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Resumo: Botrytis cinerea € um fungo necrotrofico que afeta varias espécies de plantas, provocando
a podriddo cinzenta. A atividade antifungica dos 6leos essenciais (OEs) de Cymbopogon martinii,
Cinnamomum camphora, Mentha spicata e Mentha piperita e suas misturas binarias M1 (M.
piperita e C. martinii), M2 (M. piperita e C. camphora), M3 (M. piperita e M. spicata), M4 (C.
martinii e C. camphora), M5 (C. martinii e M. spicata), M6 (C. camphora e M. spicata) foi
avaliada contra o crescimento de B. cinerea pelo método de contato de vapor. A maior atividade
antifangica foi promovida pelos OE de M. spicata e C. martinii com inibicdo total do crescimento
micelial no volume de 5 pL. Neste estudo nenhuma das misturas apresentou melhor
desenvolvimento antifingico, ou seja, a inibicdo total do crescimento do fungo em menor
concentragdo quando comparada aos OEs individuais, indicando auséncia de sinergia. Portanto, os
OEs de M. spicata e C. martinii podem ser uma alternativa potencialmente eficiente e segura para
uso como potenciais fumigantes para o controle de B. cinerea em produtos frescos armazenados que
sdo sensiveis a tratamentos de imers&o.
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cinerea

VAPOR PHASE ANTIFUNGAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS AND THEIR
COMBINATIONS AGAINST Botrytis cinerea

Abstract: Botrytis cinerea is a necrotrophic fungus that affects various plant species, causing gray
rot. The antifungal activity of the Cymbopogon martinii, Cinnamomum camphora, Mentha spicata
and Mentha piperita essential oils (EOs) and their binary mixtures M1 (M. piperita and C.
martinii), M2 (M. piperita and C. camphora), M3 (M. piperita and M. spicata), M4 (C. martinii and
C. camphora), M5 (C. martinii and M. spicata), M6 (C. camphora and M. spicata) were evaluated
against Botrytis cinerea growth by the vapour contact method. The highest antifungal activity was
promoted by M. spicata and C. martinii EOs with total inhibition of mycelial growth at a volum of
5 uL. In this study none of the mixtures showed better antifungal development, that is, the total
inhibition of fungal growth in lower concentration when compared to individual EOs, indicating
absence of synergy. Therefore, M. spicata and C. martinii OEs may be a potentially efficient and
safe alternative for use as potential fumigants for the control of B. cinerea in stored fresh products
that are sensitive to dipping treatments.
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1. Introducéo

O mofo cinza, causado pelo importante fungo fitopatogénico Botrytis cinerea, resulta em
grandes perdas de rendimento em mais de 200 espécies de culturas em todo o mundo, especialmente
em culturas econdémicas como frutas e hortalicas. O controle efetivo de B. cinerea é dificil devido a
seus amplos mecanismos de ataque e complexidade da interacdo hospedeiro-patégeno (WANG at
al., 2019).

Tradicionalmente, o controle de fitopatdgenos ¢ alcancado pelo uso de fungicidas quimicos
sintéticos; entretanto, sdo necessérias alternativas para o controle desses patégenos devido a
preocupacdes crescentes relacionadas ao meio ambiente, a saide humana e ao uso generalizado e
continuado dessas substancias (PALOU et al., 2016).

Nesse contexto, os Gleos essenciais (OEs), um tipo de 6leo volatil extraido de plantas
aromaticas, receberam atencdo especial por serem geralmente reconhecidos como seguros para
consumo humano pelo FDA (BURT, 2004). Os o0leos essenciais (OEs) exercem fortes atividades
antibacterianas, antivirais e antifingicas, estimulando sua aplicacdo como antimicrobianos naturais
contra patdgenos pos-colheita (ASBAHANI et al., 2015).

Considerando que, em alguns casos, sdo necessarias aplicacdes em altas concentracBes para
que o OE tenha um efeito antimicrobiano, seu uso pode ter um impacto negativo nas propriedades
sensoriais do alimento. Para evitar esse efeito adverso, varios OEs podem ser misturados para
aumentar sua acao antimicrobiana e reduzir as concentrac@es individuais necessarias para aplicacao
(RENTSENKHAND et al., 2010). O possivel efeito sinérgico produzido pela combinacdo de 6leos
essenciais de plantas foi relatado como uma estratégia eficiente para combater a deterioracdo por
fungos durante a pds-colheita de frutas (AGUILAR-GONZALEZ, PALOU; LOPEZ-MALDO, 2015).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dos OEs de Cymbopogon martinii,
Cinnamomum camphora, Mentha spicata e Mentha piperita e suas misturas binarias contra o
crescimento de B. cinerea pelo método de contato de vapor.

2. Materiais e Métodos
2.2. Material

Os oOleos essenciais (OEs) de hortela-pimenta (Mentha piperita), palmarosa (Cymbopogon
martinii) e ho wood (Cinnamomum camphora) foram adquiridos da Laszlo Aromaterapia (Belo
Horizonte, Brasil). O OE de horteld verde (Mentha spicata) foi adquirido na Ferquima Ind. Ltda.
(Vargem Grande Paulista, S&o Paulo, Brasil).

2.2.2. Método por exposicdo aos volateis

Atividade antifangica in vitro de OEs M. piperita, C. martinii, C. camphora e M. spicata,
individualmente ou em combinagdes M1 (M. piperita e C. martinii), M2 (M. piperita e C.
camphora), M3 (M. piperita e M. spicata), M4 (C. martinii e C. camphora), M5 (C. martinii e M.
spicata), M6 (C. camphora e M. spicata) foram testados para avaliar se a combinagédo de OEs
podem apresentar maior atividade no controle de B. cinerea pela metodologia de exposicdo a
volateis.

A atividade antifungica foi avaliada pelo método de exposicao a volateis, segundo Yun et al.
(2013). A inibigdo do crescimento fungico foi verificada para diferentes quantidades de OEs
individuais e suas misturas (0; 5; 10; 20 e 30 uL), que foram aplicadas em um circulo de papel filtro
(20 mm?), fixado no centro da parte interna da tampa da placa de Petri (90x15 mm), que continha
PDA solidificado. O in6culo de B. cinerea foi transferido para o centro da placa, a partir de um
disco (5 mm de didmetro) contendo micélio (inoculo). As placas foram mantidas em fotoperiodo de
12h a 25 ° C, com medicdes do crescimento micelial de cada colonia realizadas a cada 8h, em duas
diregdes perpendiculares (didmetro em cm). A inibicdo do crescimento fungico nas diferentes
concentragdes de OEs individuais e misturas foi medida pela equagdo Pl (%) = (Controle do
Crescimento - Crescimento do Tratamento / Crescimento do Controle) x 100 (Plaza et al., 2004). A
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), quando presente, foi considerada a menor concentracdo do
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tratamento, dentre as concentracOes avaliadas, capaz de inibir completamente o desenvolvimento de
B. cinerea.

2.2.3. Andlise estatistica

O delineamento experimental foi o de fatorial randomizado, em esquema fatorial 10x6, com
dez tratamentos (Controle; M. piperita; M. spicata; C. martinii, C. camphora e as misturas binarias)
e seis concentracfes. O desvio padrdo das médias foi calculado e a diferenca estatistica das médias,
no nivel de significancia de 5% (p <0,05), foi determinada pelo teste de Tukey.

3. Resultados e Discusséo

O potencial antifingico de OEs em fase de vapor, é um propiedade importante que os torna
potenciais agentes fumigantes para a preservacdo de produtos frescos armazenados que S&o
sensiveis a tratamentos de imersdo (TZORTZAKIS, 2009), além de minimizar o residuo de OES nos
alimentos apds o tratamento. A Tabela 1 apresenta a porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial de B. cinerea e a concentracao inibitéria minima dos OEs na fase de vapor. Os OEs de C.
martinii e M. spicata apresentaram a maior eficicia contra B. cinerea, com uma taxa de inibicéo de
100% no volume de 5 puL. Os OEs de C. camphora e M. piperita apresentaram a menor atividade
antifingica na fase vapor quando comparado aos demais 6leos individualmente, com capacidade
total de inibicdo do crescimento micelial no volume de 10 uL. Neste método, a combinac¢ao dos
OEs também ndo resultou em aumento da atividade antifingica e todas as misturas avaliadas
apresentaram inibigdo total do crescimento micelial no volume de 10 pL. O mesmo foi observado
por Hossain et al. (2016), em um ensaio de fase de vapor usando OEs de tangerina e eucalipto
combinados com OEs de tomilho e orégano, respectivamente, ndo produziram interacdo e nao
resultaram em uma melhora na atividade antifingica contra Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus e Penicillium chrysogenum.

A eficicia da fase de vapor de OEs contra patdgenos de frutos pos-colheita tem sido
evidenciada em estudos. As combinacbes EO de mostarda e cravo-da-india na fase de vapor
inibiram sinergicamente B. cinerea em morangos (AGUILAR-GONZALEZ, PALOU; LOPEZ-
MALO, 2015). A fase de vapor de Lippia scaberrima EO controlou Colletotrichum gloesporioides
e Botryosphaeria parma, patdgenos de deterioracdo pos-colheita em manga (REGNIER ET AL.,
2008).

A aplicacdo dos OEs em combinacdo, explora a possibilidade de ocorrer efeito sinérgico
entre os componentes dos OEs potencializando sua atividade, reduzindo os volumes necessarias de
OE para inibir o crescimento total do fungo alvo. No entanto, neste estudo nenhuma das misturas
apresentou melhor desenvolvimento antifungico, ou seja, a inibicdo total do crescimento do fungo
em menor concentracdo quando comparada aos OEs individuais, indicando auséncia de sinergia.
Comportamento semelhante foi relatado por Hossain et al. (2016), em um ensaio de fase de vapor
usando EO de tangerina e eucalipto, que quando combinados com EO de tomilho e orégano,
respectivamente, ndo produziram interacdo e ndo resultaram em uma melhora na atividade
antifungica.

A sinergia é influenciada pelos principais compostos dos 6leos essenciais, uma vez que
componentes menores podem ter um papel mais critico nesse efeito, com a atividade dos
componentes principais sendo modulada por outras moléculas menores (SAHAF;
MOHARRAMIPOUR, 2008). A maior parte da atividade antimicrobiana dos OE parece ser
derivada de terpendides oxigenados, particularmente terpenos fendlicos, fenilpropandides e alcoois.
Outros constituintes, como hidrocarbonetos, que normalmente mostram atividades baixas, podem
ser usados em combinagBes para aumentar suas bioatividades (BASSOLE; JULIANI, 2012).
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4. Conclusodes

Foram estudados os efeitos antifungicos em fase de vapor de quatro 6leos essenciais
isolados e em combinacéo contra B. cinerea. Com base nos resultados, C. martinii e M. spicata
exibiram a maior atividade antifungica pelo ensaio de fase de vapor. As combinacdes dos dleos
essenciais ndo mostraram sinergia significativa na inibicdo do crescimento de B. cinerea. Portanto,
esses Oleos podem ser uma alternativa potencialmente eficiente e segura para uso como agentes
fumigantes no controle de B. cinerea na pds-colheita de frutos.
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