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Resumo

Os fungos toxigénicos, produtores de micotoxinas, sdo grandes
contaminantes de produtos alimenticios, causam significativa perda
econbmica e danos a saude humana e animal. O presente trabalho propds
avaliar a acdo antifungica do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.
(alecrim) em Fusarium graminearum. O efeito do 6leo essencial de alecrim
(OEA) sobre a inibicdo do desenvolvimento micelial do F. graminearum foi
avaliado nas concentracdes de 70 a 1250 pg/ml para a cepa 5D e 40 a 600
pg/ml para cepa 9D , ambas em meio BDA pH 4 e incubadas em estufa BOD
a 25°C por 15 dias . A inibicdo micelial foi significativa (p<0,05) desde as
menores concentracdes de 6leo essencial para a cepa 5D, ja para cepa 9D a
inibicdo micelial foi significativa (p<0,05) apenas em 600 pg/ml do OEA. A
Microscopia Eletrébnica de Varredura revelou que com o aumento da
concentragdo do OEA houve redugdo na quantidade de macro e
microconidios, que se apresentaram finos e enrugados, devido a reducéo de
conteudo citoplasmatico. Os resultados mostraram que o OEA foi capaz de
inibir o desenvolvimento micelial do F. graminearum por lesar a parede
celular e causar o extravasamento do conteudo citoplasmatico.

Introducéo

O Oleo essencial de alecrim (OEA) é constituido por hidrocarbonetos
monoterpénicos, ésteres terpénicos, linalol, 1,8-cineol, canfora, terpineol, 3-
octanona e acetato de isobornila (ALONSO JR, 1998), dentre outros
compostos que agem normalmente na membrana citoplasmatica dos micro-
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organismos. Sendo o OEA um fungicida natural, este tem apresentado
atividade inibitoria no crescimento micelial de muitas espécies de fungos.

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios que ocorrem naturalmente,
sendo produzidas principalmente por fungos filamentosos, tais como
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (IQBAL et al., 2014). Do género
Fusarium destaca-se o complexo Fusarium graminearum, este € produtor de
micotoxinas, tais como: a zearalenona, encontrada no milho (HAUSCHILD et
al., 2007) e possui atividade estrogénica; o Nivalenol (NIV) e o
desoxinivalenol (DON), que possuem atividade citotdéxica. Essas micotoxinas
apresentam também atividade teratogénica, neurotéxica e
imunossupressora. Este trabalho avaliou a acdo do OEA em duas cepas de
F. graminearum.

Materiais e métodos

O OEA foi obtido das folhas secas de R. officinalis pelo método de
hidrodestilacao utilizando o aparelho de Clevenger.

As cepas (5D e 9D) do fungo F. graminearium foram obtidas do banco de
isolados do Laboratério de Toxicologia da Universidade Estadual de
Maringa. As cepas foram mantidas em estoque de silica, acondicionadas em
refrigerador a 4°C. Foram feitos cultivos das cepas em meio SNA (Spezieller
Nahrstoffarmer Agar). Os tubos foram incubados em estufa BOD (FANEM
Modelo 347G) a 27 °C, na presenca de luz negra, por 15 dias. Foi realizada
a contagem de conidios através de microscépio optico para a diluicao.

A concentracao inibitéria minima (CIM) do OEA foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo conforme a NCCLS-M38-A. Para determinacdo da
concentracdo fungicida minima (CFM) do oleo essencial, foram retiradas
amostras dos pocos que nao apresentaram crescimento fungico visivel, e
estas, reinoculadas em placas contendo Agar Sabouraud e incubadas a
25°C por 24 h.

Para avaliar o poder inibitério do OEA foram usadas placas de Petri
contendo meio BDA pH 4 (acidificado com HCI), juntamente com o OEA nas
concentracdes de 70 a 1250 pug/ml e de 40 a 600 pg/ml para as cepas 5D e
9D, respectivamente. Foi adicionado o inéculo e incubado em estufa BOD
(FANEM Modelo 347G) a 25°C por 15 dias. Posteriormente, os halos de
inibicdo foram medidos em centimetros tomando-se a média dos diametros
(n=4) e obteve-se a porcentagem de inibicdo através da formula: Dc - Dt/Dc
x 100.

Para analise morfologica do fungo foi realizada a microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), utilizando o meio SNA, com concentracdes do OEA de 150
a 600 pg/ml para a cepa 5D e 10 a 300 pg/ml para a 9D. As amostras foram
pré-fixadas em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (EM Sciences,
Philadelphia, PA, EUA) e glutaraldeido 2,5% (Sigma Chemical, St Louis, MO,
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EUA) (9:1, v/v.) e preparadas de acordo com a técnica descrita por Endo et
al. (2010). Os resultados foram analisados pelo programa GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, Inc.), através da analise de variancia (ANOVA). Os
resultados foram expressos em média *+ desvio padrdo, e as diferencas
foram consideradas significativas em valores de p<0,05.

Resultados e Discussao

O efeito do OEA produziu valores médios de inibigdes no desenvolvimento
micelial de F. graminearium que variaram de 12,66 a 65,15% para a cepa 5D
e 2,3 a 36,9 % para a cepa 9D, conforme a Figura 1. A eficacia do
tratamento foi linear conforme o aumento da concentragcéo. Estes resultados
condizem com as alteracbes observadas por Daferera et al. (2003), estes
verificaram inibicdo de 72 % do crescimento radial de Fusarium sp, ao trata-
lo com 1000 pg/mL.
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Figura 1. Efeito inibitério (% de inibicdo) em F. graminearum pela acdo do éleo essencial de
alecrim nas concentracdes de 40 a 600 pg/ml para cepa 9D e 70 a 1250 pg/ml
para cepa 5D.

A acdo do OEA sobre a cepa 5D apresentou diferenga significativa em
relacdo ao controle (p<0,05) em todas as concentracdes testadas. Ja sobre
a cepa 9D o OEA apresentou diferenga significativca (p<0,05) apenas em
600 pg/mL.

Na andlise morfolégica o OEA promoveu reducdo na quantidade de
macroconidios e microconidios para ambas as cepas. Os macros,
microconidios e hifas apresentaram-se finos e enrugados, devido a reducao
de conteudo citoplasmatico pela ruptura da estrutura da parede celular pelos
componentes do OEA.
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Conclusbes

O estudo em questdo demonstrou que o OEA foi capaz de inibir o fungo F.
graminearum “in vitro”. Diante do exposto, conclui-se que o 6leo essencial de
alecrim pode ser utilizado para o controle alternativo de fungos na colheita
e/ou no armazenamento de grdos. No entanto, estudos futuros sao
requeridos para a avaliacdo de uma possivel fungitoxicidade “in vivo”.
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