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Resumo — A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii, € uma das prin-
cipais doencas flingicas da goiabeira, por afetar tecidos jovens em desen-
volvimento, tais como folhas, botbes florais, frutos e ramos. Sob condicdes
favoraveis, a doenga causa grande abortamento de flores e queda de frutos
em desenvolvimento, com reflexos diretos na produtividade. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o 6leo essencial de Tagetes minuta quanto ao
potencial fungitoxico a P. psidii, expresso pela interferéncia na esporulacéo
do patégeno. O potencial de toxicidade do 6leo essencial de T. minuta, na
concentracdo 1% (v/v), sobre a germinacao e o crescimento do tubo germi-
nativo de P. psidii, foi determinado com base em ensaio conduzido in vitro.
Os dados foram comparados em relagédo a testemunha pelo teste de com-
paracao de duas proporcdes (Teste Z) no nivel de 5% de significancia. Os
dados obtidos comprovam que o 6leo essencial de T. minuta, particularmente
de suas flores e folhas, que s&o enriquecidas com cis-beta-ocimeno, trans-
tagetone e dihydro-tagetone, apresenta, in vitro, potencial antifingico sobre
Puccinia psidii na concentracao de 1% (v/v). A nivel pratico, a alta volatilidade
de seus componentes se constitui em obstaculo para a recomendacao de uso
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do 6leo essencial diluido para manejo da ferrugem em goiabeira. Formulacao
apropriada, capaz de aprisionar os componentes volateis fitotdxicos, ainda
que desejavel, ndo encontra-se disponivel aos agricultores interessados no
manejo alternativo da ferrugem da goiabeira.

Termos para indexagao: controle alternativo, ferrugem da goiabeira.
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Antifungal Activity of Tagetes minuta
Essential Oil on Puccinia psidi

Abstract — Rust caused by the fungus Puccinia psidii is one of the major
fungal diseases of guava because it affects young developing tissues such
as leaves, flower buds, fruits and branches. Under favorable conditions, the
disease causes large flower abortion and fruit drop in development, with direct
effects on productivity. The objective of the present work was to evaluate the
essential oil of Tagetes minuta according to its fungitoxic potential to control P.
psidii, expressed by interference in the sporulation of the pathogen. The toxici-
ty potential of 1% (v/v) T. minuta essential oil on germination and growth of the
P. psidii germ tube was determined on the basis of an in vitro assay. The data
were compared to the control by the two-proportion comparison test (Z-test)
at 5% of level of significance. The data obtained show that the essential oil of
T. minuta, particularly of its flowers and leaves, which are enriched with cis-
beta-ocimene, trans-tagetone and dihydro-tagetone, has antifungal potential
on Puccinia psidii in the concentration of 1% (v/v) in vitro. At the practical level,
the high volatility of its components constitutes an obstacle for recommending
the use of the diluted essential oil to manage guava rust. Appropriate formu-
lation, capable of capturing volatile phytotoxic components, even if desirable,
is not available to farmers interested in the alternative management of guava
rust.

Index terms: alternative control, guava rust.
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Introducéao

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas no mundo, ficando atras
apenas de China e india, o que mostra a relevancia do setor para a economia
brasileira (Sebrae, 2018).

A fruticultura, com destaque para a goiabeira, tem representado uma das
principais atividades econdmicas para muitas propriedades agricolas de mu-
nicipios do Rio Grande do Sul, com reflexos diretos na produtividade.

A ferrugem, causada pelo fungo Puccinia psidii, € uma das principais
doencgas fungicas da goiabeira (Piccinin; Pascholati, 2005). Esse patdgeno
afeta tecidos jovens em desenvolvimento, tais como folhas, botdes florais,
frutos e ramos. Sob condi¢8es favoraveis, a doenca causa grande aborta-
mento de flores e queda de frutos em desenvolvimento, com reflexos diretos
na produtividade. Dependendo da severidade da doenca, as perdas podem
chegar de 80% a 100% (Goes et al., 2004).

O uso de substancias bioativas, tais como os 6leos essenciais para o ma-
nejo de doengas flingicas, tem se mostrado promissor (Cornelius; Wycliffe,
2016). Isso se deve, primariamente, pelo fato dos 6leos essenciais serem
facilmente extraidos, biodegradaveis e facilmente catabolisados no ambiente
(Zyglado; Grow, 1995), e possuirem baixa ou nenhuma toxicidade contra pei-
xes, passaros e mamiferos (Enan et al., 1998). A exploragéo da bioatividade
antimicrobiana e/ou estimulante de defesa a partir de compostos secunda-
rios, presentes em o6leos essenciais de plantas, constitui-se em mais uma
forma potencial para 0 manejo de doencas de plantas (Carvalho et al., 2008).

Tagetes minuta é uma planta nativa das Américas (Cornelius; Wycliffe,
2016), conhecida popularmente na regido sul do Brasil como chinchilho.
Tem sido utilizada na medicina popular devido a sua atividade antimicro-
biana, anti-helmintica, diurética e antiespasmddica (Tereschuk et al., 1997).
O 6leo essencial de Tagetes minuta apresenta forte atividade fungitéxica a
Colletotrichum gloeosporioides, agente etiolégico da antracnose em mara-
cuja e goiabeira, equivalente aquela proporcionada pelo principio ativo re-
gistrado para o controle do patégeno em maracuja (Giacomini et al., 2013).
Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o 6leo essencial de T.
minuta quanto ao potencial fungitoxico a P. psidii, expresso pela interferéncia
na esporulacéo do patégeno.
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Material e Métodos

Origem e manutenc¢ao do microrganismo

O isolado P. psidii empregado neste trabalho é proveniente do isolamen-
to a partir de frutos e folhas de goiabeira, oriundos da regido Sul (Embrapa
Clima Temperado, Estacdo Experimental Cascata, municipio de Pelotas, RS)
com sintomas tipicos de ferrugem.

Obtencédo do 6leo essencial de Tagetes minuta

O material botanico de T. minuta foi oriundo de &reas cultivadas na
Embrapa Clima Temperado — Estacdo Experimental Cascata, nas coordena-
das geogréficas 31° 37° 14.0”S 52° 31’ 41.8"W, no municipio de Pelotas, RS.

Para a obtencdo do 6leo essencial, foram utilizados aproximadamen-
te 13 Kg de folhas e flores recém-colhidas, e a extracdo foi realizada pelo
método de hidrodestilagao por arraste com vapor d’agua, em equipamento
semi-industrial.

O material vegetal, previamente fragmentado e limpo, foi depositado so-
bre tela fixada acima do reservatoério de agua que se encontra no fundo do
equipamento, a fim de evitar o contato direto entre o material vegetal e a
agua. Por meio de aquecimento, a 4gua, no estado de vapor, permeou 0 ma-
terial vegetal, arrastando os componentes volateis até o condensador, onde
se deu o resfriamento para obtencédo do estado liquido do 6leo essencial e do
hidrolato. Ao final do processo de extragdo, procedeu-se a centrifugacao para
separacgdo dos liquidos imisciveis e obtencado de 80 mL de 6leo essencial,
que foi armazenado em recipiente de vidro ambar e conservado em freezer,
a -19 °C, até a sua utilizagéo.

Caracterizacdo quimica do Gleo essencial de Tagetes
minuta

As analises foram realizadas no Laborat6rio Multiusuario de Quimica de
Produtos Naturais, da Embrapa Agroindustria Tropical. Os componentes do
Oleo essencial de T. minuta foram identificados por cromatografia gasosa com
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detector por lonizacdo de chama, CG-FID Shimadzu, usando-se o indice de
Kovats (IK), sendo identificado um total de 15 compostos.

Avaliacdo do potencial fungitéxico do 6leo essencial de T.
minuta sobre a germinacao de uredosporos de P. psidii

O potencial de toxicidade do 6leo essencial de T. minuta, na concentra-
¢do 1% (v/v), sobre a germinacao e o crescimento do tubo germinativo de P.
psidii foi determinado com base em ensaio conduzido in vitro. Inicialmente,
procedeu-se a deposicdo de aliquotas de 100 pL do tratamento na superficie
de meio de cultura agar/agua, solidificado em placas de petri de 9 cm de
diametro, com posterior distribuicdo uniforme, com o auxilio de uma alca de
Drigalsk (Seixas et al., 2011). Para avaliar a germinagdo e o crescimento do
tubo germinativo de P. psidii, uredésporos recém-coletados de folhas e frutos
de goiabeira foram suspensos em agua estéril. A suspenséo fungica foi ajus-
tada em 1x10° uredésporos por mililitro em camera de Neubawer (Ruiz et al.,
1991). Aliquota de 50 pL da suspenséo foi distribuida sobre o meio de cultura
acrescido do 6leo essencial de T. minuta, com posterior distribui¢cdo uniforme
por meio de alga de Drigalsk. Como testemunha, foi utilizado meio 4gar-agua
sem incorporagéo do 6leo essencial. Foram empregadas trés repeti¢es por
tratamento (Pizetta et al., 2016). Apds a absorcgao total da parte liquida da
suspensao no meio agar- agua, as placas foram vedadas e acondicionadas
em BOD, na auséncia de fotoperiodo e sob temperatura de 21°C, a fim de
proporcionar a germinacao dos uredosporos.

A avaliacao foi realizada em microscoépio 6ptico com aumento de 100x, ob-
servando-se a ocorréncia ou nao da germinacgéao e o crescimento do tubo ger-
minativo produzido a partir dos uredésporos, apos 12 horas de incubacgéo. As
avaliacOes foram efetuadas em quatro eixos ortogonais da placa de petri, no
sentido horario. Foram considerados germinados os ureddsporos que apre-
sentaram crescimento do tubo germinativo igual ou superior a seu préprio
tamanho. Os dados foram comparados em relacdo a testemunha pelo teste
de comparacéo de duas proporgées (Teste Z) no nivel de 5% de significancia.



Atividade da Antifingica do Oleo Essencial de Tagetes minuta sobre Puccinia psidii 11

Resultados e Discussao

Uredo6sporos (Figura 1) expostos por 12 horas ao 6leo essencial de
T.minuta a 1% (v/v) resultaram em reducéo no indice de germinagéo, da or-
dem de 50%, em relac@o ao tratamento testemunha (Tabela 1), indicando a
possibilidade de reducéo da incidéncia de ferrugem em plantas de goiabeira.
Ha de se considerar, porém, que, sob condi¢cdo de campo, a aplicacéo de dleo
essencial a 1% (v/v), para garantir a fungitoxicidade ao patégeno, pode ser
impeditiva, ao se considerar a alta volatilidade de seus componentes (Tabela
2), sendo necessarias tecnologias de aprisionamento do 6leo essencial, a
exemplo da incorporagdo em matrizes poliméricas.

Tabela 1. Efeito do 6leo essencial de T. minuta a 1% (v/v) sobre a germinacéo média
de uredosporos P. psidii

Tratamentos n amostral uredésporos germinados p* (%)
Testemunha 2.361 513 0,242694
Oleo essencial T. minuta 1%  1.742 285 0,163605

Proporcdes diferem estatisticamente entre si, no nivel de 5% de probabilidade, pelo Teste Z.

A natureza dos principios inibitérios envolvidos na atividade antimicro-
biana a P. psidii é ainda desconhecida, embora a anélise do 6leo essencial
empregado neste trabalho tenha indicado a presenca de trans-tagetona, di
-hidrotagetona e cis-beta-ocimeno (Tabela 2) como compostos majoritarios,
contribuindo para mais de 88% da composicao volatil total identificada, em
conformidade com dados apresentados por Senatore et al. (2004) para 6leo
essencial dessa espécie na Africa do Sul.

Estudos anteriores, conduzidos com T. minuta, tém indicado que a com-
posicdo do extrato volatil varia de acordo com o local de coleta. Na Argentina,
di-hidrotagetona, a-felandreno, limoneno, ocimeno, tagetona e tageteno-
na foram os constituintes majoritarios (Gil et al., 2000), enquanto na Arabia
Saudita a analise de cromatografia gasosa confirmou a presenca de tagetona
(11,52%) e 2,7-dimetil-5-4-octanona (11,52%) como principais componen-
tes, e com quantidades menores de 1-acetoxi-3-p-mentano (0,17%) e (Z)-9-
octacenamida (0,48%) (El-Deeb et al., 2004).

Relatos quanto a exploragdo da atividade inibitéria dos diversos com-
ponentes do 6leo essencial de T. minuta sdo, ainda, pouco documentados.
Senatore et al. (2004) relataram baixos valores de concentracao inibitoria a
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Bacillus cereus, B. subtilis, Salmonella typhi e Streptococcus faecalis para
6leo essencial oriundo da Africa do Sul e sugeriu que dihidrotagetona, tageto-
nas e ocimenonas foram os principais responséveis para a atividade antimi-
crobiana. A acdo antifungica detectada, por outro lado, pode nao ser atribuida
a uma unica substancia da fragao volatil, mesmo se muito abundante no déleo,
conforme evidenciado por Romagnoli et al. (2005) para 6leo essencial de
Tagetes patula.

Figura 1. Ured6sporos de Puccinia psidii com emissédo de tubo germinativo no trata-
mento testemunha.
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Tabela 2. Componentes majoritarios do 6leo essencial de Tagetes minuta

Componente’ IK,~
ethyl 2-methylbutyrate 842
Sabineno 975
Octanal 998
alfa-felandreno 1002
Limoneno 1029
cis-beta-ocimeno 1037
trans-beta-ocimeno 1050
dihydro-tagetone 1052
cis-tagetone 1144
trans-tagetone 1152
trans-ocimenone 1238
7-epi-silphiperfol-5-ene 1348
beta-cariofileno 1419
alfa-cariofileno 1454
biciclogermacreno 1500

*Componentes do 6leo essencial de T. minuta, identificados por cromatografia gasosa com
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Area Area (%) Formula molecular

904
22.805
11.041
11.626

171.668
1.469.182
16.057
479.009
164.988
1.825.976
8.770
10.863
15.371
13.628
22.972

detector por ioniza¢é@o de chama, CG-FID Shimadzu.

** indice de Kovats tedrico

Conclusoes

0,02
0,54
0,26
0,27
4,04
34,61
0,38
11,28
3,89
43,02
0,21
0,26
0,36
0,32
0,54
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Os dados obtidos comprovam que o 6leo essencial de T. minuta, particu-
larmente de suas flores e folhas, que s&o enriquecidas com cis-beta-ocimeno,

trans-tagetone e dihydro-tagetone, apresenta, in vitro, potencial antifingico a

Puccinia psidii na concentragéo de 1% (v/v). Na prética, a alta volatilidade de
seus componentes se constitui em obstaculo para a recomendacgao de uso

do dleo essencial diluido para manejo da ferrugem em goiabeira. Formulacao
apropriada, capaz de aprisionar os componentes volateis fitotoxicos, ainda
que desejavel, ndo encontra-se disponivel aos agricultores interessados no

manejo alternativo da ferrugem da goiabeira.
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