incluem a deterioracao da
membrana, aumento da permeabilidade na membrana, coagulacdo do contetdo
citoplasmatico, alteracdes ao nivel da bomba proténica, reducdo do potencial de
membrana e perda do conteudo intracelular. Parte dos mecanismos de acdo dos
OEs podem ocorrer em consequéncia de outro mecanismo anterior, alteracbes
intracelulares ap0s mecanismos de deterioracdo da membrana (BURT, 2004;
NAZZARO et al., 2013). Adicionalmente, alguns OEs apresentaram também a
capacidade de desestabilizar o sistema designado frequentemente por “quorum
sensing” bacteriano, o qual esta associado a redugao da producao de estimulos
bacterianos e, consequentemente, reduz a capacidade de o microrganismo se
adaptar ao ambiente a que se encontra exposto (NAZZARO et al., 2013; ADONIZIO
et al., 2006; MARTINO et al., 2009; MILLEZI et al., 2012).
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Diversos sdo os modos de acédo antifungica dos OEs, segundo Cristani et al.
(2007) o principal mecanismo dos monoterpenos é causar danos a membrana
celular fangica; através de observacdes microscopicas eletronicas e teste de
vazamento de ions foi possivel identificar que o alvo fungico do 6leo essencial de

Mentha spicata sobre A. flavus foi a membrana plasmatica (KEDIA et al., 2016).

Diante dos impactos que o intenso uso de fungicidas sintéticos pode causar
ao ambiente ou acarretar resisténcia do microrganismo, a utilizacdo dos OEs
passou a ser um dos métodos com grande potencial no controle de fitopatdgenos
(TICO et al., 2019).

2.5 Fusariose em Bananeira

A banana ‘Musa acuminata’ esta entre as frutas mais consumidas
mundialmente, sendo altamente nutritiva, saborosa e acessivel financeiramente,
apresentando grande diversidade de consumidores (BARROS et al., 2008). O
consumo no Brasil chega a 25 kg/ano por individuo, sendo a 2° fruta com maior
consumo e producdo, atrds apenas de frutos citricos (Anuéario Brasileiro De
Fruticultura, 2017), apresenta baixo custo de cultivo e producdo, ao efetuar
comparacdes com outras espécies frutiferas (GASPAROTTO; PEREIRA, 2010).

O Brasil é o quarto maior produtor de banana do mundo, ficando atras
apenas da india, China e Indonésia. Mas praticamente tudo que é produzido é
destinado ao mercado interno, sendo exportado apenas 1%. O estado de S&o Paulo
€ 0 maior produtor de banana com 1 milhdo de toneladas e participacédo de 15,3%
do total Brasil. Em segundo lugar aparece a Bahia, com 878,5 mil toneladas.
Seguindo por Minas Gerais (801,7 mil/ton) e Santa Catarina (714,3 mil/ton) (CNA,
2021).

O ‘mal-do-Panamé’, também conhecida como Fusariose ou Murcha de
Fusarium da bananeira, € uma doenca endémica em todas as regides produtoras
de bananas, sendo citada como uma das seis mais importantes doencas de plantas
cultivadas, responsavel por perdas econbmicas na ordem de bilhdes de délares
(PLOETZ, 2006).

Essa doenca teve seus primeiros relatos por volta de 1876 na Austrélia, mas
s6 adquiriu notoriedade em 1904, no Panama, quando os prejuizos foram
substanciais, motivando a denominacdo dessa doenca de mal do Panama
(PLOETZ; PEGG, 1999; PLOETZ; PEGG, 1997).
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No Brasil, foi inicialmente observado em 1930, em Piracicaba, SP e, em
apenas 3 a 4 anos, dizimou cerca de um milhdo de plantas da cultivar ‘Mag¢a’
(CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005). Grandes areas da cultivar ‘Maca’ também
foram dizimadas em outras regides do estado de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias
e Espirito Santo (MATOS et al., 1998).

O cultivo da banana Maca, variedades altamente suscetiveis e de grande
aceitacéo popular, tem-se cada vez mais cedido espaco para as variedades do
subgrupo Cavendish, que sao resistentes. Essa doenca tem causado grande
preocupacdao, principalmente devido a ineficiéncia das medidas de controle e a
constatacao da raca 4 do patdgeno em alguns paises, com a capacidade de afetar
as variedades resistentes do subgrupo Cavendish (AMORIM et al., 2016).

O mal-do-Panama é a doencga vascular gerada pelo fungo do solo, Fusarium
oxysporum, sendo 0 mesmo responsavel por comprometer a produtividade da
bananeira, causando amarelecimento e murcha de plantas (SAMPAIO et al., 2012).

O seu controle é dificultoso, haja visto que o fungo apresenta grande
capacidade de sobrevivéncia em restos de cultura, como parasita em hospedeiros
nativos e no solo a partir de estruturas de resisténcia chamadas de clamiddsporos
(AGRIOS, 2005). O surgimento de fungicidas sistémicos trouxe uma nova
perspectiva sobre a obtencdo de mudas sadias através de tratamentos quimicos
(SILVA, 2007). O uso de defensivos agricolas € um método comum, contudo, 0
controle quimico é limitado, uma vez que o patodgeno fica no solo, ndo sendo
possivel atingir o alvo. Desse modo o tratamento quimico é uma forma paliativa.
Embora a utilizacdo desses produtos apresente uma solugéo para a producao de
algumas cultivares de bananas, ela pode causar danos a saude e ao ambiente,
como a contaminacdo da agua, solo, alimentos e animais (PRIMAVESI, 1997).

Nesse sentido, a implantacao de diferentes medidas de controle, tais como
resisténcia varietal, rotacbes de culturas, solarizacdo, produtos naturais nao
convencionais e controle biologico sédo importantes para a manutencao e aumento
da producgédo agricola de forma segura e sustentavel (FERRAZ et al. 2010; LIMA et
al. 2017). Dessa maneira, identifica-se a necessidade por avancos metodologicos
em relacdo ao uso de meétodos de controle de fitopatdbgenos que sejam mais
alternativos e integrados. Os métodos de controle alternativos, incluindo controle
bioldgico, cultural e produtos fitoterapicos como extratos e 6leos essenciais tém
sido pesquisados com éxito em alguns estudos (SILVA et al. 2010).
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2.6 Podridao vermelha do sisal

O sisal (Agave sisalana Perrine ex. Engelm) é uma planta com origem no
México, mas que se adaptou muito bem ao semiarido nordestino. Até onde se tem
conhecimento ela possui a fibra vegetal mais dura, € usada na producéo de cordas
e fios biodegradaveis, além de tapetes, artesanatos e varios outros produtos.
Atualmente o maior produtor no Brasil é o estado da Bahia, seguido pela Paraiba e
pelo Rio Grande do Norte. Mas isso ja foi diferente no passado, quando o RN, junto
com a Paraiba eram os maiores produtores (SENAR, 2020).

O sisal € uma cultura com enorme importancia social e econémica na regiao
semiarida da Bahia, sendo base da agricultura familiar em muitos municipios, pela
facil adaptacéo desta planta a regido semiarida, tornando-se muitas vezes a Unica
espécie cultivada em grande escala na maioria das propriedades rurais. Esta
cultura permite a agregacdo de valores a populacdes de baixa renda nesses
municipios, uma vez que gera renda pela venda local de produtos manufaturados,
a exemplo do artesanato (bolsas, tapetes, chapéus, etc.) e pela exportacdo da fibra
natural, que gera empregos diretos e indiretos (CONSOLI et al., 2009)

Entretanto, a produtividade do sisal nas ultimas décadas tem caido muito.
Em 1989, a producéo brasileira chegou a 220.000 toneladas, e atualmente é de
aproximadamente 82 toneladas no ano de 2021 (COSIBRA, 2022). O motivo do
declinio na producéo anual da fibra de sisal se deve a queda do preco da fibra, falta
de investimento em tecnologia para a producéo de sisal e beneficiamento da fibra
e a disseminacado da podriddo vermelha, doenca causada pelo fungo Aspergillus
welwitschiae (SOARES et al., 2006), que causa a morte da planta e encontra-se
disseminada em 100% dos plantios na Bahia, com incidéncia média variando de 5
a 40% (ALVES et al., 2005).

Este agente fitopatogénico esta contribuindo para a diminuicdo continua da
plantacéo de sisal na regido semiarida da Bahia, proporcionando o abandono das
culturas devido a alta incidéncia da doenca (GAMA et al., 2015). Este fungo possui
crescimento aerébico, é encontrado na serrapilheira e na matéria organica em
decomposicao e, além de sobreviver como saprofito, também é parasita de plantas
(SCHUSTER et al., 2002).
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A intensidade e severidade da doenca pode estar, em alguns casos,
relacionada ao tipo de solo e ou as praticas adotadas pelos produtores, no tocante
a utilizacdo de mudas, a colheita de folhas sem critério de sele¢éo e a utilizacdo de
residuos oriundo do processo de desfibramento da folha na adubacao das lavouras
(COUTINHO et al., 2006). Em alguns casos, o uso dos residuos do proprio sisal
vem sendo recomendado, para a adubag&o da lavoura ou como cobertura morta
(LIMA et al., 2013).

Contudo, essa prética traz um risco para a disseminacdo da podridao
vermelha, considerando que as folhas utilizadas para a extracdo da fibra, podem
ser provenientes de plantas com sintomas da doencga e podem ter lesbes causadas
pelo fitopatdgeno. Dessa forma, os residuos podem servir como fonte de inéculo e
de disseminacdo da doenca. Além disso, estudos demostraram que o extrato
da folha de sisal estimula a germinagéo dos esporos de A. welwitschiae e promove
0 aumento na incidéncia e severidade da podridao vermelha em condicdes de casa
de vegetacéo (SOUZA, 2010).

Atualmente essa doenca ainda ndo possui métodos de controle eficazes. O
controle quimico ndo pode ser adotado, seja pela falta de fungicidas registrados
para a cultura ou pela inviabilidade por causa da elevacéo dos custos de producéo.
Portanto, atualmente, devem considerar algumas estratégias de manejo, como o
uso de material propagativo sadio e a adequacéo dos tratos culturais.

Nesse contexto, o uso de bioprodutos a base de extratos e 6leo essencial de
plantas medicinais, para desinfestacdo de mudas de sisal, surge com uma
alternativa para uma producao de mudas mais sustentaveis e que venha garantir o

cultivo e estabelecimento da cultura no campo.

3.0 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar o teor de 6leo essencial extraido das folhas e inflorescéncias de
Croton pulegiodorus Baill coletados em diferentes locais e a ag¢do antifingica no

controle de Aspergillus welwitschiae e Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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3.2 Especificos

Verificar o teor do 6leo essencial do Croton pulegiodorus Baill coletado em
diferentes localidades;

Verificar a influéncia de fatores climaticos na biossintese do 6leo essencial
do Croton pulegiodorus Baill;

Verificar os teores de fendlicos e flavonoides totais nos estratos das folhas
do Croton pulegiodorus Baill;

Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial de
Croton pulegiodorus para os fungos fitopatogénicos testados;

Determinar a concentragdo fungicida minima (CFM) do 6leo essencial de
Croton pulegiodorus para os fungos fitopatogénicos testados;

Avaliar se o0 0Oleo essencial de Croton pulegiodorus reduz o crescimento
micelial e a quantidades de esporos do fungo Aspergillus welwitschiae pelo
método de exposi¢cdo aos volateis;

Avaliar se 0 6leo essencial de Croton pulegiodorus reduz o crescimento
micelial e a quantidades de esporos dos dois fungos fitopatogénicos pelo

método de difusdo em meio.

4.0 METODOLOGIA

4.1 Coleta do Material vegetal

O material vegetal para extracdo do 6leo essencial foi coletado no municipio

de Saude-Ba, nas comunidades de Riacho, Mariquita e Nova Saude (Figura 04),

nas coordenadas geograficas (Tabela 01) e no municipio de Santa Teresinha-BA,

na comunidade Campo Grande (Figura 05), nas coordenadas geograficas (Tabela

02). As coletas foram realizadas no periodo vespertino apos as 16 hs, nos meses

de Maio, Julho, Agosto e Outubro de 2022. A espécie foi identificada e a exsicata

foi depositada no herbario da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, sob o
registro HURB 31195.
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Figura 4: Mapa de localizacédo das coletas das amostras de Croton pulegiodorus Baill em Saude-
BA, 2022. Fonte: Carvalho, 2022

Tabela 1: Coordenadas geogréaficas dos pontos de coletas no municipio de Saude-BA,
2022.

Localidade Latitude Longitude
Riacho 10°50'30.0" S 40°23'33.4" W
Mariquita 10°57'58.3" S 40°23'52.4" W
Nova Saude 10°57'35.0" S 40°25'28.8" W
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Figura 5: Mapa de localizagdo das coletas das amostras de Croton pulegiodorus Baill em Santa
Terezinha-BA, 2022. Fonte: Carvalho, 2022

Tabela 2: Coordenadas geogréaficas do ponto de coleta no municipio de Santa Terezinha-
BA, 2022.

Localidade Latitude Longitude
Campo Grande 12°39'36,3" S 39°31'28,7"W

4.2 Extracao e determinacéo do teor de 6leo essencial de Croton pulegiodorus

O estudo foi realizado no laboratério de fitoquimica do bloco L, localizado na
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia. O material vegetal foi seco em
estufa de circulacdo forcada de ar a 45°C, até massa constante. A obtencé&o do 6leo
essencial foi pelo método de hidrodeslitacédo utilizando o aparelho Clevenger por
150 minutos apés a condensacdao da primeira gota. 1509 de folhas e inflorescéncias
foram colocadas no baldo volumétrico com capacidade para 2.000 ml onde
posteriormente adicionou-se agua destilada até que o material vegetal fosse

coberto.

Neste sistema o material vegetal em contato com a agua destilada é
aquecido por uma manta térmica, ocorrendo um aumento da temperatura
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gradativamente até os 100 °C, gerando um vapor que contém as substancias
volateis presentes na planta. Este vapor gerado pelo aumento da temperatura no
baldo passou, em seguida, por um resfriamento no condensador da vidraria,
formando ao final do processo duas fases liquidas que podem ser separadas,

resultando no 6leo essencial.

Em seguida, o 6leo extraido foi coletado do aparelho com o uso da pipeta do
tipo Pasteur, e pesado em balancga analitica de alta preciséo. O 6leo foi armazenado
em frascos de vidro com capacidade de 2 mL, identificados e armazenados sob
refrigeracdo em geladeira a temperatura de 4°C + 2°C e ao abrigo da luz, até a
realizacdo das analises. A determinacéo do teor do 6leo essencial (%) foi calculado
a partir da base livre de umidade, que corresponde ao volume (mL) de 6leo
essencial em relacdo a massa seca, pois € um método padronizado e pode ser
repetido sem que haja desvios significativos (SANTOS et al., 2004), a partir da

férmula:
To=Vo/Bm - (Bm x U/100) * 100

Onde: To = teor do 6leo (%), Vo = volume do 6leo extraido, Bm = biomassa vegetal,
(Bm x U) = quantidade de umidade presente na biomassa e Bm — (Bm x U) =

biomassa seca.

4.3 Preparacao do extrato

A preparagéo do extrato de Croton pulegiodorus foi determinada usando a
metodologia descrita por Moreira et al. (2022). A parte aérea do material vegetal foi
triturada com o auxilio de um almofariz e pistilo. Cerca de 0,15 g do material foi
pesado e foi adicionado o volume de 15 mL de solugéo de extracao hidroalcodlica

(50% v.v1). As amostras foram sonicadas em banho ultrassoénico por 15 min.

4.4 Determinacéo de compostos fendlicos e flavonoides totais

Os compostos fendlicos totais nos extratos de Croton pulegiodorus foram
determinados pela metodologia descrita por Moreira et al. (2022), com algumas
adaptacgdes. 300 uL de extrato de amostra, 1 mL de saturado carbonato de sddio e
300 pL de reagente Folin-Ciocalteau foram adicionados. As leituras foram feitas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 765 nm, apdés 60 min de reacdo a

temperatura ambiente e sem luz. Os testes foram realizados em triplicata. O
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conteudo total de compostos fendlicos foi calculado a partir da curva de calibracao
do &cido galico e expresso em miligramas de equivalentes de acido gélico por
grama de massa seca.

A determinacdo de flavonoides totais foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por MARQUES et al. (2012), adaptado. 1,0 ml de extrato de
Croton pulegiodorus, 2,0 mL de AICI3 em solugdo de etanol (5% m.v?t) foram
adicionados. O volume foi ajustado para 10,0 mL com uma solucdo hidroalcodlica
(40% v.v1). A solucdo foi armazenada na auséncia de luz por 30 min e,
posteriormente, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro comprimento de onda
de 408 nm. Os testes foram realizados em triplicata. Os flavondides totais foram
calculados a partir da curva de calibracdo de quercetina usada como padréo e

expressa em miligramas de quercetina equivalentes por grama de matéria seca.

4.5 Avaliacao microbiolégica
4.5.1 Obtencao dos Microrganismos

Os microrganismos fitopatogénicos Aspergillus welwitschiae, Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, foram obtidos da colecdo de microrganismos do
Laboratério de Microbiologia e da Clinica Fitossanitaria do Centro de Ciéncias
Agrarias, Ambientais e Bioldgicas da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia.
Ambos foram reativados em placas de Petri contendo meio de cultura Batata
Dextrose Agar (BDA) e incubado a uma temperatura de 28°C em BOD.

4.5.2 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi realizada através da técnica modificada de microdiluicdo descrita
pelo M27-A2 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) utilizando
placas de 96 pocos. As concentragdes dos 6leos essenciais foram de 0,5; 1,0; 2,0;
4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0 uyL.mL™* para os dois microrganismos e quatro controles:
1- BD + microrganismo; 2- BD + Diluente Tween 20 (5%) + microrganismo; 3- BD+
Antifingico (Ciclopirox de Olamina 400 yL.mL"!) + microrganismo e 4- BD puro. Foi
adicionado 50 pL da suspensao de esporos do microrganismo numa concentragcao
de 1x108 conidios.mL! em cada pogo. Em seguida foi adicionado 200 uL de cada
concentracéao, totalizando um volume final de 250 uL em cada pogo. O experimento
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foi realizado em triplicata e repetido duas vezes para confirmacéo dos resultados.
A atividade antifungica foi detectada apds 72h de incubacao a 28°C. Observando-
se visualmente o crescimento flngico comparado ao controle 1 e determinando
através do CIM a menor concentracdo capaz de impedir o crescimento do

microrganismo.

4.5.3 Determinacgédo da concentracdo fungicida minima (CFM)

ApoOs o teste anterior da CIM, nos pocos onde néo foi possivel visualizar o
crescimento do inéculo, foi retirada uma aliquota do conteudo, e fazer o subcultivo
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA, suplementado com antibiético.
ApOs incubacéo por 48 horas, em BOD com temperatura a 28+2°C, foi considerada
a CFM a menor concentracao do 6leo essencial em que o microrganismo nao se

desenvolveu.

4.5.4 Andlise de crescimento micelial

Diluicdo em meio: nesse método o Oleo essencial, foi previamente diluido em
Tween 20® a 5% e adicionados ao meio de cultura BDA, nas concentracdes 2,0;
4,0; 6,0 e 8,0 pyL.mLY para os ensaios com Fusarium Oxysporum e as
concentracées de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 uL.mL™%, para Aspergillus welwitschiae, essas
concentracfes do 6leo essencial foram determinadas apds a realizacdo do teste
CFM para os dois microrganismos. O 6leo essencial diluido no Tween foi
adicionado ao meio de cultura BDA, quando esse se encontrava na temperatura

préxima ao ponto de solidificacéo.

Exposi¢cdo aos volateis: neste método foi realizada a exposicédo dos fungos aos
volateis presentes no 6leo essencial, no centro da tampa da placa de Petri foi
adicionado um disco de papel filtro estérii com o O6leo essencial puro nas
concentracdes de 4, 8 e 12 pL além do controle com agua destilada estéril (HONG
et al., 2015). Na outra superficie da placa foi adicionado o meio de cultura do tipo

B.D.A com as estruturas fangicas.

Para avaliacao dos diferentes tratamentos no crescimento micelial do fungo

Aspergillus welwitschiae, foi retirado um pequeno fragmento da cultura com auxilio
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de uma agulha hipodérmica e inserido no centro da placa de Petri de 7,5 cm de
diametro e para o Fusarium Oxysporum foi retirado um disco de micélio com
aproximadamente 5 mm de diametro e inserido no centro da placa de Petri de 5 cm
de didametro, os tratamentos controle consistiram na inoculacdo do fungo em meio
BDA, BDA com Tween 20® a 5% e antiflingico (Ciclopirox de Olamina 10 mg.ml1).
As placas foram incubadas em cémara de BOD 28+2 °C. As avaliagbes foram
realizadas ap0s o crescimento total do microrganismo na placa controle BDA, onde
foi medido o didametro em dois sentidos perpendiculares. A porcentagem de inibi¢éo
decrescimento micelial (PICM) dos Oleos essenciais em cada concentracado foi

calculada através da férmula:
PICM = (DTT-DTC) / DTT *100

Onde: DTT= diametro no tratamento testemunha; DTC= didmetro no tratamento
concentracdo (ROYSE e RIES, 1977).

4.5.5 indice de velocidade de crescimento

O indice de velocidade de crescimento micelia (IVCM), foi calculado

conforme a seguinte formula de Oliveira (1991):
IVCM= [(Z£(D-Da))/N]

Sendo IVCM: indice de velocidade de crescimento micelial, D: diametro médio atual
da col6nia, Da: diametro médio da colbnia do dia anterior, N: nimero de dias apos

a inoculacao.
4.5.6 NUmero de esporos

A avaliacdo de numero de esporos do Aspergillus welwitschiae, Fusarium
oxysporum, foi realizada no final do experimento, apos o crescimento total do
microrganismo nas placas do controle. Sendo adicionado a cada placa de Petri
15mL de agua destilada e duas gotas de Tween 20®, posteriormente foi feita a
suspensao dos propagulos fungicos e retirando-se uma aliquota com a ajuda de
uma pipeta e realizou a contagem de esporos em camara de Newbauer e
microscoépio Optico. O niumero de esporos produzidos foi expresso em numeros de

esporos por mL.
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4.6 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software livre R versdo 3.6.0 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020), com os resultados da porcentagem de
inibicdo de crescimento micelial, indice de velocidade de crescimento micelial e
nameros de esporos aplicou-se o teste Shapiro-Wilk com a funcdo base do Rstudio
shapiro.test para verificar se os residuos seguem uma distribuicdo normal. Porém,
os resultados nao seguiram uma distribuicdo normal, sendo necessario a utilizacdo
de testes ndo paramétricos.

Para comparacao entre os dados, aplicou-se o teste de Kruskal Wallis com
a funcdo base do Rstudio kruskal.test(). Esse teste € uma alternativa ndo
paramétrica analoga a analise de variancia (ANOVA), pois ele é usado para
comparar duas ou mais amostras independentes. A hipétese nula, HO, prever que
as amostras sdo provenientes da mesma populacdo com o mesmo formato de
distribuicdo (VIRGILLITO, 2006). O teste de comparacdo mdultipla de Nemenyi
(analogo ao teste de Tukey) que consiste numa andlise de comparagdo em pares
com o objetivo de verificar se os fatores diferem entre si. Este teste foi aplicado
através da funcdo kwAllPairsNemenyiTest() utilizando o pacote PMCMRplus
(POHLERT, 2014).

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor do 0Oleo essencial

Durando o estudo foi realizada 6 coletas de Croton pulegiodorus em 4
localidades diferentes. A extracdo do 6leo essencial de cada amostra foi feita em
separado. ApGs a obtencdo dos Gleos foi calculado o teor de cada coleta como
pode-se observar na tabela 03.

Tabela 3: Teor de 6leo essencial de amostras de Croton pulegiodorus coletadas em
diferentes locais.

Amostras Localidades PMS (g) OE Extra (g) Teor (%)
12 Campo Grande — Santa Terezinha 100 2,0135 2,42
22 Riacho — Saude 100 2,0372 2,74
32 Nova Saude — Saude 100 1,9545 2,35
42 Mariquita — Saude 100 2,2840 2,75

Valor médio 2,565

PMS: peso massa seca do material vegetal; OE Extra: peso do 6leo essencial extraido;
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Na tabela 03 verifica se que, os teores foram diferentes entre as amostras,
ocorrendo variacdo de 0,4% entre o maior e o menor teor. O maior teor foi
observado na 42 amostra (2,75%), da coleta na comunidade de Mariquita, agosto.
O menor teor foi observado na 3% amostra (2,35%), coleta ha comunidade de Nova

Saude, também no més de agosto.

Na tabela 04, segue os dados referente as 3 coletas na localidade de Riacho,
no municipio de Saude. O maior teor (3,07%), foi observado na coleta feita no més
de outubro, e o menor teor (2,24%), no més de julho. Sendo que a diferenca entre

esses teores é de 0,83%.

Tabela 4: Teor de 6leo essencial de amostras de Croton pulegiodorus coletadas na mesma
localidade.

Coletas Localidades PMS (g) OE Extra (g) Teor (%)
12 Riacho — Saude 100 1,8464 2,24
22 Riacho — Saude 100 2,3866 2,90
32 Riacho — Saude 100 2,5506 3,07
Valor médio 2,74

PMS: peso massa seca do material vegetal; OE Extra: peso do 6leo essencial extraido;

Segundo Maciel et al., (2002) e Morais (2009) o teor dos metabolitos
especiais pode variar significativamente de acordo com a época de coleta,

condicBes climaticas (clima, estacdo do ano), solo (condicdes geograficas).

Alguns fatores que podem explicar essa diferenca entre os teores, sao as
condi¢Bes meteoroldgicas, nos dias anteriores e até mesmo nos dias da coleta das
amostras. Na Figura 6, pode-se observar os dados meteorolégicos nos dias que
aconteceram as coletas. Sabe-se que o fator horario de coleta tem influéncia no
teor das amostras, assim para eliminar ou diminuir esse fator, todas as trés coletas

foram realizadas no final da tarde dos respectivos dias.

Em relagcéo ao volume de precipitacdo no dia das coletas, sdo de 0,4 mm no
dia 04 de julho, 1,6 mm no dia 17 de agosto e 0 mm no dia 03 de outubro. A
temperatura maxima foi de 29,4, 30,2 e 34,4°C e as minimas foram 17,7, 19,2 e
15,4°C, nos dias 04 de julho, 17 de agosto e 03 de outubro respectivamente. A
umidade relativa média nesses dias foram de 73, 70 e 53%, tendo uma diferenca
de 20% entre a maior e a menor umidade relativa. Esse fato se dar por conta da
estacdo do ano inverno, amostra coletada no inicio do més de julho, més tipico na

regido com temperaturas amenas e umidade relativa alta. J& o més de outubro, a
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estacdo no ano € a primavera, mas com caracteristicas tipicas regionais de clima

quente e seco.

80
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40 30,2 344
29,4
30 19,2
20 177 15,4
10,3 9,7 10,6
10 0,4 16
0
Chuva (mm) Temp Max (°C) Temp Min (°C)  UR Méd (%) Vento (m/s)
A 04 de julho ™17 deagosto 03 de outubro
27068,7
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25000 20838,3
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= 11652
= 15000
4
10000
5000
0
B 04 de julho 17 de agosto 03 de outubro

Dias das coletas
Figura 6: Dados meteorolégicos nos dias das coletas na localidade de Riacho, Saude-BA. (A)
Precipitagdo (mm); Temperatura Maxima (°C); Temperatura Minima (°C); Umidade Relativa (%) e

Velocidade do Vento (m.s?). (B) Radiacdo Solar (KJ.m2). Fonte: Plataforma de monitoramento
SEIA-BA.

Em relagéo aos ventos durante as coletas, observou-se que a velocidade
maxima para os dias foram: 10,3 m/s no dia 04 de julho; 9,7 m/s no dia 17 de agosto
e 10,6 m/s no dia 03 de outubro. Percebe-se que ndo ha uma grande variacao
nesse fator vento.

Na Figura 6B, observa se que, a intensidade luminosa maxima nos dias das
coletas foram diferentes, sendo a menor radiacdo observada na coleta do més de
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julho (11652 KJ.m) e a maior més de outubro (27068,7 KJ.m), ocorrendo um
aumento de 132% na quantidade de radiacao recebida pelas plantas colhida no

més de outubro.

Segundo Taiz e Zeiger (2013), a maior producdo de metabdlitos especiais
ocorre sob altos niveis de radiacdo solar devido as reacdes biossintéticas que séo
realizadas por meio de processos fotossintéticos. Provavelmente por esse motivo
a amostra coletada no més de outubro apresentou maior teor de 6leo essencial,
pois a planta estava redirecionando ou produzindo rotas metabdlicas de acordo

com seu desenvolvimento e adaptacdo ao meio.

Morais (2009), afirma que a reducéo dos teores de 6leo, principalmente no
outono e inverno (estacdes chuvosas), épocas com baixa intensidade luminosa,
pode ser explicada pelo acionamento do mecanismo natural de fonte-dreno, que
degrada metabdlitos especiais e direciona seus compostos quimicos na
manutencdo do metabolismo priméario. Essa relacdo entre fonte e dreno é
controlada por fatores ambientais e atua na sinalizacdo de diversos genes que
controlam os metabdlitos produzidos nos tecidos, sendo determinante na
produtividade (ROLLAND et al., 2006; TONINI et al., 2010). Este comportamento
fisioldégico dos vegetais pode justificar o menor teor de 6leo essencial obtido no més
de julho neste estudo.

Trabalhos realizados com Hyptis marrubioides Epling, relataram que o teor
de 6leo essencial foi estatisticamente superior no verao (estacdo seca) em relacéo
as outras estacdes. Deve-se ressaltar que a época em que se obtém maior teor de
principios ativos pode ndo ser a época de maior producdo de biomassa,
principalmente pelas condigdes de estresse, sendo aumentada a sintese de 6leo
essencial, como ocorre no bioma Caatinga (BOTREL et al. 2010), onde a maioria

das plantas perdem as folhas na estacao seca.

Apesar das variagbes encontradas neste estudo, o rendimento medio de
2.56%, ficou acima dos valores encontrado na literatura, como podemos observar
em um estudo de Rocha et al. (2021), ap6s a hidrodestilagdo de folhas de C.
pulegiodorus, obtiveram 0,37% (p/p) de rendimento de Oleo essencial. Em outros
estudos, com amostras coletadas em Vigosa (Ceard, Brasil) e S&o Joédo do Piaui
(Piaui, Brasil), foram relatados rendimentos de 0,8% e 1,1% (p/p), respectivamente,
para Oleos extraidas por hidrodestilacado de folhas de C. pulegiodorus (BEZERRA
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et al., 2009; CASTRO et al., 2020). Tal fato, pode ocorrer, pela adaptacdo da planta
ao meio, no qual as condicbes ambientais de cada localidade promoveram
influéncia direta na producgao de bioativos e biomassa.

5.2 Teores de Fendlicos e Flavonoides

As amostras de Croton pulegiodorus foram coletadas em diferentes
localidades e periodos, no municipio de Santa Terezinha e Saude-BA, os dois
municipios sdo caracterizados majoritariamente, por clima tipico semiarido, por
diversas condi¢cdes geograficas e climaticas (figura 4 e 5). Dependendo de sua
origem geografica, o conteudo total de polifendis dos extratos de Croton
pulegiodorus podem ter variacfes e constam da tabela 5, mostrando que a planta
é fonte de fendlicos com teor variando de 30,69 a 54,48 mg EAG.g™*.

Os compostos fendlicos representam fontes de substancias com grande
potencial antifingico. H& varios trabalhos na literatura sobre a acao antifingica dos
extratos de plantas do género Croton. Pereira (2019), avaliou o potencial
antifngico do extrato das folhas de Croton conduplicatus, obtendo resultados
favoraveis a acao antifingica, 0 mesmo ocorreu com Vasconcelos (2022), onde foi
possivel observar o potencial do extrato de folhas de Croton blanchetianus.

A maior quantidade de fendlicos foi observada na amostra da 22 coleta,
realizada no més de julho na comunidade de Riacho localizada no municipio de
Saude.

Os extratos apresentaram diferentes teores de flavonoides, onde novamente
a amostra da 22 coleta apresentou a maior quantidade de 15,4010 mg EQ.g*. Nos
fendlicos totais a amostra que aprestou menor teor foi a da 12 coleta, que foi
realizada na comunidade de Campo Grande, localizada no municipio de Santa
Terezinha. Flavonoides totais, o menor teor foi obtido na 32 coleta, realizada na
comunidade de Nova Saude, no municipio de Saude.
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Tabela 5: Teores de Fendlicos e Flavonoides Totais de amostras de Croton pulegiodorus
coletadas em diferentes periodos.

Fendlicos Totais Flavonoides Totais

Coletas Més Localidade (mg EAG.g") (mg EQ.gY)
12 Maio Campo Grande 30,6956 9,6748
22 Julho Riacho 54,4883 15,4010
32 Agosto Nova Saude 33,9765 8.2727
42 Agosto Riacho 31,1193 10,5744
52 Agosto Mariquita 36,2560 11,7430
62 Outubro  Riacho 43,7933 12,8425

MEDIAS 38,3880 11,4181

Pode-se observar que o maior teor de fendlicos se apresenta na amostra
coletada no més de julho, més tipicamente com temperaturas amenas por conta da
estacao inverno.

Existe uma correlacdo bem estabelecida entre intensidade de radiacao solar
e producao de compostos fendlicos, tais como flavonoides, taninos e antocianinas
(WATERMAN; MOLE, 1994; GRACE, et al., 2000; MARKHAM, et al., 1998). Isso pode
ser explicado, principalmente no caso de flavonoides e fenilpropandides, pela
protecdo contra a fotodano proporcionada por estes metabdlitos ao absorver e ou
dissipar a radiacao solar, dificultando assim a danificagéo dos tecidos mais internos
pela radiacdo UV-B (WATERMAN; MOLE, 1994; GRACE; LOGAN, 2000; ALENIUS, et
al., 1995).

No caso especifico dos flavonoides, estes sdo acumulados principalmente
em tecidos superficiais (tais como epiderme, subepiderme, pelos, cuticula e
material epicuticular) e utilizados pela planta como filtros UV, pois absorvem
radiacdo UV-B sem alterar a radiacdo fotossinteticamente ativa (WATERMAN;
MOLE, 1994; BIEZA; LOIS, 2001). Além disso, também podem atuar como “radical-
scavengers” e antioxidantes (GRACE; LOGAN, 2000, LARSON, 1995).

Padda e Picha (2008) e Albert et al. (2009) relatam que parece haver uma
relacdo entre a temperatura e os niveis de compostos fenolicos nos tecidos
vegetais, em que temperaturas mais baixas estdo associadas a niveis mais
elevados de compostos fendlicos. O aumento dos niveis de compostos fendlicos
nas folhas pode estar relacionado ao aumento da atividade da fenilalanina amonia-
liase (PAL) em temperaturas mais baixas, visto que a PAL € uma enzima importante

na biogénese de varios compostos fendlicos (PADDA; PICHA, 2008). No entanto,
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isto ndo se aplica a taninos e compostos fendlicos simples, os quais tém absorcao
maxima em comprimentos de onda consideravelmente mais curtos que os da UV-
B (WATERMAN; MOLE, 1994). Essa pode ser uma hipétese que explica os menores
teores de compostos fenolicos nas outras amostras coletadas nos meses com

temperaturas mais quentes.

5.3 Ensaios antifungicos

O potencial dos Oleos essenciais e sua relacdo com a atividade
antimicrobiana tem sido alvo de diversos estudos, pois a sua composi¢do quimica
pode exercer influéncia direta sobre as suas atividades biolégicas (GUIMARAES et
al., 2014, RUSSO et al., 2013).

Na tabela 6, constam os resultados dos ensaios utilizando o método da
microdilui¢&o, realizados na determinagéo da CIM e da CFM dos 6leos essenciais
de Croton pulegiodorus. O Gleo essencial apresentou atividades antifingicas sobre

os fitopatdégenos estudados mediante as técnicas utilizadas.

Tabela 6: Concentragédo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Fungicida Minima (CFM)
do 6leo essencial de Croton pulegiodorus Baill. contra o fungo Aspergillus welwitschiae e
Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Concentragdo do Oleo Essencial (pl.mL-1)

Fitopatogenos

CiMm CFM
Aspergillus welwitschiae 1,0 4,0
Fusarim oxysporum f. sp. cubense 2,0 8,0

A CIM foi de 1,0 e 2,0 yl.mL? para A. welwitschiae e F. oxysporum
respectivamente, enquanto que a CFM foi 4,0 e 8,0 pl.mL-1. Jesus (2020), em seu
estudo utilizando 6leo essencial de Lippia alba, obtiveram as concentra¢gdes de 1,0
e 2,0 yl.mL? para a CIM nos fitopatégenos A. welwitschiae e F. oxysporum
respectivamente, a CFM so foi determinar para o A. welwitschiae, que foi 6,0 ul.mL"
1.

Varios Oleos essenciais apresentam potencial no controle de fungos
patogénicos, exercendo acao direta ao inibir o crescimento micelial e germinacao
de esporos, além de induzir a producdo de fitoalexina (OOTANI et al., 2013). A
utilizacdo do oOleo essencial de Croton pulegiodorus no controle dos fitopatégenos
em estudo, foi capaz de reduzir o crescimento micelial e o nUmero de esporos
produzidos a medida que a concentracdo foi aumentada (Figuras 7, 8 e 9).
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Figura 7: Efeito de diferentes concentragGes dos 6leos essenciais de Croton pulegiodorus pela
técnica de exposi¢do aos volateis, no indice de velocidade de crescimento micelial (cm.dial) (A);
Porcentagem de inibicao do crescimento micelial (%) (B); Nimeros de esporos.mL! (C); Tamanho
da coldnia (D) do fitopatdgeno Aspergillus welwitschiae.
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Figura 8: Efeito do 6leo essencial de Croton pulegiodorus Baill pela técnica de diluicdo em meio de
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crescimento micelial (cm.dial) (B); Numeros de esporos.mL? (C); Tamanho da col6nia (D) do
fitopatégeno Aspergillus welwitschiae. ANTF — Antifangico
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Figura 9: Efeito do 6leo essencial de Croton pulegiodorus Baill pela técnica de diluicdo em meio de
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fitopatégeno F. oxysporum f. sp. cubense. ANTF — Antifingico

Através das técnicas de exposicao aos volateis (figura 7) e diluicdo em meio
de cultura (figura 8 e 9) foi possivel confirmar a atividade fungistatica e fungicida do
oleo essencial de C. pulegiodorus Baill.
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Para verificar a diferenca entre os tratamentos aplicou-se o teste nao
paramétrico de Kruskal Wallis que verifica se duas ou mais medianas sao iguais
com nivel de significancia de 5%. Ressalta-se que, os resultados ndo seguem uma
distribuicdo normal apontado pelo teste de Shapiro Wilk (p-valor < 0,05), o que
justifica a aplicacéo deste teste ndo paramétrico.

Na metodologia de exposi¢cao aos volateis a concentracao 12 uL apresentou
maior porcentagem de inibicdo (figura 7A) quando comparada as demais para o
fitopatogeno Aspergillus welwitschiae, obteve a maior PICM (78,27%) na
concentracdo de 12 yL e menor PICM (30,08%) para concentracdo de 4,0 pL.

Avaliando os p-valores das comparacdes duas a duas, houve diferenca
significativa entre o controle (BDA-tratamento controle) e a concentracdo de 8,0 pL
(p-valor = 0,008), 12,0 pL (p-valor = 4,9e-07) e 4,0 e 12,0 pL (p-valor = 0,0042).

No indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) (figura 7B), o menor
valor (0,33 cm.dia!) foi observado na concentracdo 12 yL e o maior valor (1,5
cm.dia?!) tratamento controle (Agua autoclavada). No IVCM o teste demonstrou
diferenca significativa na concentracdo de 8,0 uL (p-valor = 0,0048) e 12,0 uL (p-
valor = 4,9e-07) e 4,0 e 12,0 pyL (p-valor = 0,0024).

Na producéo de esporos (figura 7C) observou-se que a menor quantidade
foi observada na concentracéo de 12 uL, ocorrendo uma reducéo de 89,64% para
a producao de esporos. Houve diferenca significativa na concentracéo de 12,0 uL
(p-valor = 0,049).

Utilizando a técnica de exposicdo aos volateis, Brito (2018) constatou a
atividade inibidora do 6leo essencial de Croton argyrophyllus Kunth, sobre o
crescimento micelial de Aspergillus welwitschiae, e F. oxysporum f. sp. cubense.
Nesse estudo os melhores resultados de inibicdo foram observados na
concentracéo de 10 uL, obtendo 51,9% e 47,73% para o crescimento e 65,30% e
67,33% para a producéo de esporos nos fitopatdgenos em estudo.

Na metodologia de difusdo em agar foi possivel notar que a concentragéo
4,0 yL.mL-1 apresentou maiores porcentagens de inibigéo (figura 8A — D) quando
comparada as demais para o fitopatégeno Aspergillus welwitschiae, obteve a maior
PICM (100%) (figura 8A) na concentragéo de 4,0 yL.mL* e menor PICM (23,47%)
para concentracéo de 0,5 yL.mL™.

41



Avaliando os p-valores das comparacdes duas a duas, podemos ver que 0
houve diferenca significativa nas concentracdes de 4,0 uyL.mL* (p-valor = 2,4e-06),
BDA e 2,0 yL.mL™* (p-valor =0,0168), 4,0 e 0,5 yL.mL* (p-valor = 0,0024), 4,0e 1,0
uL.mL? (p-valor = 0,0337). Considera-se que, a concentragdo de 4,0 yL.mL™ teve
acao fungicida e as demais concentracées promoveram acao fungistatica (figura
8D), indicando que o 6leo essencial neste estudo, tem pontecial antimicrobiano.

Para o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) (figura 8B), o
menor valor (0,48 cm.dia?) foi observado na concentracdo 2,0 yL.mL* e o maior
valor (1,25 cm.dial) tratamento controle (BDA puro). Carvalho (2017) e Jesus
(2020) avaliando o efeito do 6leo essencial de Lippia alba sobre o crescimento de
Aspergillus, observou reducdao significativa do crescimento micelial do fitopatogeno,
obtendo um IVCM médio diario de 0,63 cm na concentragéo de 1,0 ul.mL. Ainda
segundo Jesus (2020), a partir da concentragédo de 2,0 yl.mL™* foi possivel notar
quase 100% da inibicdo do crescimento do fungo A. welwitschiae.

Na producéo de esporos (figura 8C) observou-se que a maior quantidade foi
no BDA apresentando média de 3,70E+07 esporos.mL e a menor quantidade foi
observada na concentracdo de 2,0 yL.mL, ocorrendo uma reducdo de 94,32%
para a producéo de esporos. Houve diferenca significativa na concentracéo de 4,0
puL.mL? (p-valor = 0,019).

Na figura 9D, observa se que, houve crescimento do fitopatdgeno nos
tratamentos controle (BDA e BDA+TWEEN) e na concentracdo de 2,0 pyl.mL™?,
mesmo assim percebe-se que a concentracdo de 2,0 yl.mL?, promoveu acdo
fungistéatico no Fusarium, onde a PICM foi de 71,20% (figura 9A).

Segundo Jesus (2020), a concentracdo de 2,0 yl.mL* do 6leo essencial de
L. alba retardou o crescimento de do Fusarium oxysporum reduzindo a sua taxa de
desenvolvimento em torno de 29,15% e a partir da concentragdo 4,0 yl.mL* foi
possivel notar quase 100% da inibicdo do crescimento do fungo F. oxysporum,
corroborando assim com os resultando apresentados nesse estudo.

O IVCM (figura 9B) e o Numero de esporos (figura 9C), houve uma reducao
de 70,42% e 89,90% respectivamente, em comparagdo com o controle. Miranda et
al (2022), em seu trabalho, observou que nas concentragdes de 2,0 e 2,5 mg/mL,
controlaram 99 e 100% o crescimento fungico do Fusarium oxysporum, utilizando

Oleo essencial de Piper divaricatum. Outro estudo utilizando 6leo essencial de Piper
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auritum (8,4 mg/mL) apresentou indices antifungicos de 50% contra o F. oxysporum
(CHACON, et al., 2021)

A utilizacdo do o6leo essencial de Croton pulegiodorus no controle dos
fitopatdgenos em estudo, foi capaz de reduzir o crescimento micelial e o numero de
esporos produzidos a medida que a concentracdo era aumentada (Figuras 7, 8 e
9). Apesar dos fitopatbgenos apresentarem comportamentos parecidos na
concentracdo de 2,0 pyl.mL?, para o método difusdo em meio, é importante
considerar que os fungos apresentam estruturas morfolégicas e patogenicidade

distintas e o Oleo essencial pode interagir de forma diferente em cada um.

Alguns autores sugerem que 0S compostos quimicos presente nos 6leos
essenciais possuem a capacidade de danificar as enzimas no sistema celular
associados a producéo de energia e sintese de compostos estruturais (CONNER,;
BEUCHAT, 1984). Os monoterpenos sédo considerados 0s compostos que causam
maiores impactos na membrana celular, aumentam a permeabilidade e a fluidez
alterando a posicao das proteinas levando ao extravasamento do conteudo celular
(MBACK et al., 2016).

Segundo Rocha et al. (2021) e Carvalho et al. (2022), em seus estudos, apos
a realizacdo da andlise dos componentes presentes no 6leo essencial de Croton
pulegiodorus, revelaram que o 6leo essencial da espécie € rico em hidrocarbonetos

monoterpénicos, monoterpenos oxigenados e ésteres monoterpénicos.

Dessa forma esses compostos podem ser responsaveis pela ruptura e perda
do conteudo citoplasmatico e consequente morte da célula, que pode ser explicada
também pela inibicdo da sintese de ergosterol que é responsavel pela manutencao
da permeabilidade e fluidez da membrana, a sua auséncia e o acumulo de seus
percussores afetam a estrutura tornando o fungo vulneravel aos danos (KEDIA et
al., 2016).

6.0 CONCLUSOES

Os fatores ambientais influenciaram nos teores do 6leo essencial e
compostos fenodlicos, sendo que a intensidade luminosa foi o fator que mais

interferiu nas amostras coletadas na mesma localidade em periodos diferentes;
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O dleo essencial de Croton pulegiodorus tem potencial antimicrobiano, com
acdo antifungica (fungistatica e ou fungicida) no controle de Aspergillus

welwitschiae e Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

A acao fungistatica foi verificada nas concentracdes menores que 4,0 yL.mL"
1, para os fungos Aspergillus welwitschiae e Fusarium oxysporum f. sp. cubense,

no método de diluigdo em meio.

O potencial fungicida nas concentracées maiores que 4,0 yL.mL%, para os
fungos Aspergillus welwitschiae e Fusarium oxysporum f. sp. cubense, no método

de diluicdo em meio.
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