i

Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
20(2): 154-159, Abr./Mai. 2010

Received 4 August 2008; Accepted 26 November 2008

Artigo

Efeito fungicida dos 6leos essenciais de Schinus molle L. e Schinus
terebinthifolius Raddi, Anacardiaceae, do Rio Grande do Sul

Ana C. Atti dos Santos,**? Marcelo Rossato,'® Luciana Atti Serafini,> Marina Bueno,*
Liziane B. Crippa,! Valdirene C. Sartori,* Eduardo Dellacassa,* Patrick Moyna®

!Instituto de Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul, Rua Francisco Getulio Vargas, 1130,
CEP 95001-970, Caxias do Sul-RS, Brazil
2Departamento de Fisica e Quimica, Universidade de Caxias do Sul, Rua Francisco Getulio Vargas, 1130,
CEP 95001-970, Caxias do Sul-RS, Brazil
3Departamento de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Caxias do Sul, Rua Francisco Getulio Vargas, 1130,

CEP 95001-970, Caxias do Sul-RS, Brazil
4Cétedra de Farmacognosia, Facultad de Quimica, UR, 11800, Montevideo, Uruguay
SDEPTEQ), Facultad de Quimica, UR, 11800, Montevideo, Uruguay.

RESUMO: Uma das alternativas para reduzir o uso de agrotoxicos pode ser a utilizagdo de 6leos
essenciais para o controle de doencas e pragas que afetam a producédo agricola. O objetivo do
presente estudo foi verificar o efeito fungicida dos 6leos essenciais de Schinus molle L. e Schinus
terebinthifolius Raddi, espécies nativas amplamente distribuidas na regido. Os 6leos foram extraidos
por hidrodestilagéo e analisados por cromatografia gasosa. Os fungos fitopatogenos Alternaria spp.,
Botrytis spp., Colletotrichum spp. e Fusarium spp., foram isolados a partir de gérberas e rosas
com sintomas de doenca e o0s ensaios de atividade antifingica foram realizados através da técnica
de difusdo em disco e os dados analisados pelo teste de Tukey e Duncan a 5%. Em geral o 6leo
essencial de S. molle foi efetivo para os quatro fungos testados, nas quatro dilui¢Bes utilizadas e
para todos os tempos avaliados e o 6leo essencial de S. terebinthifolius apresenta efeito fungicida
mais pronunciado contra Botrytis spp., a partir de testes in vitro.

Unitermos: 6leos essenciais, Schinus molle., Schinus terebinthifolius, efeito fungicida, a-pineno,
sabineno.

ABSTRACT: “Antifungaleffectof Schinusmolle L.,Anacardiaceae,and Schinusterebinthifolius
Raddi, Anacardiaceae, essential oils of Rio Grande do Sul”. One of the alternatives to reduce
the use of pesticides may be the use of essential oils to control diseases and pests that affect
agricultural production. The purpose of this study was to evaluate the fungicide effect of essential
oils of Schinus molle L. and Schinus terebinthifolius Raddi, native species widely distributed in
the region. The oils were extracted by hydro distillation and analyzed by gas chromatography. The
phytopathogenic fungi Alternaria spp., Botrytis spp., Colletotrichum spp. and Fusarium spp., were
isolated from “gerberas” and roses with symptoms of disease and antifungal activity of the tests
were carried out by the technique of spreading disk. The data was analyzed by Tukey and Duncan
tests to 5%. In general, the essential oil of S. molle was effective for the four fungi tested, for the
four dilutions used and for all the times evaluated. The essential oil of S. terebinthifolius presents
more pronounced fungicide effect against Botrytis spp., from in vitro tests.

Keywords: essential oils, Schinus molle., Schinus terebinthifolius, antifungal effect, a-pinene,
sabinene.

INTRODUCAO

Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha)
e Schinus molle L. (aroeira-periquita) sao espécies nativas
da América do Sul, pertencentes a familia Anacardiaceae.
No Brasil, ocorrem principalmente de Pernambuco
ao Rio Grande do Sul em diversos tipos de formacoes
vegetais (Carvalho, 1994). Devido a grande dispersao das
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espécies, apresentam diversas aplicagdes, principalmente
pela madeira, na extracdo de taninos, em paisagismo
(Allardice et al., 1999; Guerra et al., 2000) e como
medicinais. S. terebinthifolius € uma das plantas mais
conhecidas popularmente no tratamento de inflamagdes
uterinas (Amorin & Santos, 2003) e na cicatrizagdo
de feridas e Ulceras (Bacchi, 1986; Martinez et al.,
1996) e tem sido comprovada cientificamente sua ago
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antimicrobiana (Siddiqui et al., 1995; Guerra et al., 2000)
e antioxidante (Velazquez et al., 2003). S. molle possui
propriedade antiespasmodica, anti-reumatica, emenagoga,
antiinflamatoria e cicatrizante (Piva, 2002).

Além destas aplicacbes, ambas as espécies
produzem, entre outros compostos, flavondides, taninos e
6leos essenciais (Lawrence, 1984; Queires & Rodrigues,
1998). De todos os metabolitos secundarios sintetizados
pelos vegetais, os alcalbides e os éleos essenciais formam
0 grupo de compostos com maior nimero de substancias
biologicamente ativas (Di Stasi, 1996). Os 6leos essenciais,
em especial, atuam como inibidores da germinag&o, na
protecdo contra predadores, na atragdo de polinizadores, na
protecdo contra perda de agua e aumento da temperatura
(Bruneton, 1991; Simdes & Spitzer, 2000).

Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos ou
6leos essenciais, obtidos a partir de plantas medicinais
tém indicado seu potencial no controle de fitopatogenos
(Cunico et al., 1999), agentes causadores de doencas em
vegetais que acarretam perdas significativas na produgéo,
destruicdo de grdos durante a estocagem, diminuicdo do
valor nutritivo e, algumas vezes, producdo de micotoxinas
prejudiciais a0 homem e aos animais (Velluti et al., 2004).
Segundo Bhavanani & Ballow (1992) cerca de 60% dos
6leos essenciais possuem atividades antiflngicas e 35%
exibem propriedades antibacterianas.

Existem relatos sobre a atividade antifungica
(Dikshit et al., 1986), antimicrobiana (Gundidza, 1993),
inseticida (Chantraine et al., 1998) e repelente (Wimalatne
et al., 1996) de 6leos essenciais de S. molle, assim como
relatos da atividade antimicrobiana (Siddiqui et al., 1995)
e fungistatica (Siddiqui et al., 1996) de 6leos essenciais de
S. terebinthifolius.

Considerando estes fatores, o presente trabalho
teve por objetivo avaliar o efeito fungicida dos oleos
essenciais de S. molle e S. terebinthifolius do Rio Grande do
Sul sobre o crescimento de Alternaria spp., Botrytis spp.,
Colletotrichum spp. e Fusarium spp., que causam perdas
significativas na producdo agricola, proporcionando uma

alternativa a utilizacdo indiscriminada de agrotdxicos, e por
sua vez reduzindo o custo de produgdo para o agricultor.

MATERIAL E METODOS
Oleos essenciais

Para este estudo foi realizado um mix de 6leos
essenciais dos acessos 226, 232, 243, 265, 307, 310,
319, 324 e 331 de Schinus molle L. e um mix de 6leos
essenciais de quatro exemplares do acesso 102 de
Schinus terebinthifolius Raddi. Plantas dos acessos foram
catalogadas e registradas no Herbario da Universidade de
Caxias do Sul - HUCS (Tabela 1).

Os Oleos essenciais foram obtidos por
hidrodestilacdo em Clevenger durante 1 h (Farmacopéia
Brasileira, 1988). Foram analisadas as folhas desidratadas
em secador de ervas, a 36 °C, ventilagdo forcada de ar e
controle de umidade.

Analises cromatograficas

A identificacdo dos componentes quimicos
foi feita por cromatografia gasosa (CG) e cromatografia
gasosa acoplada a detector seletivo de massas (CG/MS).
As anélises em CG foram realizadas num cromatégrafo
Hewlett Packard 6890, equipado com um processador de
dados HP-Chemstation. As analises em coluna polar foram
realizadas em coluna HP-Innowax (30 m x 320 pm i.d.)
0,50 um de espessura de filme (Hewlett Packard, USA),
com a seguinte programacdo de temperatura: 40 °C (8
min) para 180 °C a 3 °C/min, 180-230 °C a 20 °C/min, 230
°C (20 min); temperatura de injetor 250 °C; razdo de split
1:50, temperatura do detector FID 250 °C; g&s de arraste
H, (34 Kpa), volume injetado 1 pL diluido em hexano
(1:10).

As analises em GC/MS foram realizadas num
cromatdgrafo gasoso acoplado a detector seletivo de
massas Hewlett Packard 6890/MSD5973, equipado com

Tabela 1. Acessos coletados em diferentes regides do Rio Grande do Sul.

. Localizagdo geografica NUmero de .
Acesso Espécie Local S W herbario Determinador
226 S. molle S&o Lourengo 31°15°0,5,7”  51°59’49,1” 23987 Stephen & Smith
232 S. molle Cristal 30°55’03,1” 52°07°12,9” 24441 Stephen & Smith
243 S. molle Sédo Lourencgo 2 31°12°31.3” 52°01°05.1” 24690 Stephen & Smith
265 S. molle Erechim 27°38°02,7” 52°15739,5” 24697 Stephen & Smith
307 S. molle Pinheiro Machado 31°36°18” 53°18°50,1” 26712 Stephen & Smith
310 S. molle Dom Pedrito 31°02°04,8” 54°33’56,7” 27185 M. Rossato
319 S. molle Quarai 30°24’06,1” 56°11°06,1” 27187 M. Rossato
324 S. molle Séo Borja 28°43’15,9” 56°00’36,8” 27188 M. Rossato
331 S. molle Séo Miguel 28°31°00” 54032°43,3” 27189 M. Rossato
102 S. terebinthifolius Caxias do Sul 29°09'78,0" 51°08'65,9" 29186 M. Rossato
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software HP Chemstation e espectroteca Wiley 275. As
analises foram realizadas em coluna polar HP-Innowax (30
mx 250 um) 0,50 pm espessura de filme (Hewlett Packard,
USA). O programa de temperatura utilizado foi o mesmo
usado na analise em CG, interface 280 °C; razdo de split
1:100; gés de arraste He (56 Kpa); energia de ionizagdo
70 eV; intervalo de aquisi¢ao de massas 40-350; solvent
cut 3,5 min, volume injetado 0,4 puL diluido em hexano
(1:10).

Ensaios da atividade antifiingica

Foram testadas diluicbes de 25, 50, 75 e 100%
de 6leo essencial em Tween 80 sobre os fungos Alternaria
spp., Botrytis spp., Colletotrichum spp. e Fusarium
spp., isolados a partir de gérberas e rosas com sintoma
de doenca. Cem microlitros de cada diluicdo foram
espalhadas sobre a superficie do meio BDA em placas
de Petri. Placas contendo somente BDA serviram como
testemunha. Quatro discos de 3 mm de didmetro de &gar,
colonizados pelo fungo, foram transferidos para a placa
contendo o 6leo essencial, e em seguida incubadas a 28 °C
pelo periodo de até 72 h, em duas repeticGes. A avaliagdo

do efeito fungicida do dleo foi feito nos tempos de 24, 48
e 72 h apos o repique, medindo-se o didmetro da coldnia e
os dados analisados pelo teste de Tukey a 5%.

A verificacdo da diluicdo minima para inibir o
crescimento de halo dos fungos avaliados foi realizada
com diluiges de 10, 15 e 20%, nas mesmas condigOes
descritas anteriormente. Os dados foram analisados pelo
teste de Duncan a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que dilui¢des inferiores
a 50% de o6leo essencial de S. terebinthifolius ndo inibem
o crescimento de Fusarium spp. Para os outros fungos
testados, uma diluicdo de 25% ja inibe o didmetro de halo,
para todos os tempos avaliados, quando comparados aos
controles (Tabela 2).

Nesta mesma tabela pode-se observar que
para Fusarium spp. e Alternaria spp., 0 crescimento do
fungo em 72 h difere estatisticamente dos outros tempos,
tanto para o controle, quanto para as diferentes diluicGes
testadas.

O 06leo essencial de S. terebinthifolius foi mais

Tabela 2. Inibigdo do tamanho das colonias de fungos fitopatogenos apos tratamento dos fungos com diferentes concentragdes de

6leo essencial de Schinus terebinthifolius.

Fungos Conc. n Tempo Fungos Conc. n Tempo
(%) 24h 48h 72h (%) 24h 48h 72h
0 12 704Ca 2402Ba 3661Aa 0 12 998Ca 21,16Ba 29,06Aa
25 24 528Ca 17,85Ba 26,94Aa 25 24 489Cb 1046Bb 1593 Ab
Fusarium spp. 50 24 0Cb 6,4Bb 10,01 Ab Alternaria spp. 50 24 0Cb 9,03 Bb 13,2 Ab
75 24 0Bb  0Bc  633Ab 75 24 0Cb  712Bb  113Ab
100 24 0Bb  0Bc  538Ab 100 24 0Cb  671Bb 1045Ab
0 12 645Ca 2098Ba 27,87Aa 0 12 514Ca 1506Ba 229Aa
_ 25 24 0Bb 10,32Ab 14,99 Ab 25 24  0Ab 0Ab 0Ab
Scp‘;'.'em”wh“m 50 24 0Bb 976Ab 13.44Ab Botrytis spp. 50 24  0Ab 0Ab 0Ab
75 24 0Bb  975Ab 1455Ab 75 24 0Ab 0Ab 0Ab
100 24 0Bb 897Ab 14,15Ab 100 24  0Ab 0Ab 0Ab

Teste de Tukey a 5% de probabilidade. MaiUsculas entre coluna e mintsculas entre linhas.

Tabela 3. Diametro de halo médio entre as placas de controle a as contendo 6leo essencial de Schinus terebinthifolius.

Fungos n diametro de halo (mm)
Fusarium spp. 96 6,56
Colletotrichum spp. 96 8,00c
Alternaria spp. 96 7,42 c¢c
Botrytis spp. 96 0,29d
Controle Fusarium spp. 12 22,55 a
Controle Colletotrichum spp. 12 18,83 ab
Controle Alternaria spp. 12 20,06 ab
Controle Botrytis spp. 12 14,36 b

Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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efetivo para Botrytis spp., onde observa-se a inibigdo do
crescimento do halo, em todas as diluicdes testadas, para
todos os tempos avaliados (Tabela 2). Este efeito pode
estar relacionado ao didmetro de halo médio deste fungo,
que apresentou-se inferior aos demais fungos (Tabela 3).
Para S. molle, observou-se que em Fusarium spp.
e Botrytis spp., diluicbes acima de 25% de dleo essencial

inibem o crescimento dos fungos. Em Colletotrichum spp.
e Alternaria spp., € necessario 50% de 6leo essencial, pois
ha crescimento do fungo com aplicacdo de 25% de 6leo
a partir de 48 h de avaliacdo. Para estes dois fungos, o
didmetro de halo entre o controle e utilizando a dilui¢do
de 25% diferem estatisticamente de 72 h, para 40 e 24 h
(Tabela 4).

Tabela 4. Tnibi¢do do tamanho das coldnias de fungos fitopatogenos apods tratamento dos fungos com diferentes concentragdes de

6leo essencial de Schinus molle.

Fungos Conc. n Tempo Fungos Conc. n Tempo

(%) 24h  48h 72h (%) 24h 48h 72h

0 12 9,32Ca 26,09Ba 44,26 Aa 0 12 8,44Ca 21,49Ba 34,42Aa

25 24 0ADb 0Ab 0Ab 25 24 0Cb 4,51 Bb 8,15 Ab
Fusarium spp. 50 24 0Ab 0Ab 0Ab Alternaria spp. 50 24 0Ab 0Ac 0Ac
75 24 0Ab 0Ab 0Ab 75 24 0Ab 0Ac 0Ac
100 24 0Ab 0Ab 0Ab 100 24 0Ab 0Ac 0Ac

0 12 7,19Ca 18,38Ba 28,46 Aa 0 12 489Ca 8,75Ba 13,10 Aa
) 25 24 0Ab 554Bb 9,46 Ab 25 24 0Ab 0Ab 0Ab
Scp‘;'.'eto”":h“m 50 24 0Ab  OAc OAc  Botrytis spp. 50 24 0Ab  0Ab 0Ab
75 24 0Ab 0Ac 0Ac 75 24 0Ab 0ADb 0Ab
100 24 0Ab 0Ac 0Ac 100 24 0Ab 0Ab 0Ab

Teste de Tukey a 5% de probabilidade. MaiUsculas entre coluna e minusculas entre linhas.

Em geral o 6leo essencial de S. molle foi efetivo
para os quatro fungos testados, nas quatro diluicGes
utilizadas e para todos os tempos avaliados (Tabela 5).

Osresultados obtidos com a utilizacéo de diluices
inferiores a 25% mostram que os fungos comportam-se
diferentemente tanto em relacdo ao 6leo utilizado como
em relagdo a diluicdo letal ou & diluicdo necessaria para
inibir o crescimento do fungo (Tabela 6). O dleo essencial
de S. molle € letal para Botrytis spp. € Fusarium spp. em
diluicBes inferiores a 10%, porém para Alternaria spp. e
Colletotrichum spp. séo necessarias diluigBes superiores a
10 e 25%, respectivamente.

Para S. terebinthifolius, observou-se que o
6leo essencial ndo apresenta efeito fungicida contra
Colletotrichum spp. e Fusarium spp., porém pode-se inibir
o crescimento dos fungos utilizando diluicBes superiores
a 10% para Colletotrichum spp. e inferiores a 10% para
Fusarium spp. Alternaria spp. e Botrytis spp. mostraram-
se mais resistentes ao 6leo de S. terebinthifolius, quando
comparados aos outros fungos testados.

Quimicamente, o Oleo essencial de S.
terebinthifolius  apresentou  a-pineno, sabineno e
biciclogermacreno e o 6leo essencial de S. molle apresentou
a-pineno, sabineno como compostos majoritarios. a-Pineno
e sabineno possuem atividade bactericida comprovada
por testes com a espécie Lithraea molleoides, conhecida
popularmente como aroeira branca (Shimizy et al., 2006).
O biciclogermacreno ndo é citado quanto a atividade
bactericida, porém possui potencial larvicida comprovado
a partir de testes com as larvas do mosquito Aedes aegypti
(Santos et al., 2006).

Souza e colaboradores (2005) referenciam a
maior ou menor atividade biol6gica dos dleos essenciais
dependente de alguns constituintes quimicos em especial
(citral, pineno, cineol, cariofileno, elemeno, furanodieno,
limoneno, eugenol e carvacrol), porém é importante
comentar que devido a complexidade da composicdo
quimica de um oleo essencial, torna-se dificil relacionar
a atividade bioldgica com as substancias presentes.
Geralmente, a acédo atribuida a um composto isolado pode
ndo ser exata, devido a possiveis interacdes que podem
ocorrer entre os compostos do 6leo (Apel, 2001).

Apesar de ndo terem sidos realizados ensaios in
vivo, 0s resultados obtidos com este estudo demonstram
que o Oleo essencial de S. molle apresenta efeito fungicida
contra Alternaria spp., Fusarium spp., Collethotricum
spp. e Botrytis spp. e o 6leo essencial de S. terebinthifolius
apresenta efeito fungicida mais pronunciado contra
Botrytis spp., a partir de testes in vitro.

Tabela 5. Diametro de halo médio entre as placas de controle a
as contendo 6leo essencial de Schinus molle.

Fungos n diametro de halo (mm)

Fusarium spp. 96 od

Colletotrichum spp. 96 1,25d
Alternaria spp. 96 1,06 d
Botrytis spp. 96 0d

Controle Fusarium spp. 12 26,56 a
Controle Colletotrichum spp. 12 18,01 b
Controle Alternaria spp. 12 2415 b
Controle Botrytis spp. 12 891c

Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Atividade dos 6leos essenciais de S. molle e S. terebinthifolius em diferentes espécies de fungos fitopatogenos.

Oleo essencial

Espécie de fungo Diluicéo para inibicéo Diluicdo letal
Alternaria spp. < 10% > 10%
Botrytis spp. Efeito letal <10%
S. molle .
Colletotrichum spp. <20% > 25%
Fusarium spp. Efeito letal < 10%
Alternaria spp. <10% > 50%
o Botrytis spp. <20% > 25%
S. terebinthifolius . . .
Colletotrichum spp. > 10% Né&o possui
Fusarium spp. < 10% N&o possui
Teste de Duncan a 5% de probabilidade, valores avaliados pelos intervalos de confianga.
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Figura 1. Perfil cromatografico do mix do 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi.
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Figura 2. Perfil cromatografico do mix do 6leo essencial de Schinus molle L.
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