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Resumo

O orégano (Origanum vulgare) ¢ uma planta aromatica amplamente utilizada como condimento na culindria. Das folhas desse condimento
obteve-se, a partir de hidrodestilagdo utilizando um aparelho de Clevenger modificado, um 6leo essencial constituido majoritariamente por
4-terpineol (8,3%), acetato de linalila (2,0%), timol (32,0%), carvacrol (50,0%) e espatulenol (4,1%). Testou-se o efeito desse 6leo essencial sobre
a germinagao de esporos e crescimento micelial de alguns fungos causadores de doengas em culturas de importancia economica (Corynespora
cassiicola, Fusarium sp., Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani). Observou-se que todos os fungos testados tiveram inibi¢do
completa do crescimento micelial e da germinagdo de esporos pela a¢ao do 6leo essencial de Origanum vulgare para concentragdes a partir
de 500 ppm. A atividade antifiingica desse 6leo essencial deve estar associada a presenca dos fendis monoterpénicos timol e carvacrol, que
sdo reportados na literatura por suas atividades antimicrobianas. Esses resultados sugerem a potencialidade de aplicagdo do 6leo essencial de
orégano para o controle alternativo de doencgas ocasionadas pelos fungos avaliados nesse trabalho.

Palavras-chave: Origanum. Fenois. Fungos.
Abstract

Oregano (Origanum vulgare) is an aromatic plant widely used as a culinary condiment. From the leaves of this condiment, it was obtained, through
hydrodistillation with a modified Clevenger device, an essential oil comprising 4-terpineol (8.3%), linallyl acetate (2.0%), thymol (32.0%), carvacrol
(50.0%) and spathulenol (4.1%). The effect of this essential oil was tested on spore germination and mycelial growth of some fungi (Corynespora
cassiicola, Fusarium sp., Colletotrichum gloeosporioides and Rhizoctonia solani), which cause diseases in crops of great economic importance. It was
observed that all the tested fungi had complete inhibition of mycelial growth and spore germination, as a result of the action of the Origanum vulgare
essential oil in concentrations starting in 500 ppm. The antifungal activity of this essential oil must be associated with the presence of thymol and
carvacrol monoterpenic phenols, which are reported in literature for their antimicrobial activity. These results suggest the potential of oregano essential
oil application for the alternative control of diseases caused by the fungi evaluated in this work.

Keywords: Origanum. Phenols. Fungi.

1 Introducéo Pesquisas envolvendo Oleos essenciais, especialmente

. P os obtidos de membros da familia Lamiaceae, tal como o
Os oleos essenciais sdo misturas complexas que podem ’

. A o orégano (Origanum vulgare), tém apresentado resultados
conter, em alguns casos, 100 ou mais substancias volateis. g (Orig gare), P

Seus constituintes podem pertencer as mais diversas classes ~ PrOMISSOres 1o controle de fungos patogénicos do arroz

de compostos, porém os terpenos ¢ os fenilpropenos sdo as
classes de compostos mais comumente encontrados. Varios
estudos tém reportado que os Oleos essenciais apresentam
atividade inibitdria frente a varios fungos fitopagénicos.
Dessa forma, vérios grupos de pesquisa vém pesquisando a
utilizagdo de produtos naturais como alternativa no controle
fitossanitario em sistemas de cultivos, em substituicdo
aos pesticidas sintéticos'. Esses produtos naturais tém
sido amplamente estudados por possuirem alta atividade
antimicrobiana, baixa toxidade ao homem, serem de facil
degradacdo e por apresentarem pouco impacto ao meio
ambiente?.
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(Alternaria sp., Bipolaris oryzae, Curvularia sp., Gerlachia
oryzae, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum)®. O 6leo
essencial de orégano, em estudos in vitro, foi capaz de inibir o
crescimento micelial e a produgao de aflatoxina de Aspergillus
parasiticus, A. niger, A. flavus e A. ochraceus**. Essas atividades
sdo associadas, principalmente, aos compostos majoritarios
(timol e carvacrol) presentes nesse 6leo essencial, que possuem
atividade antimicrobiana frente a varias bactérias e fungos.
Como constituintes minoritarios observam-se a presenca de
alcoois monoterpénicos (linalool, 4-terpineol), hidrocarbonetos
monoterpénicos (p-cimeno, terpinoleno, terpineno e pineno)
e sesquiterpenos (B-cariofileno, germacreno e espatulenol),
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que também possuem atividade antimicrobiana®’. Cleff et al.®
demonstraram que o 6leo essencial de orégano, constituido
majoritariamente  por 4-terpineol (47,95%), carvacrol
(9,42%), timol (8,42%) e o-terpineol (7,57%), apresentou
promissora atividade antimicrobiana contra Candida albicans,
C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae ¢ C. dubliniensis. O
orégano, além das atividades mencionadas, possui propriedades
anti-inflamatdrias, antioxidantes, anticancerigenas, emolientes
e digestivas’. No entanto, a eficicia da atividade antimicrobiana
do 6leo essencial de orégano pode variar, principalmente, em
fung¢ao dos teores de timol e carvacrol presentes, que dependem
de fatores abidticos como o tipo de solo, o clima, as praticas
agricolas, a variedade do orégano e o processo de extragdo do
oleo essencial'®.

Entre os fungos fitopatogénicos causadores de doengas
em culturas de grande importincia econdmica ha: (a)
Corynespora cassiicola - agente causal de doenca em mais
de 70 espécies de hospedeiros distribuidos em diversos
paises de clima tropical e subtropical'. O principal sintoma
de doenga causada por C. cassicola sao manchas foliares,
cujas formas e coloracdo variam de acordo com o hospedeiro
encontrado'?; (b) Fusarium sp. — provoca danos nas sementes
de milho, arroz, trigo, sorgo e cevada'*!%; (¢) Colletotrichum
gloeosporioides — agente causal da antracnose que pode
provocar danos nos o6rgaos aéreos como folhas, botdes florais,
ramos e frutos em diversas culturas (abacateiro, berinjela,
cafeeiro, cajuzeiro, caquizeiro, citros, macieira, mangueira
e videira)'®; (d) Rhizoctonia solani — afeta as culturas da
batata, do feijdo, do fumo, do milho e da soja, causando
podriddes radiculares no inicio do desenvolvimento da
plantula e provocando redu¢@o no vigor e na germinagado da
semente'®,

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
estudar a composi¢cdo quimica e avaliar o efeito do dleo
essencial de Origanum vulgare na germinagdo de esporos
e crescimento micelial de alguns fungos fitopagénicos
(Corynespora cassiicola, Fusarium sp., Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizoctonia solani).

2 Material e Métodos

2.1 Obtencio do dleo essencial

Para obten¢dao do oOleo essencial, foram submetidas a
hidrodestilagdo 100 g de folhas de orégano, adquiridas no
comércio de Maringa-PR, e utilizado o aparelho de Clevenger
por 2 horas. Ap6s o tempo indicado, o o6leo essencial foi
separado da agua e seco com sulfato de sodio.

Uma aliquota do 6leo essencial de orégano foi submetido a
coluna cromatografica de silica gel eluida com n-hexano: acetato
de etila em gradiente de polaridade para fornecer trés compostos
puros {4-terpineol, acetato de linalila e espatulenol} e uma
mistura constituida de timol e carvacrol.

4-terpineol: RMN de 'H: § 5,31 (sl, 1H, H-2); 1,70 (sl, 3H,
H-7); 0,96 (d, J = 6,9 Hz, 3H, H-10 ou H-9); 0,93 (d, J = 6,9
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Hz, 3H, H-9 ou H-10). RMN de °C: § 133,9 (C-1); 118,4 (C-
2); 71,8 (C-4); 36,8 (C-8); 34,6 (C-3); 30,8 (C-5); 27,1 (C-6);
23,3 (C-7); 16,84 ¢ 16,86 (C-9 ¢ C-10).

Acetato de linalila: RMN de 'H: 6 1,55 (s, 3H, H-10); 1,60 (s,
3H, H-9); 5,13 (dl, J= 11,3 Hz, 1H, H-3); 5,16 (dl, /= 17,5
Hz, 1H, H-3); 5,98 (dd, J=17,5 ¢ 11,3 Hz, H-2). RMN de “C:
3 169,8 (COOCH,); 141,7 (C-2); 131,7 (C-8); 123,7 (C-4);
113,0 (C-3); 82,9 (C-1); 39,8 (C-6); 25,7 (C-10); 23,7 (C-5);
22,5 (C-7); 22,3 (COOCH,); 17,7 (C-9).

Espatulenol: RMN de 'H: & 4,70 (sl, 1H, H-15); 4,67 (sl, 1H,
H-15); 1,29 (s, 3H, H-14); 1,06 (s, 3H, H-13); 1,05 (s, 3H,
H-12); 0,46 (dd, J=11,2 ¢ 9,5 Hz, H-6). RMN de '*C:  153,3
(C-10); 106,2 (C-15); 80,9 (C-4); 54,4 (C-1); 53,4 (C-5); 41,8
(C-3); 38,9 (C-9); 30,0 (C-6); 28,7 (C-12); 27,6 (C-7); 26,8
(C-2); 26,2 (C-14); 24,9 (C-8); 20,4 (C-11); 16,4 (C-13).

Timol: RMN de 'H: 8 7,51 (d, J= 7,6 Hz, 1H, H-5); 7,15 (dI,
J=17,6 Hz, 1H, H-6); 6,94 (sl, 1H, H-2); 3,64 (hepteto, J =
7,0 Hz, H-8); 2,65 (s, 3H, H-7); 1,66 (d,J="7,0 Hz, 6H, H-9 ¢
H-10). RMN de 1*C: 5 152,1 (C-3); 136,3 (C-1); 131,6 (C-4);
126,0 (C-5); 121,6 (C-6); 116,1 (C-2); 26,6 (C-8); 22,7 (C-9
e C-10); 20,8 (C-7).

Carvacrol: RMN de 'H: 6 7,51 (dl, J= 7,6 Hz, H-6); 7,45 (dI,
J =1,6 Hz, H-5); 7,04 (sl, 1H, H-3); 3,20 (hepteto, J = 7,0
Hz, H-8); 2,64 (s, 3H, H-7); 1,61 (d, J= 7,0 Hz, H-9 ¢ H-10).
RMN de BC: 8 153,2 (C-2); 148,1 (C-4); 130,7 (C-6); 121,2
(C-1); 118,7 (C-5); 113,1 (C-3); 33,7 (C-8); 23,9 (C-9 ¢ C-10);
15,4 (C-7).

2.2 Analise cromatografica

Asanalises de cromatografia gasosa (CG) foramrealizadas
em um cromatdgrafo Thermo Electron Corporation, modelo
Focus GC, utilizando as seguintes condigdes: coluna capilar
DB-5 (30 m x 0.32 mm, 0.50 mm); temperatura da coluna,
60 °C (1 min) até 180 °C a 3 °C/min; temperatura do injetor
220 °C; temperatura do detector 220 °C; razdo split 1:10;
gas de arraste He; fluxo do gas de 1.0 mL/min. O volume
injetado 1 pL foi diluido em acetona (1:10). As analises
de CG-EM foram realizadas em espectrometro de massas
Quadrupolo (Thermo Electron Corporation, modelo DSQ
II), operando a 70 V. A identificagdo dos componentes
individuais foram baseadas na comparacao com o indice de
retengdo em colunas apolares e comparagdo com espectro de
massas de padrdes adquiridos da Sigma-Aldrich e com dados
da literatura'”.

2.3 Ressonincia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H, *C ¢ DEPT foram obtidos
em um espectrdmetro VARIAN modelo Gemini 2000BB
300 MHz (300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para *C). Os
deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou o proprio
solvente (CDCI,, 7,27 ppm para 'H e 77,00 ppm para C).
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2.4 Fungos fitopatogénicos estudados

Os fungos Corynespora cassiicola, Fusarium sp.,
Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani foram
cedidos pela EMBRAPA Arroz e Feijao - (CNPAF) e foram
mantidos meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA)
a temperatura ambiente (28 a 30 °C), sendo repicados

mensalmente.
2.5 Atividade antifangica

2.5.1 Efeito do éleo essencial de orégano no crescimento
micelial

O meio de cultivo BDA foi preparado conforme a rotina,
em erlenmeyers com a capacidade de um litro. Contudo,
momentos antes de serem vertidos em placas de Petri, quando
a temperatura encontrava-se em torno de 40 °C foi adicionado
aos recipientes diferentes volumes de o6leo essencial de
orégano. Estes foram agitados suavemente para que fossem
homogeneizados, de modo que no final fossem obtidas placas
de Petri contendo o meio com as diferentes concentragdes
de oleo essencial a ser avaliado (250; 500; 1000 e 2000
ppm). Foram utilizadas cinco placas de Petri (9,0cm @)
por tratamento. Apos a solidificagdo, discos de micélio
de Corynespora cassiicola, Fusarium sp., Colletotrichum
gloeosporioides e Rhizoctonia solani de 5,0 mm de didmetro
e sete dias de idade foram transferidos para o centro das
placas, e estas foram incubadas em cdmara climatizada do tipo
‘BOD’, a 25 + 2 °C, sob luz fluorescente continua. O controle
do experimento foi realizado pela cultura dos fitopatogenos
em meio BDA sem a adi¢do de qualquer tipo de fungicida. A
determinagao da inibi¢ao do crescimento micelial foi realizada
pela média de 5 repeticdes para cada tratamento, através
de valores de PIC (Percentual de Inibi¢do do Crescimento
Micelial), método descrito por Edginton et al.'¥, cuja formula
¢ a seguinte:

crescimento controle - crescimento tratamento
PIC = - x 100
crescimento controle

Os resultados foram submetidos a analise de variancia
utilizando o programa SISVAR, versdo 4.6 ¢ as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

2.5.2 Efeito do 6leo essencial de orégano na germinacio
de esporos

Placas de Petri contendo culturas monosporicas de

Corynespora cassiicola, Fusarium sp., Colletotrichum
gloeosporioides ¢ Rhizoctonia solani com 14 dias de idade
foram utilizadas para a obtencdo da suspensdo de esporos.
Em cada placa adicionou-se 8,0 ml de agua destilada e
esterilizada e com o auxilio de uma al¢a de Drigalski
raspou-se a superficie do meio de cultivo para a liberagdo

dos esporos das hifas. O extrato obtido foi filtrado em dupla
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camada de gaze para a obtencdo da suspensdo de esporos,
a qual foi ajustada para a concentragdo de 5x10* esporos/
mL. Para a avaliagdo da germinagao de esporos, mediante a
aplicacdo de diferentes concentragdes do 6leo essencial de
orégano, foram utilizadas placas-de-ELISA com 96 “pogos”
(wells). Cada tratamento foi composto de trés repeti¢des,
sendo um “po¢o” considerado uma unidade experimental.
Em cada “pogo” (well) da placa foi depositado 100 pL da
suspensao de esporos e, em seguida, diferentes volumes
do oleo essencial de orégano de forma que obtivesse
concentragdes finais de 250; 500; 1000 e 2000 ppm. Apds a
preparagdo, as placas foram mantidas a 25 °C sob iluminagao
constante durante 48 horas. Para a determina¢do do nimero
de esporos germinados de cada tratamento e repeticao
utilizou-se microscopio optico. Para tal, as placas de Elisa
foram drenadas e, para a visualizagdo ao microscopio,
foram invertidas. Os resultados foram submetidos a analise
de variancia utilizando o programa SISVAR, versdo 4.6 ¢
as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

3 Resultados e Discussao

O oleo essencial de Origanum vulgare foi obtido, a
partir da hidrodestilagdo das folhas de orégano comerciais,
utilizando aparelho tipo Clevenger com 1,5% de rendimento.
A composicdo quimica desse 6leo essencial foi determinada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) e por ressonancia magnética nuclear de 'H e de 1°C.
Os cinco componentes majoritarios desse dleo (4-terpineol
(8,3%), acetato de linalila (2,0%), timol (32,0%), carvacrol
(50,0%) e espatulenol (4,1%) (Figura 1), foram isolados
utilizando cromatografia em coluna de silica gel e tiveram
suas estruturas moleculares confirmadas por RMN de 'H e de
3C e por comparagdo com dados da literatura'-'*2,

OAc
i OH
OH |
97 8 o
4-terpineol acetato de linalila timol
OH
carvacrol espatulenol

Figura 1: Estruturas moleculares dos principais constituintes do
oleo essencial de Origanum vulgare
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Estudos tém relatado que a composi¢do quimica, a
qualidade e o teor de Oleos essenciais nas plantas estdo
sujeitos a grande variacdo e sao influenciados por diversos
fatores, tais como: condigdes geograficas e climaticas, assim
como condi¢des de cultivo, secagem e armazenamento?..
Venskutonis??, por exemplo, verificou redugdes de 43% na
quantidade total de compostos isolados de tomilho (7Thymus
vulgaris L.) quando este era submetido a secagem em estufa a
60 °C, em relagdo a planta fresca. Segundo o autor, a redugao
dos compostos volateis durante a secagem depende da
volatilidade e estrutura quimica dos constituintes presentes na
planta?. A auséncia de hidrocarbonetos monoterpénicos, tais
como p-cimeno, pinenos e terpinenos, no dleo essencial de
orégano obtido nesse estudo indicam que durante a secagem

e/ou armazenamento desse condimento houve perdas
consideraveis destes compostos mais volateis.

Com relagdo a atividade antifiingica, observou-se que
todos os fungos fitopatogénicos testados tiveram inibigdo
completa do crescimento micelial ¢ da germinagdo de
esporos pela agdo do 6leo essencial de Origanum vulgare
para concentragdes a partir de 500 ppm (Tabelas 1 e 2). Na
concentragao de 250 ppm, observou-se que o dleo essencial
de orégano inibiu o crescimento micelial dos fungos
Corynespora cassiicola, Fusarium sp. e Colletotrichum
gloeosporioides em 64,81, 73,95 e 33,58%, respectivamente.
O dleo essencial de orégano nao afetou o crescimento micelial
e a germinagdo de esporos do fungo Rhizoctonia solani na
concentragdo de 250 ppm.

Tabela 1: Efeito do 6leo essencial de orégano no crescimento micelial de alguns fungos fitopatogénicos.

Inibicao de crescimento micelial (%)

Concentracio - - - — - - -
Corynespora cassiicola Fusarium sp. Colletotrichum gloeosporioides Rhizoctonia solani
250 ppm 64,81 b! 73,95b 33,58 b 0,00 b
500 ppm 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a
1000 ppm 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a
2000 ppm 100,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a
Controle 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 b

! Médias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Tabela 2: Efeito do dleo essencial de orégano na germinagdo de
esporos de alguns fungos fitopatogénicos.

Inibicao da germinacio (%)

Concentragio Corynespora . Colletotrichum
cassiicola Fusarium sp. gloeosporioides
250 ppm 25,12 b! 20,34 b 55,60 b
500 ppm 100,00 a 100,00 a 100,00 a
1000 ppm 100,00 a 100,00 a 100,00 a
2000 ppm 100,00 a 100,00 a 100,00 a
Controle 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
CV (%) 12,34 15,83 11,15

' Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

A inibigdo de micro-organismos por 6leos essenciais pode
ocorrer por diferentes mecanismos de agdo®. Os efeitos toxicos
na estrutura e fungdo da membrana celular tém sido utilizados
para explicar a a¢@o antimicrobiana dos 6leos essenciais e de
seus componentes isolados. Esses efeitos estdo associados ao
carater lipofilico dos constituintes dos 6leos essenciais, que
sofrem particdo da fase aquosa para dentro da membrana
celular**?, Isto conduz a expansdo da membrana, aumento da
fluidez e da permeabilidade da célula, permitindo a liberagao
dos componentes intracelulares vitais a sobrevivéncia do
micro-organismo. Alguns estudos sugerem que a agdo
antimicrobiana dos o6leos essenciais pode ser consequéncia
da inativagdo de enzimas, incluindo aquelas envolvidas na
producdo de energia e na sintese de componentes estruturais
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do micro-organismo, além da destruicdo ou inativagdao de
material genético®.

Entre os compostos presentes no oleo essencial de
orégano, os fendis monoterpénicos timol e carvacrol t€ém
sido reportados na literatura por sua excelente atividade
antimicrobiana. Esses compostos fenolicos podem perturbar
as proteinas constituintes de membranas celulares e inibir
a respiracdo celular. O 4&lcool monoterpénico 4-terpineol
apresenta atividade contra as bactérias Candida albicans,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus”. O acetato de
linalila apresenta atividade bacteriostatica®.

Poucos trabalhos tém sido relatados na literatura sobre
o efeito de dleos essenciais frente ao fungo Corynespora
cassiicola. Carlos et al® reportaram que o 6leo essencial
de Achillea millefolium inibe o crescimento micelial, a
esporulacdo e a germinagdo de conidios de Corynespora
cassiicola. Romero et al.' reportaram que o 6leo essencial
de constituido majoritariamente por
timol (50%), foi capaz de inibir o crescimento micelial

Thymus vulgaris,

de Corynespora cassiicola e de outros micro-organismos
(Erwinia psidii, Sclerotinia minor, Colletotrichum musae,
Fusarium moniliforme e Myrothecium verrucaria).

4 Conclusao

Os resultados apresentados no trabalho sugerem a
potencialidade de aplicagdo do 6leo essencial de orégano para
o controle alternativo de doencas fungicas ocasionadas pelos
fungos Corynespora cassiicola, Fusarium sp., Colletotrichum
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gloeosporioides e Rhizoctonia solani. Os resultados indicam,
portanto, boas perspectivas para uso experimental desse 6leo
essencial no controle dos fitopatdogenos em condicdes de casa-
de-vegetagdo ¢ de campo.
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