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RESUMO

O trabalho foi desenvolvido para verificar o efeito do 6leo essencial e do extrato bruto de alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum), coletado nas quatro estagcdes do ano, no crescimento micelial in vitro dos fungos
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Phytophthora sp. e Alternaria alternata. Para avaliar o efeito do 6leo
essencial no crescimento micelial dos fungos, aliquotas de 20 puL, 40 puL e 60 uL de 6leo esterilizado foram
distribuidas na superficie de meio BDA (batata-dextrose-agar) antes da repicagem dos fungos. O extrato
bruto aquoso (EBA) foi filtrado e incorporado em BDA nas concentragdes de 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%
e 50%. Os resultados indicaram que houve inibigao total do crescimento micelial dos fungos nas diferentes
aliquotas de 6leo essencial. O EBA das plantas colhidas no outono proporcionou os melhores resultados,
sendo que nesta estagdo do ano o EBA na concentracdo de 5% foi suficiente para promover 100% de inibi¢ao
do crescimento micelial dos fitopatogenos A. alternata e S. rolfsii.

PALAVRAS-CHAVE: Alfavaca cravo, controle alternativo, planta medicinal.

ABSTRACT

IN VITRO EFFECT ON PHYTOPATHOGENS OF ESSENTIAL OIL AND AQUEOUS CRUDE
EXTRACT OF OCIMUM GRATISSIMUM HARVESTED IN THE FOUR SEASONS. The present
work aimed to evaluate the effects of the essential o0il and crude extract of wild basil (Ocimum
gratissimumy), harvested in different seasons, on the in vitro mycelia growth of Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Phytophthora sp. and Alternaria alternata. To evaluate the effect of the essential oil,
sterilized oil aliquots of 20 uL, 40 uL. and 60 pL were distributed on the surface of potato-dextrose-
agar (PDA). The aqueous crude extracts (ACE) were filtrated and incorporated in PDA at 1%, 5%,
10%,15%,20%,25% and 50%. The results showed total inhibition of mycelial growth in the different
aliquots of essential oil. The ACE collected from plants in autumn had better results; in this season
the ACE at5% was enough to provide 100% of mycelia growth inhibition of A. alternataand S. rolfsii.

KEY WORDS: Wild basil, alternative control, medicinal plants.

INTRODUCAO

Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) é uma plan-
ta considerada medicinal, pois em sua composigao
quimica, encontram-se substancias ativas, biologi-
camente sintetizadas. Estas substancias podem ser
utilizadas direta ou indiretamente como medicamen-
tos, pois provocam, no organismo humano, reagdes
como a cura ou abrandamento de doencas (CasTro;
FERRERA, 2000; CastrO ef al., 2004). Esta planta pos-
sui 6leo essencial rico em eugenol (40-66%) e timol
(31%) (VIERA; SIMON, 2000) com acdo antisséptica
local contra fungos (agdo fungicida) e bactérias (agao
bactericida) e apresenta seu maior teor entre 11 e 13

horas, periodo que é recomendavel para colheita
(MaTos, 1997; MARTINS ef al., 2000).

As etapas de colheita e pés-colheita de plantas
medicinaissaoimportantes paraaobtencao de maior
quantidade e qualidade dos 6leos essenciais. Entre
os principais fatores que se deve levar em considera-
¢do na colheita estdo a época e horario da colheita,
a temperatura e o tempo de secagem (CARVALHO
FiLHO et al., 2006; MARTINS et al., 2000; CASTRO et al.,
2004). O conhecimento dos fatores que influenciam
a variacdo dos compostos quimicos nas plantas
medicinais auxilia na obtencao de matéria-prima de
qualidade e, consequentemente, de produto final de
boa qualidade (Castro et al., 2004).
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SiLva et al. (1995) citaram que algumas subs-
tancias, como o eugenol, cineol, metil chavicol
e linalol, sintetizadas pelas plantas medicinais,
sdo utilizadas em seres humanos por possuirem
propriedades antimicrobianas. Estes mesmos
compostos secundarios podem exercer na planta
diversas fungdes importantes, como nas inte-
racdes planta-planta (alelopatia), planta-animal
(anti-herbivoria, atragdo de agentes polinizadores)
e planta-micro-organismo patogénico. Nesta
altima fungao, tais compostos podem participar
das respostas de defesa da planta em um sistema
natural, quer seja na planta que os produz ou
em outras interagdes planta-patégeno, atuando
como substancias fungitoxicas a semelhanga dos
fungicidas sintéticos. Também podem atuar como
antissépticos em seres humanos.

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais
utilizando-as como extratos e 6leos essenciais tem
sido frequentemente citada na literatura, tanto em
experimentos in vitroquanto in vivo. Como exemplos,
podem ser mencionados os trabalhos de STANGARLIN et
al. (1999) com extrato bruto aquoso (EBA) de arruda
e manjericdo na inibicdo de Sclerotium rolfsii; FIOR
et al. (2000) com Eucalyptus citriodora, Cymbopogon
citratus, Ageratum conyzoides e Achillea millefolium
na inibicdo do crescimento micelial, esporulagdo e
germinacao de Didymella bryoniae; RozwAaLka (2003)
com o EBA de Rosmarinus officinalis observaram
reducdo de 67% e 47,49% no crescimento micelial
dos fungos Glomerella cingulata e de Colletotrichum
gloeosporioides, respectivamente e, BALBI-PENA et al.
(2006), com extrato de circuma (Curcuma longa) na
inibicdo de Alternariasolani, observaram que extratos
aquosos nao autoclavados, nas concentracoes de 10
e 15%, inibiram o crescimento micelial em 38,2% e
23,2%, respectivamente.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos do 6leo essencial e extrato bruto
aquoso de Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo),
colhidonas quatro estagcdes do ano, no crescimento
micelial in vitro dos fungos Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Phytophthora sp. e Alternaria
alternata.

MATERIAL E METODOS

As plantas de O. gratissimum utilizadas nos
experimentos foram obtidas no Horto de Plantas
Medicinais do Departamento de Agronomia da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) e colhi-
das entre os horarios de 12h e 14h nos meses de
janeiro, abril, julho e outubro, representando cada
estacdo do ano. Os experimentos foram realizados
nos laboratérios de Plantas Medicinais e de Fitopa-
tologia da UEM.

Obtencio dos isolados

Os isolados de Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii, Phytophthora sp. e Alternaria alternata foram
cedidos pela micoteca do Laboratério de Fisiologia
do Parasitismo da ESALQ/USP. Os fungos foram
repicados e mantidos em meio de cultura BDA
(batata-dextrose-agar) a temperatura de 24 £2°Ce
fotoperiodo de 12h.

Obtencio do 6leo essencial e extrato brutoaquoso

O 6leoessencial foi obtido pelométodo dearraste
avapor (Costa, 1986), tendo sido utilizados de 500 a
1.000 g de folhas frescas e picadas, colhidas durante
0 ano, nas quatro estagoes.

Para obtencao do extrato bruto aquoso, folhas
frescas nas quantidades de 10, 50, 100, 150, 200, 250
e 500 g foram coletadas nas quatro estagdes do ano
e trituradas em 1 L de dgua destilada por 1 min, em
liquidificador. Os homogenatos resultantes foram
filtrados em gaze e em papel de filtro Whatman
n°1, obtendo-se o extrato bruto aquoso, o qual foi
utilizado no mesmo dia do preparo.

Efeito invitro do 6leo essencial e do extrato bruto
aquoso de O. gratissimum no crescimento micelial
dos fungos fitopatogénicos

Ap6s esterilizacao por filtragdo em membrana Milli-
pore, aliquotas de 20, 40 e 60 nuL do 6leo essencial foram
depositadas no centro de placas de Petri contendo meio
BDA e distribuidas na superficie do meio com alca de
Drigalsky. A seguir, um disco de micélio (8§ mm de dia-
metro) dos isolados de R. solani, S. rolfsii, Phytophthora
sp. € A. alternata, retirados de colonias com 10 dias de
idade em BDA, foi repicado para o centro de cada placa
que foram vedadas com filme plastico e mantidas a 28° C
+ 2° C, no escuro. Como testemunha foi utilizada dgua
destilada esterilizada.

Folhas frescas de alfavaca-cravo, colhidas nas quatro
estacdes do ano, foram trituradas em agua destilada por
1 min em liquidificador e os homogenatos resultantes
foram submetidos a filtragem em gaze e em papel de
filtro Whatman n°l1, obtendo-se EBA. A seguir, o EBA
foi incorporado ao meio BDA de modo a obterem-se
concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 50%, sendo entdo
autoclavados (121° C/20min) e distribuidos em placas de
Petri. Apos a solidificagdo do meio, disco de micélio (8
mm de didmetro) com 10 dias de idade de cada um dos
isolados foram repicados para o centro de cada placa e
estas, em seguida, foram vedadas com filme plastico e
incubadas a 28°C £ 2°C em escuro. O tratamento teste-
munha consistiu de placas com apenas BDA.

O crescimento micelial foi avaliado através da mensu-
ragao diaria do diametro das colonias no sentido diame-
tralmente oposto do crescimento. O periodo da avaliacao
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foi o compreendido entre 24 horas ap6s a instalagdo do
experimento até o momento em que as coldnias fungicas
do tratamento testemunha, de cada um dos fitopatdgenos,
apresentaram crescimento em 2/3 da superficie do meio
de cultura. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC) com cinco repeti¢des, em esquema fato-
rial §x4+1e4x4+1parao EBAe OE, respectivamente,
cujos fatores foram concentragdes, isolados fungicos e
testemunha. Os dados obtidos foram submetidos & analise
de variancia (p = 0,05) e, quando significativos, foram
analisados por regressdo, correlacionando porcentagem
deinibi¢do de crescimento micelial (ICM) e concentragio
de EBA e OE para cada fungo. Para a analise dos dados
de crescimento micelial com EBA, foram ajustados os
modelos quadraticos (y = yo + ax + bx?) e inversa de
primeira ordem (y = yo + a/x). As analises de regressio
foram realizadas por meio do programa SAS 9.1 (SAS
Institute, 2002).

Para o calculo dos porcentuais de inibi¢do do
crescimento micelial (ICM) em meio de cultivo, tanto
para o o6leo essencial (OE) como para o extrato bruto
aquoso (EBA), utilizou-se a férmula (Bastos, 1997):

ICM= Cresc. Testemunha - Cresc. Tratamento x 100
Cresc. Testemunha

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando os resultados do 6leo essencial sobre o
crescimento micelial (Fig. 1), verificou-se que todas as
aliquotas do OE de O. gratissimum inibiram totalmente
o crescimento micelial dos fungos R. solani, S . rolfsii,
Phytophthora sp. e A. alternata. STANGARLIN ef al. (1999)
observaram 100 % de inibigdo na germinacdo de conidios

de Colletotrichum graminicola quando na presen¢a de OE
de O. gratissimum. Faria et al. (2006) verificaram que o
oleo essencial de O. gratissimum inibiu o crescimento de
Botryosphaeria rhodina, duas espécies de Alternaria sp.
e Penicillium chrysogenum e associaram esta atividade
antifingica ao eugenol. FENG; ZHENG (2007), trabalhando
com Oleo essencial de tomilho e céssia, em diferentes
concentragdes (100 a 500 ppm), observaram 100% de
inibi¢do do crescimento micelial de 4. alternata quando
na presenca de 300 ppm de 6leo de cassia e/ou tomilho.

Com relagao aos extratos aquosos, pode-se verificar que
os extratos oriundos das plantas colhidas no outono, na con-
centragdo a partir de 5%, inibiiram totalmente o crescimento
micelial R. solani(Fig.2). OEBAdeplantas colhidasno verdo
proporcionouinibi¢aototal do crescimento, nas concentragoes
acimade 10 %, enquanto o EBA oriundo de plantas coletadas
no inverno e na primaveraproporcionou 100% de inibi¢ao do
crescimento micelial a partir da concentragdo de 15%. Para
o desenvolvimento de Phytophthora sp. (Fig. 3), observa-se
que concentragoes de EBA acima de 5% proporcionaram
inibigdo total do crescimento micelial, quando provieram
de plantas colhidas no outono. O EBA de plantas colhidas
no inverno, na primavera ¢ verdo provocaram inibi¢ao do
crescimento micelial deste fitopatogeno, nas concentragdes
a partir de 10%. Varios outros trabalhos relatam o efeito
desta espécie de planta ou mesmo deste género em outros
fitopatogenos, tais como os resultados obtidos por Awax
(1989) onde verificou que o EBA de O. gratissimum inibiu
o crescimento micelial de Ustilago maydis, Ustilaginoidea
virens, Curvularia lunata e Rhizopus sp. nas concentragdes
de 10 a 60%, além de reduzir 75% o desenvolvimento das
lesdes causadas por Phytophthora palmivora em fruto de
cacau inoculado com o fungo e tratado com extrato foliar.
Este autor verificou também potencial erradicante sobre os
esporangios desse fungo (AwaH, 1994).
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Fig. 1 - Inibicdo in vitro do crescimento micelial (ICM %) de fungos fitopatogénicos em presenca de 6leo essencial de

Ocimum gratissimum.
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Para S. rolfsii (Fig.4), pode-se observar pelaandlise
deregressdo que EBA de plantas colhidasnoinverno
promoveram inibic¢do total do crescimento micelial,
a partir de 15%, enquanto EBA de plantas colhidas
nas demais estagdes do ano proporcionaraminibicdo
total do crescimento micelial deste fitopatdégeno,
em concentragdes iguais ou acima de 10%. Para A.
alternata (Fig. 5), observou-se 100% de inibicao deste
fitopatégeno a partir da concentragdo de 5% do
EBA das plantas colhidas nas esta¢des do outono e
verdo. Extratos brutos aquosos de plantas colhidas
no inverno e na primavera promoveram inibicdo a
partir de 15% e 10%, respectivamente.

Ensaios realizados por RosseT et al. (2005) para
verificar a atividade antiftingica do extrato etanélico
de O. gratissimum, utilizando a técnica de difusao
em meio sélido, evidenciaram a inibi¢do do cresci-
mento de Penicillium chrysogenum, Rhizoctonia sp.,
Aspergillus niger e de duas espécies de Alternaria sp.
isoladas de tomate e de cenoura. Estes autores tam-
bém concluiram que o eugenol foi um dos provaveis
compostos responsaveis pela atividade antifingica
do extrato, ratificando os registros da literatura que
comprovam a atividade deste constituinte contra
varias espécies de fungos (DUBEY et al., 2000; NAKA-
MURA et al., 2004).

Verificou-se que a inibigdao do crescimento
micelial, dos fungos fitopatogénicos estudados,
foi maior quando o EBA foi obtido de plantas
coletas no outono, seguida das coletadas no
verdo. CARNEIRO; FERNANDES (1996) citam que em
ambientes adversos (temperaturas mais elevadas,
baixa precipitacdo pluviométrica entre outros),
as plantas utilizam sua energia e seus recursos
na producdo de metabédlitos secundarios (com-
postos quimicos) para se defenderem de insetos
herbivoros, micro-organismos patogénicos e
outros inimigos naturais.

LAvABRE (1997) e MARTINS et al. (2000) citaram
que o papel dos 6leos essenciais é o de ajudar a
planta a se adaptar ao meio ambiente, por isso
sua produgdo aumenta em situacdes de estresse.
Considerando que 6leos essenciais sdo substancias
de defesa da plantas sintetizados em condicdes
de cultivo adversas, como temperaturas elevadas
ou periodos longos de estiagem, aliado ao fato da
espécie em questao ser oriunda da Asia, portanto,
espécie exética ou introduzida, nos leva a crer que,
provavelmente, as plantas colhidas no outono e no
verdo possuam maior teor de 6leo essencial. Isto
pode ser explicado pelo fato dessas encontrarem
nestas estacoes condicoes de estresse hidrico e tem-
peraturas elevadas, respectivamente, ocasionando
maiores teores de 6leo essencial nestas épocas do
ano.Janoinverno ataxa de crescimento das plantas
reduz muito e comisto, provavelmente, a producdo
dos metabdlitos secundarios.

CasTrRO; CHEMALE (1995) recomendam que a co-
lheita da espécie Ocimum basilicum, planta do mesmo
género, deva ser realizada no outono, quando o
interesse for producdo de folhas e no verao, quando
o interesse for producdo de flores, o que corrobora
com o maior efeito antifingico obtido neste tra-
balho, quando as plantas foram coletadasjustamente
nestas estacoes do ano. Assim, os extratos brutos
aquosos, mesmo na menor concentragao testada
(5%), ocasionaram inibicdo do crescimento micelial
dos fitopatégenos.

CONCLUSOES

Osresultados obtidos neste trabalho indicam que
tanto o extrato bruto aquoso como o 6leo essencial
de O. gratissimum apresenta-se promissor para o
controle de fitopatégenos e que plantas colhidas no
outono e verdo apresentam maior teor de substancias
com caracteristicas fungicidas.
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