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Acdo do Oleo essencial de Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry sobre as hifas
de alguns fungos fitopatogénicos
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RESUMO: Atualmente o uso de métodos alternativos para o controle de doengas e pragas na
agricultura, visando minimizar os danos ao meio ambiente e a saude publica € uma pratica
reconhecida e necessaria. Este trabalho objetivou investigar a acéo do 6leo essencial de Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry sobre o crescimento micelial in vitro dos fungos fitopatogénicos
Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Macrophomina phaseolina. Aandlise
por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa possibilitou a identificacédo de
eugenol (83,6%), acetato de eugenila (11,6%) e cariofileno (4,2%). A avaliagdo microscépica dos
micélios dos fungos evidenciou diversas alteragdes morfolégicas, como a presenca de vacuolos,
desorganizacdo dos conteldos celulares, diminuicdo na nitidez da parede celular, intensa
fragmentagao e menor turgéncia das hifas. O 6leo essencial de cravo apresentou atividade fungicida
na concentracdo de 0,15% sobre o crescimento de R. solani, F. oxysporum e F. solani, entretanto
ndo demonstrou essa atividade sobre M. phaseolina. Esses resultados indicam perspectivas
favoraveis para posterior uso do 6leo de cravo no controle desses fitopatdgenos na agricultura.

Palavras-chave: antifingicos naturais, 6leos essenciais, cravo-da-india, eugenol, Syzigium
aromaticum

ABSTRACT: Action of Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry essential oil on the
hyphae of some phytopathogenic fungi. Currently, the use of alternative methods to control
diseases and pests in agriculture has been a recognized and necessary practice to minimize
damages to the environment and public health. This study aimed to investigate the action of clove
[Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry] essential oil on the in vitro mycelial growth of the
phytopathogenic fungi Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Fusarium oxysporum and Macrophomina
phaseolina. Analysis by gas chromatography-mass spectrometry allowed the identification of
eugenol (83.6%), eugenyl acetate (11.6%) and caryophyllene (4.2%). Microscopic evaluation of
mycelia showed several morphological changes such as presence of vacuoles, cell content
disorganization, decreased cell wall clearness, intense fragmentation and lower turgescence of
hyphae. Clove essential oil showed fungicidal activity at 0.15% on the growth of R. solani, F.
oxysporum and F. solani, but not for M. phaseolina. These results indicate favorable perspectives
for future use of clove essential oil to control these phytopathogens in agriculture.
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INTRODUCAO

O cravo da india, como é conhecido
popularmente, a espécie Syzygium aromaticum (L.)
Merr. & L.M.Perry, tem a origem descrita por Pahlow
(2004) como sendo das Filipinas e leste da Africa.
Outros autores a descrevem como originaria da india,
sendo também encontrado na Indonésia, Zanzibar e
Ceildo (Lorenzi & Matos, 2002; Banerjee et al., 2006;
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Paoli etal., 2007). E cultivado em vérios paises tropicais
inclusive no Brasil, mais precisamente no sul da Bahia,
estimando a &rea cultivada em 8.500 ha em mais de
3.000 propriedades, caracterizando-se como atividade
de agricultura familiar. Aprodugdo anual apresenta-se
em torno de 2.200 t de cravo seco (Reis et al., 2006).

A planta é arvore sempre verde, de copa
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alongada caracteristica, medindo de 10 a 20 m de
altura. A espécie é explorada principalmente para
extracao industrial do 6leo essencial obtido a partir
dos botées florais, folhas e outras partes. O uso
popular da espécie refere-se ao cha dos botbes florais
como carminativo e estimulante das funcfes
digestivas (Lorenzi & Matos, 2002). Na india é utilizado
pela medicina Ayurvédica, para tratamentos
respiratorios e transtornos alimentares. As
propriedades antissépticas e antibiéticas sdo também
exploradas em preparacao de dentifricios caseiros e
enxaguatoérios bucais (Banerjee et al., 2006).

Os estudos fitoquimicos do cravo revelam a
presenca de até 90% de 6leo essencial, no qual o
eugenol é o componente majoritario, acompanhado
por trans-cariofileno, acetato de eugenila e a-humuleno
(Paoli et al., 2007; Pereira et al., 2008). Segundo
Amaral & Bara (2005), Park et al. (2007) e Nzeako &
Lawati (2008), o eugenol pode contribuir com atividade
antifingica e antibacteriana (Lorenzi & Matos, 2002;
Pahlow, 2004; Oliveira et al., 2006; Pereira et al.,
2008). Estudos referentes ao potencial
anticarcinogénico ou quimiopreventivo, antioxidante,
antiagregante plaquetario e antitrombotico do cravo
tém sido descritos nas literaturas especializadas
(Lorenzi & Matos, 2002; Banerjee & Das, 2005;
Banerjee et al., 2006; Paoli et al., 2007).

Atualmente o uso de métodos alternativos
para o controle de doencas e pragas na agricultura,
visando minimizar os danos ao meio ambiente e a
salde publica é pratica reconhecida e necessaria
(Nist, 1998; Ranasinghe et al., 2002; Coitinho et al.,
2006; Souza et al., 2006; Pinto et al., 2008).

O desenvolvimento de pesquisas com
plantas medicinais representa uma possibilidade de
substituir o uso de agroquimicos por outros produtos
e contribuicdo na busca de novos ativos. Dentre esses
produtos, os 6leos essenciais apresentam baixa
toxicidade a mamiferos e estao sendo amplamente
testados no controle de fitopatégenos em diferentes
culturas (Daferera et al., 2003; Bastos & Albuquerque,
2004; Dingra et al., 2004; Gayoso et al., 2005; Diniz
et al., 2006; Silva & Bastos, 2007; Silva, 2008).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
pesquisar a atividade antifingica do 6leo essencial de
S. aromaticum sobre o crescimento micelial e provaveis
alteracBes nas hifas de fungos fitopatogénicos:
Fusarium oxysporum (Schl.) Snyder e Hansen, F. solani
(Mart.) Saac., Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid,
e Rhizoctonia solani Kuhn.

MATERIAL E METODO

Espécie utilizada
O cravo da india, S. aromaticum, foi adquirido
e dessecado em casa de produtos naturais na cidade
de Goiania/Goiés.
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Obtencao do 6leo essencial
Os botbes florais dessecados da S.
aromaticum comercial foram submetidos a destilagao
por arraste a vapor em aparelho de Clevenger modificado,
por 2 h, paraa obtencéo do éleo essencial (Costa, 2001).

Fungos fitopatogénicos estudados
Os fungos R. solani, F. solani, F. oxysporum
e M. phaseolina foram cedidos pela EMBRAPAArroz
e Feijdo - (CNPAF) e foram mantidos meio de cultura
Batata-Dextrose (BDA), a temperatura ambiente (28
a 30°C), sendo repicados mensalmente.

Avaliagcdo dacomposicao do 6leo essencial
de cravo
Amostras do 6leo essencial de S. aromaticum
foram submetidas a analise por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) no
aparelho Shimadzu QP5050A utilizando coluna capilar
de silica fundida (CBP-5; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum),
mantendo-se fluxo de 1 mL mint de hélio, e
aquecimento com temperatura programada (60°C por
2 min; 3°C por min até 240°C; 10°C por min até 280°C
e finalmente 280°C por 10 min), e energia de ionizacéo
de 70 eV. O volume de injecdo foi de 1 uL, no modo
Split com razédo de 1:5. A identificacdo dos
componentes foi realizada por comparacdo dos
espectros de massa e indices de retencdo com o0s
valores da literatura para 0s componentes mais comuns
de 6leos essenciais (Nist, 1998; Gayoso et al., 2005;
Myint et al., 2006; Oliveira et al., 2006; Adams, 2001;
Pereira et al., 2008). Os indices de retencéo foram
calculados através da co-injecao de uma mistura de
hidrocarbonetos, C8 - C32 (Dool & Kratz, 1963).

Investigacdo da atividade antifungica do
6leo de S. aromaticum

Para se investigar o efeito do 6leo essencial
de S. aromaticum sobre o crescimento de F.
oxysporum, F. solani, M. phaseolina e R. solani discos
de 5 mm de didmetro da coldnia jovem desses fungos
que foram depositados em frascos de vidro de 10 mL,
previamente esterilizados contendo 3 mL de caldo
Sabouraud 2% e o 6leo essencial a 0,15%.
Simultaneamente foram feitos controles negativos (sem
0leo). Apos 12 horas de incubacéo, os discos foram
levados ao microscépio Optico, para andlise das
alteracdes celulares das hifas. As imagens foram
obtidas por sistema de captura de imagens em
microscoépio Olympus BX40, acoplado a camera Sony
CCD-lris, e ao programa Image Pro Life.

Para investigar o efeito fungistatico ou
fungicida do 6leo essencial da S. aromaticum sobre
os fungos citados anteriormente, os discos de BDA
contendo os micélios tratados com 6leo essencial
na concentracdo de 0,15%, foram incubados
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novamente em placas de Petri contendo meio BDA e
mantidos a temperatura ambiente por 10 dias, a fim
de se observar o crescimento radial das col6nias dos
fungos fitopatogénicos estudados. Esses
experimentos foram realizados em duplicata.

RESULTADO

Avaliacdo da composicdo quimica do 6leo
essencial de S. aromaticum
Na analise por cromatografia gasosa (Figura
1), evidenciou-se que o 6leo essencial de S.
aromaticum comercial empregado nesse experimento
contém como componentes majoritarios: eugenol
(83,6%) - pico 3; acetato de eugenila (11,6%) - pico 5
e cariofileno (4,2%) - pico 7.

Avaliacdo da atividade antifungica do 6leo

de S. aromaticum
A analise microscopica dos micélios dos
fungos evidenciou diversas alteracdes morfologicas.
As Figuras 2A, 2C, 2E e 2G representam os controles
de R. solani, F. oxysporum, F. solani e M. phaseolina.
As Figuras 2B, 2D, 2F e 2H representam o0s
tratamentos, respectivamente. Foram evidenciadas

a presenga de vacuolos e desorganizacdo dos
contetdos celulares (Figuras 2B, 2D, 2F), diminuigao
na nitidez da parede celular (Figura 2D), intensa
fragmentacdo das hifas (figuras 2F, 2H), além de
menor turgéncia das mesmas (Figuras 2D, 2F, 2H),
0 que pode ser considerado um indicativo de
degeneracao celular.

Foi observado que, ao se reinocular em meio
de cultura BDA os discos contendo os micélios dos
fungos tratados com 6leo essencial, os fungos F.
oxysporum, F. solani e R. solani ndo retomaram o
crescimento, apenas M. phaseolina ndo teve o
crescimento inibido na concentragdo utilizada. Os
valores do didmetro das coldnias sdo expressos na
Tabela 1.

DISCUSSAO

A composic¢ao quimica do 6leo essencial de
cravo da India encontrado no comércio da cidade de
Goiania esta de acordo com os valores referenciais
descritos na literatura (Ranasinghe et al., 2002;
Banerjee et al., 2006; Pereira et al., 2008).

A inibicéo de fungos pelo 6leo essencial de
S. aromaticum pode ser justificada pela grande
porcentagem de eugenol, composto fendlico
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FIGURA 1. Cromatografia gasosa do 6leo essencial de S. aromaticum obtido no comércio em Goiania/GO.

TABELA 1. Efeito do 6leo essencial de S. aromaticum a 0,15% sobre o crescimento dos fungos Fusarium oxysporum,

F. solani, Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina.

Fungos testados

InibicAo do crescimento
micelial (%)

Crescimento radial
(didametro - cm)*

F. oxysporum 100
F. solani 100
R. solani 100

M. phaseolina

0

0
0

53

*Valores médios de duas repeticbes comparados aos controles negativos.

Rev. Bras. Pl. Med., Botucatu, v.13, n.2, p.240-245, 2011.



243
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FIGURA 2. Microscopia Optica através de um sistema de captura de imagens dos micélios de fungos fitopatogénicos
tratados com 0,15% de 6leo essencial da S. aromaticum: R. solani (2A-controle e 2B-tratamento), aumento de 40
X; F. oxysporum (2C-controle e 2D-tratamento), aumento de 40 X; F. solani (2E-controle e 2F-tratamento), aumento
de 40 X; M. phaseolina (2G-controle e 2H-tratamento), aumento de 100 X (2G) e de 40 X (2H).
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antisséptico de acao ja conhecida (Ranasinghe et
al., 2002; Daferera et al., 2003; Amaral & Bara, 2005;
Gayoso et al., 2005). Os resultados concordam com
avaliacdo feita por Amaral & Bara (2005) referente a
influéncia da atividade antifingica do 6leo de cravo em
concentragfes de 0,1 a 0,5% sobre fitopatégenos
presentes em sementes de arroz, feijdo, soja e milho.
Tal propriedade foi confirmada por Silva (2008), que
descreve diminui¢&o do crescimento micelial do fungo
Rhizopus stolonifer, em meio de cultura com 0leo
essencial de cravo, em concentracdes de 200, 400,
600 e 800 mg mL™. A atividade antifingica do oleo
essencial esta relacionada com sua hidrofobicidade,
a qual os permite interagir com os lipideos da parede,
membrana celular e da mitocéndria, alterando a
permeabilidade, causando disturbios nestas estruturas.
Os componentes do 6leo podem ligar-se a ions e
moléculas (hormonios) de outras células. E relatado
também por Silva et al. (2003) que os antifingicos
naturais provocam danos a membrana celular das
células expostas a eles, deixando-as extremamente
solliveis e com fraturas grosseiras que acabam por
expor o conteddo celular, inclusive o ndcleo.

Esses dados podem justificar a atividade
fungicida do 6leo de cravo na concentragdo de 0,15%
sobre o crescimento de F. oxysporum, F. solani e R.
solani. Em relacdo ao crescimento de M. phaseolina,
de acordo com a andlise microscépica do micélio,
néo foi observada vacuolizacdo celular e rompimento
de hifas, o que pode justificar a n&o inibicdo do
crescimento.

Dhingra et al. (2004) verificaram que o 6leo
das sementes de mostarda - Brassica spp adicionada
ao solo inibiu in vitro o crescimento de R. solani e
sugeriram que o mecanismo de inibi¢cdo envolvido no
controle do fitopatdgeno esté relacionado a presenca
de substancias como alilisotiocianato (AITC)
produzidos pelos tecidos dessas sementes. Como
essa substancia ndo é encontrada no 6leo essencial
de cravo, acredita-se que o0 mecanismo de acdo
envolvido na inibicdo seja diferenciado.

Os experimentos realizados no presente
trabalho permitem observar que o éleo de cravo causou
danos celulares aos fungos, no entanto, 0 mecanismo
de acéo ainda ndo esta esclarecido. Deve-se ressaltar
qgue nao se pode descartar a possivel atividade
antifingica das substancias minoritarias presentes no
oleo essencial da espécie estudada. Avaliacdes
complementares devem ser realizadas a fim de que
se possa determinar se 0 acetato de eugenila e o
cariofileno também exercem efeito antifingico e se
esses compostos atuam sinergicamente.

Assim, de acordo com os resultados
alcancados nesse trabalho, existe a indicacédo de boas
perspectivas para uso experimental do 6leo essencial
de S. aromaticum. O controle de fitopatdgenos em
casa de vegetacdo e em campo deve ser investigado,

uma vez que a exposicao a radiacao solar direta e
umidade relativa possibilite a reducéo da atividade
antifngica, conforme descrito por Diniz et al. (2006)
em experimentos realizados a campo utilizando
extratos combinados de cravo e outras espécies,
atomizados sobre a cultura, para controle de
Phytophythora infestans (de Bary) causador da
“requeima do tomateiro”.

Estudos posteriores deverdo investigar
também o comportamento in vivo desse 6leo, a fim
de que produtos derivados de S. aromaticum possam
ser utilizados como uma alternativa aos fungicidas
sintéticos.
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