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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 6leo essencial de capim-liméo
(OECP) sobre a producdo da micotoxina zearalenona (ZEA) pelo fitopatdgeno
Fusarium graminearum. Os componentes majoritarios do OECP foram geranial
(40,5%), a-citral (35,7%) e neral (6,3%) identificados por CG/EM. A concentracao
inibitéria minima (CIM) obtida foi de 1000 pg/mL de OECP. O microcultivo do fungo
nos tratamentos de 500, 1000 e 2000 pg/mL de OECP demonstraram alteracbes
morfolégicas nas estruturas flngicas, estas foram observadas em microscopia
Optica. Para avaliar a inibicdo na producdo da micotoxina, o fungo foi cultivado na
presenca do OECP nas concentracbes de 250, 500, 750 e 1000 pg/mL. A
porcentagem de inibicdo foi crescente, conforme o aumento da concentracdo de
OECP, sendo que a partir da concentracao de 750 pg/mL houve inibicdo total da
producédo de ZEA.

Introducao

Fusarium graminearum é um fungo de importancia econémica, tendo em vista sua
capacidade de causar perdas de plantio, uma vez que estd associado a doencgas de
graos e producdo de micotoxinas, entre elas, a zearalenona (ZEA) e os tricotecenos.
A ZEA representa uma ameaca para a saude humana e animal, pois trata-se de uma
substancia estrogénica néo esterdide, que atua ligando-se ao receptor do
estrogénio, ocasionando assim, distUrbios de reproducéo e alteragdes nos genitais.

Para evitar a contaminacdo dos graos sao aplicados fungicidas sintéticos, porém,
isso encarece a producdo, promove risco ao trabalhador e, ainda, ha uma
preocupacdo quanto aos residuos deixados nos alimentos e no meio ambiente.
Dessa forma, ha uma crescente busca por alternativas mais seguras que substituam
0os produtos sintéticos. Os compostos extraidos de plantas tém se tornado uma
opcao relevante para esta finalidade, por apresentarem baixa toxicidade aos
mamiferos, menor impacto ambiental e ampla aceitacdo publica. Neste contexto, o
0leo essencial de capim-limdo (OECP) tem sido estudado e apresentou capacidade
de inibicdo de crescimento de varias espécies de fungos (TZORTZAKIS et al., 2007).
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Assim, este trabalho visou avaliar o efeito do Oleo essencial de capim-liméo
(Cymbopogon citratus) na producéo de zearalenona por Fusarium graminearum.

Materiais e métodos

O OECP utilizado foi fornecido pela empresa BioEsséncia® e o isolado do fungo F.
graminearum foi obtido do banco de isolados do Laboratério de Toxicologia da UEM.
A caracterizacdo do OECP se deu utilizando-se cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (CG/EM). Os compostos presentes foram identificados
analisando os tempos de retengdo dos picos e confirmados através de uma mistura
padrao de n-alcanos (Cg-Cyo, Sigma-Aldrich). Em seguida, foi realizada a
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) do OECP, por meio do teste
de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008), em que se utilizou uma solucdo contendo
24,5 x 10° conidios/mL.

Para realizacdo do microcultivo, foram transferidas para uma lamina uma porcao de
cerca de 1lcm2 do meio YES (Yeast Extract Sucrose) agar contendo as
concentracbes de 500, 1000 e 2000 pg/mL de OECP. Em seguida, o fungo foi
inoculado nas quatro laterais do meio e coberto com uma laminula. A lamina foi
entdo colocada em uma placa de vidro contendo filtro umedecido com &gua estéril,
sendo incubada em BOD por 7 dias a 25°C em luz negra. Apdés esse periodo,
procedeu-se a coloracdo com azul de lactofenol e leitura em microscopia optica.

O isolado foi cultivado na auséncia (controle fungico) e presenca (teste) do OECP
no meio de cultura YES agar. Os meios testes continham OECP nas concentraces
de 250, 500, 750 e 1000 pg/mL. O fungo foi inoculado com um plug central, e entéo,
as placas foram incubadas na BOD por 15 dias a 25°C em luz negra. Para extracao
de ZEA foram retirados plugs de 8 mm de cada placa, os quais foram transferidos
para frascos contendo acetato de etila-diclorometano-metanol (3:2:1, viviv) e 1 %
de acido férmico. Os recipientes foram entdo levados para o banho de ultrassom
por 45 minutos. Apds, 1 mL do extrato de cada frasco foi transferido para outros
recipientes, os quais foram colocados em banho maria a 40°C até evaporacédo dos
solventes. Em seguida, as amostras foram armazenadas a -20°C para andlise
posterior.

A determinacdo de ZEA procedeu-se por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), sendo que a identificacdo da micotoxina foi efetuada com base no tempo de
retencdo comparado ao padréo e, a quantificagéo, por padronizacdo externa, a partir
de curvas analiticas. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e
analisados utilizando a analise de variancia (ANOVA), e para multiplas comparacdes
o teste de Tukey, com o auxilio do programa GraphPad Prism 5°.

Resultados e Discussao

A analise cromatografica revelou que os componentes majoritarios do OECP foram o
geranial (40,5%), a-citral (35,7%) e neral (6,3%) de um total de 94,6% de compostos
identificados por CG/EM. A CIM obtida foi 1000 pg/mL de OECP em
F. graminearum. Além disso, conforme exibido pela figura 1, a leitura do microcultivo
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revelou que desde a menor concentracdo do OECP, foi possivel observar diferencas
na estrutura das hifas e macroconidios do fungo, em relacéo ao controle flngico.
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Figura 1. Microscopia 6ptica da morfologia de Fusarium graminearum frente as diferentes
concentracdes do 6leo essencial de capim-liméo (Cymbopogon citratus). A. Controle

Fiangico; B. 500 pg/mL; C. 1000 pg/mL e D. 2000 pg/mL.

Na figura 1A (controle fungico) estdo destacados varios macroconidios e hifas com
morfologia caracteristicas do F. graminearum. Nas figuras 1B, 1C e 1D, o fungo esta
exposto as concentracdes de 500, 1000 e 2000 pg/mL de OECP, observa-se que os
macroconidios estdo deformados e as hifas, delgadas. Além disso, essas altera¢cbes
tornam-se mais evidentes conforme ha o aumento das concentracbes do OECP.
Kumar et al. (2016) ao exporem F. graminearum ao Oleo essencial de acafrdo
também observaram mudancas significativas no micélio do fungo. Por microscopia
eletrénica de varredura, 0os autores constataram que houve perda da integridade da
membrana das células, ocasionando reducdo do conteudo citoplasmatico das hifas.
O mesmo pode ter ocorrido no presente trabalho, levando as alteracdes
morfolégicas observadas por microscopia Optica. Por fim, a atividade
antimicotoxigénica do OECP, em relacdo a ZEA, estd apresentada na tabela 1.
Como pode ser observado, a porcentagem de inibicdo € maior a medida que se
aumenta a concentragdo de OECP utilizado, apresentando diferenca estatistica
significante, quando comparada ao controle fangico. Além disso, nas maiores
concentracOes avaliadas (750 e 1000 pg/mL) houve inibicdo total na producéo de
ZEA pelo F. graminearum.

Tabela 1. Efeito inibitério do 6leo essencial de capim-limédo (Cymbopogon citratus) na producéo de
zearalenona por Fusarium graminearum, in vitro.

. . Zearalenona
Oleo essencial ~ —
(ug/mL) Concentra(;k;alo Inibicdo
(Hg/mL) (%)
CF¢ 33,420+ 0,001527 0
250 25,810 + 0,002082% 22,77
500 8,533 + 0,002646% 74,46
750 - 100
1000 - 100

“ Diferenca estatistica significante (p<0,05) quando comparado ao Controle Flngico.
®Valores obtidos por analise em CLAE expressos em média + desvio padréo.
¢ Controle Fungico (inéculo livre da adi¢do do 6leo essencial).
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A producdo de ZEA por F. graminearum também foi estudada por Kalagatur et al.
(2015) ao exporem o fungo ao 6leo essencial de manjericdo sagrado. Neste estudo,
a sintese da micotoxina foi avaliada em gréos de milho artificialmente contaminados
(in situ) e observou-se a diminuicdo da sintese de ZEA conforme aumento da
concentracdo de Oleo essencial utlizado. Esses resultados corroboram com este
trabalho, mesmo sendo realizado in vitro e com outro 6leo essencial.

Conclusbes

Os resultados demonstraram que o OECP foi efetivo para inibicdo da producao de
ZEA em F. graminearum a partir da concentragao de 250 pg/mL, com inibi¢céo total
em 750 pg/mL. Além disso, foi possivel evidenciar alteragcbes morfologicas
significativas nas estruturas fangicas causadas pelo OECP a partir de 500 pg/mL de
OECP. Apesar dos resultados promissores, se faz necessario estudos
complementares in situ e in vivo, para assegurar a aplicabilidade do OECP como
fonte alternativa aos fungicidas e/ou conservantes de alimentos sintéticos.
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