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RESUMO

A cebolinha (Allium fistulosum L.) é infectada por Colletotrichum theobromicola, agente causador da
antracnose. Objetivou-se identificar os componentes majoritarios do 6leo essencial de Zingiber officinale
Roscoe e avaliar sua atividade antifungica contra C. theobromicola em condi¢Bes in vitro. O dleo
essencial foi obtido por hidrodestilacdo e a composicdo quimica do 6leo foi determinada por CG-MS.
Para determinar a atividade antifingica, foi adotado o métodos de diluicdo em agar e a inibicdo do
crescimento micelial e producéo de esporos foram analisadas. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Os componentes do 6leo essencial de Z.
officinale Roscoe mais abundantes foram: p-mentha-1 (7), 8-dieno (15,55%) e (-) -Zingibereno (47,75%).
Todas as concentragBes proporcionaram inibicdo do crescimento micelial, com valores para 150ul (52%)
e 200ul (68,60%). O aumento da concentracdo do dleo essencial também proporcionou redugdo da
esporulacdo do fungo em todas as concentragdes testadas. Os resultados validam o efeito dos 6leos
essenciais de gengibre sobre C. theobromicola no tratamento da antracnose da cebolinha.
Palavras-chave: Atividade antifingica. Oleo essencial. Antracnose.

Chemical composition and antifungal activity of Zingiber
officinale Roscoe essential oil on Colletotrichum
theobromicola, causador of allyum fistulosum (antarcnosis)

ABSTRACT

Chives (Allium fistulosum L.) are infected by Colletotrichum theobromicola, the causative agent of
anthracnose. The objective was to identify the major components of the essential oil of Zingiber officinale
Roscoe and to evaluate its antifungal activity against C. theobromicola under in vitro conditions. The
essential oil was obtained by hydrodistillation and the chemical composition of the oil was determined by
GC-MS. To determine the antifungal activity, agar dilution methods were adopted and the inhibition of
mycelial growth and spore production were analyzed. The data were submitted to analysis of variance and
the means were compared by the Tukey test at 5%. The most abundant components of the essential oil of
Z. officinale Roscoe were: p-mentha-1 (7), 8-diene (15.55%) and (-) -Zingiberene (47.75%). All
concentrations provided inhibition of mycelial growth, with values for 150ul (52%) and 200pul (68.60%).
Increasing the concentration of the essential oil also provided a reduction in sporulation of the fungus at
all concentrations tested. The results validate the effect of the essential oils of ginger on C. theobromicola
in the treatment of chives anthracnose
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INTRODUCAO.

A cebolinha (Allium fistulosum L.), conhecida popularmente como cebolinha
verde ou comum, pertence a familia Alliaceae (FILGUEIRA, 2000). Por ser uma
espécie condimentar é bastante apreciada pela populacdo brasileira para dar aroma e
sabor a uma diversidade de pratos tipicos (GAMA et al., 2016).

A cebolinha é infectada por diversos patdgenos que ocasionam prejuizos aos
produtores, como Colletotrichum theobromicola (Delacroix) responsavel pela
antracnose (MATOS et al., 2017). Para o controle dessa doenca, ndo ha fungicidas
registrados (AGROFIT, 2017) e uma das possiveis formas de manejo seria a adocéo de
métodos de controle alternativo advindos de produtos naturais. Oleos essenciais s3o
substancias naturais, oriundas do metabolismo secundario das plantas que se
caracterizam pela volatilidade e oleosidade, apresentam diversas aplicagdes industrias e
uma delas é como agentes antimicrobianos (PANDEY et al., 2017).

H& vérias vantagens no uso de O@leos essenciais na agricultura, pois sdo
compostos naturais, ndo deixam residuos, sdo considerados seguros, baixo custo e
podem ser utilizados em concentracdes relativamente baixas (SHOLBERG, GAUNCE
1995). As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais ja sdo bem documentadas
e podem fornecer alternativas aos fungicidas convencionais (Perricone et al., 2015).
Fungos como Aspergillus flavus, Neurospora sitophila e Penicillium digitatum sdo
completamente inibidos pelo 6leo essencial de Cymbopogon citratus (SONKER et
al., 2015).

A. parasiticus, A. flavus e A. clavatus sdo inibidos pelos 6leos de tomilho
(Thymus vulgaris L.), orégano (Origanum vulgare L.), cravo (Syzygium aromaticum
L.), capim-limdo (Cymbopogon citratus [DC] Stapf.) e gengibre (Zingiber officinale
Rosc.). (BOZIK et al., 2017). Entre as plantas medicinais e aromaticas que produz 6leo
essencial, o gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é uma planta herbacea, perene e
pertencente a familia Zingiberaceae (SALMOM et al., 2012) e seu 6leo essencial
apresenta compostos quimicos de natureza diversa (LOPEZ et al., 2017), como
antimicrobiana (BELLIK et al., 2014).

O objetivo deste estudo foi identificar os componentes majoritarios do 6leo
essencial de Zingiber officinale Roscoe e avaliar sua atividade antifingica contra C.

theobromicola em condicdes in vitro.
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MATERIAL E METODOS.
Os trabalhos foram realizados no laboratorio de fitopatologia do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazdnia no periodo de marco a agosto de 2018.

Obtencédo do 6leo essencial de Gengibre

O oleo essencial foi cedido pelo Dr. Francisco Célio Maia Chaves responsavel
pelo laboratorio de Produtos Naturais e Fitoquimica da EMBRAPA AMAZONIA
OCIDENTAL. O odleo foi obtido por hidrodestilacdo e a extracdo foi realizada no

aparelho tipo Cleavenger e armazenado na geladeira a 4°C até o teste e analise.

Analise da Composicdo Quimica do 6leo essencial

O oleo essencial foi analisado em um cromatografo a gas Agilent Technologies
7890b (CG System). Foi utilizado hélio como gas de arraste com a velocidade de 1,8
mL min-1; taxa de Split 1:20 com volume injetado de 1 pL. As temperaturas do injetor
e do detector foram 220°C e 240°C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi
de 60°C por 2 min, seguido de um incremento de 3°C por min até atingir 240°C, sendo
mantida constante por 15 minutos. Em todas as analises a energia do feixe de elétrons
foi de 70 eV. A identificacdo dos constituintes quimicos foi feita por comparacao dos
seus espectros de massa com 0s espectros de massa disponiveis no banco de dados do
equipamento (biblioteca Willey 7), com a literatura e pelo indice aritmético de retencédo
relativo (IA) a série de alcanos C9-C22 (ADAMS, 2007). A porcentagem relativa
desses constituintes foi realizada pela integracdo da area dos cromatogramas de ions
totais obtidos a partir da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(ROSADO et al., 2011).

Avaliacgéo da Atividade Antifungica sobre C. theobromicola

A atividade antifungica foi realizada no Laboratério de Fitopatologia do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazbnia (INPA), onde foi utilizado o isolado C.
theobromicola, registrado com numero (INPA 1809) onde estava armazenado pelo
Método Castellani. Foram utilizadas placas de Petri de 90 mm x 15 mm com meio de
cultura BDA (batata, dextrose, &gar), preparado com 200 g de batata, 20 g de dextrose e
20 g de agar por litro de &gua. Com o meio de cultura pronto, foi acrescentado 100 mg
L do antibi6tico Ampicilina para evitar contaminagdo por bactéria. Aliquotas do 6leo

essencial de gengibre correspondente a 0, 10, 50, 100, 150 e 200 ul foram incorporadas
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ao meio de cultura pelo método de diluicdo em agar e colocado 20 ml da mistura em
placas de Petri. Apos a solidificacdo, discos de micélio (7 mm de didmetro) do isolado
C. theobromicola foram depositados no centro das placas. Posteriormente foram seladas
com papel aderente e mantidas em camara de crescimento (B.0.D.) a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 h (FERREIRA et al., 2012).

A partir do sétimo dia apds a repicagem foram realizadas avaliaces das
colénias. O crescimento micelial foi obtido pela medida do didmetro das colonias em
dois sentidos perpendiculares, com o auxilio de um escalimetro. Com os dados obtidos,
foi determinado o percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC), utilizando a
férmula proposta por Bastos (1997).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com seis
concentragdes (0, 10, 50, 100, 150 ¢ 200 pl) e cinco repetigcdes, onde cada placa de Petri
constituiu uma unidade experimental. Os dados foram submetidos a anélise variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Para analises dos
dados foi utilizado o programa estatistico ASSISTAT 7.6 Beta.

Inibicéo da esporulacéo de C. theobromicola

A avaliacdo da esporulacdo fungica realizou-se 30 dias ap6s a repicagem. Para
tanto, 10 mL de agua destilada foi acrescentada sobre as colénias nas placas de Petri.
Posteriormente, com uma lamina de microscépio, realizou-se uma raspagem superficial
do meio de cultura e a suspensdo foi filtrada em gaze, com o auxilio de um funil de
vidro e recolhida em um béquer. A contagem do numero de esporos procedeu-se em
camara de Neubauer.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com seis
concentragdes (0, 10, 50,100,150 e 200ul) e cinco repeti¢cdes, onde cada placa de Petri
constituiu uma unidade experimental. Os dados foram submetidos a analise variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Para analises dos
dados foi utilizado o programa estatistico ASSISTAT 7.6 Beta

RESULTADOS E DISCUSSAO.

Os principais componentes dos 6leos essenciais de gengibre (Zingiber officinale)
detectados por GC-MS foram (+) - a-pineno (3,86%), Camphene (9,31%), p-mentha-
1(7),8-dieno (15,55%), PB-Citral (6,41%), a-Curcumine (5,55%), (-)-Zingibereno
(47,75%), a-farneseno (7,75%), B-Bisabolene (6,04%), B-sesquifelandreno (9,6%).
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Os resultados diferiram pelos observados por Machado et al., (2003) que
detectaram 0s constituintes majoritarios, respectivamente: o-zingibereno (20,6%;
24,3%), geranial (21,6%; 17,7%), B-sesquifelandreno (8,5%; 11%), a-farneseno (6,9%;
8%), cineol (6,0%; 7%), neral (8,2%; 4,9%), geraniol (4,5%; 6,9%) e y- curcumeno
(6,0%; 0,0%), respectivamente. Ja Dabague et al., (2011), avaliaram o teor e a
composi¢do do dleo essencial de rizomas de gengibre e constataram o geranial em
maior concentragao.

Estes estudos mostraram grandes variacfes na composicdo quimica do o6leo
essencial de gengibre. Estas variacGes de composicdo quimica dos dleos essenciais de
gengibre podem ser explicadas por vérios fatores, entre eles, as diferentes regiGes
geograficas, por fatores genéticos, como idade da folha e variacdes sazonais (LOPES et
al., 2017) e também a secagem e armazenamento pés-colheita, afetam na composicédo
quimica dos 6leos essenciais (OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, o tipo de material
vegetal utilizado e o método de extracdo de um 6leo essencial (NAKATSU et al. 2000).

Em relacdo a atividade antifungica do Oleo essencial de Z. officinale foi
constatado que independente das concentracfes testadas, todas inibiram o crescimento
micelial de C. theobromicola, apresentando efeito fungistatico. O tratamento controle
obteve valores de didmetro de col6nia em torno de 9 cm, obtendo-se diferenca
significativa em relagcdo as demais concentragdes, com valores de 7.4 cm (150 pl), 5.5
cm (100 pl), 4.2 cm (150 pl) e 2.9 cm (200ul). Em todas as concentracdes houve
inibicdo do crescimento mielial (PIC), com inibicdo acima de 50% para as
concentragdes 150 pl (52%) e 200 ul (68,60%). A Tabela 1 demostra que a atividade
antifungica do 6leo aumentou conforme o aumento das concentragdes estudadas.

As pesquisas realizadas por Bastos e Albuquerque (2004) corroboram com o
presente trabalho. Esses autores verificaram que o 6leo essencial de P. aduncum na
concentracdo acima de 100 pg mL™ inibiu em 100% tanto o crescimento micelial

quanto a germinacgéo de conidios de C. musae.
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Tabela 1- Efeito de diferentes concentracGes do 6leo essencial de Z. officinale sobre o crescimento
micelial de C. theobromicolla, agente causal da antracnose da cebolinha (Allium fistulosum). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tratamentos Crescimento médio micelial (cm) Percentual de
inibicao (%)
0 9.0a >
10pl 7.4b 17
50ul 6.4c 28
100ul 5.5d 38
1501 4.2e 52
200p1 2.9f 68,80
SMD 0.572
CV% 4.94

Diniz et al., (2008) investigaram in vitro, a atividade antifungica do o6leo
essencial de M. arvensis frente aos patdégenos Aspergillus sp., Penicillum rubrum,
Sclerotinia sp., Fusarium moniliforme e Corynespora cassiicola e constataram que 0
Oleo essencial de M. arvensis, em concentracdo de 100 pL, foi capaz de inibir
significativamente o desenvolvimento das diferentes espécies de fungos fitopatdgenos.

O aumento da concentracdo do Oleo essencial proporcionou reducdo na
esporulacdo do fungo em todas as concentragdes testadas. No entanto, segundo o Teste
de Tukey, apenas no tratamento controle houve diferenca significativa em relacdo as
concentracgdes testadas (Tabela 2).

Em trabalho in vitro avaliando o efeito de diferentes concentracdes dos 6leos
essenciais das especies arométicas, como Ocimum. selloi Benth. (alfavaquinha), Mentha
arvensis L. (horteld japonesa) e Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (cravo-
da-india) sobre o crescimento micelial e germinacdo dos basidiésporos de M.
perniciosa, 0s autores constataram uma reducdo gradativa do crescimento miceliano de
M. perniciosa com doses crescentes dos 6leos essenciais, obtendo-se inibi¢do total a
partir da concentracdo de 0,75 uL.mL™ todos os éleos essenciais testados (Chaussé et
al. 2011).
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Tabela 2 - Efeito de diferentes concentr¢cdes do 6leo essencial de Z. oficinalle sobre a inibicdo da
esporulacdo de C. theobromicola, agente causador da antracnose da cebolinha (Allium fistulosum).
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tratamentos Esporulagéo (cm?)

0 42,8a

10ul 16,3b
50ul 10,96b
100ul 12,86b
150ul 12,86b
200l 14,66b
SMD 7.165
VC% 14,17

A tendéncia atual nas pesquisas com produtos naturais € a obtencdo de
principios ativos contidos nas espécies vegetais para uma possivel aplicacdo em
microrganismos, entre eles, os fungos. As pesquisas envolvendo plantas medicinais tém
crescido significativamente em nUmero e importancia principalmente quanto aos

aspectos quimicos, etnobotanicos e atividade biolégica (ABRANTES et al., 2013).

CONCLUSAO.

O oleo essencial de gengibre apresenta varios compostos quimicos em sua
composicdo e a atividade antifungica do respectivo Oleo pode estar ligada a acdo
conjunta desses componentes que inibe tanto o crescimento micelial de Colletotrichum
thoebromicolla, quando a esporulacdo do patdgeno. ConcentracBes altas do oOleo
essencial de gengibre, como 200uL, reduz significativamente o desenvolvimento do
fungo. Assim, trabalhos avaliando o efeito desse Oleo essencial direto na planta sdo
importantes para propor medidas de controle alternativo no manejo de doengas em

plantas.
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