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RESUMO: Os monoterpenos possuem ampla
diversidade estrutural e apresentam atividade
inibitéria contra uma grande gama de bactérias e
fungos. Neste contexto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito fungitéxico de
sete monoterpenos naturais {timol (1), carvacrol
(2), p-cimeno (3), D-limoneno (4), (—)-mentona
(5), (-)-mentol (6) e (+)-mentol (7)} sobre o
crescimento micelial e germinagdo de conidios
de Corynespora cassiicola. A partir da andlise
das estruturas moleculares dos monoterpenos 1-7
e seus efeitos nos testes avaliados, observou-se
a seguinte sequéncia de atividade: fendis >
alcodis > cetonas > hidrocarbonetos. Entre os
monoterpenos avaliados, o timol (1), carvacrol (2),
(-)-mentol (6) e (+)-mentol (7) foram eficientes
no controle in vitro de C. cassiicola, contudo
estudos complementares a campo sa0 necessarios
para avaliar o potencial de uso desses compostos.

PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais, atividade
antiftiingica, timol, carvacrol.

ABSTRACT: Monoterpenes have ample structural
diversity and present inhibitory activity against a
wide range of bacteria and fungi. In this context,
the present work aimed to evaluate the fungitoxic
effect of seven natural monoterpenes: {thymol
(1), carvacrol (2), p-cymene (3), D-limonene
(4), (—)-menthone (5), (-)-menthol (6), and
(+)-menthol (7)} on the mycelial growth and
conidial germination of Corynespora cassiicola.
Based on the analyses of the molecular structures
of monoterpenes 1-7 and their effect in the
evaluated tests, the following sequence of activity
was observed: phenols > alcohol > ketones >
hydrocarbons. Among the monoterpenes evaluated,
thymol (1), carvacrol (2), (—)-menthol (6), and
(+)-menthol (7) were efficient in the in vitro control
of C. cassiicola; however, complementary field
studies are necessary to evaluate the potential
application of these composites.

KEYWORDS: Natural products, antifungal activity,
thymol, carvacrol.

Introducao

O desenvolvimento de métodos de controle de pragas, desde
a origem da agricultura, tem sido um desafio para o homem e,
dentro desta perspectiva, o principal método utilizado sdo os
compostos quimicos sintéticos. Problemas de poluicdo do meio
ambiente e efeitos toxicos de produtos quimicos sintéticos aos
organismos ndo alvos estimularam as pesquisas em torno do
potencial de pesticidas de origem vegetal (AMADIOHA, 2000).
Desta forma, vdrios dleos essenciais t€ém sido pesquisados
como uma alternativa no controle fitossanitario em sistemas de
cultivos, em substituicdo aos pesticidas sintéticos (DINIZ et al.,
2009). Esses produtos naturais tém sido amplamente estudados
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por possuirem alta atividade antimicrobiana, baixa toxidade
ao homem, serem de ficil degradacdo e por apresentarem
pouco impacto ao meio ambiente (MARQUES; MONTEIRO;
PEREIRA, 2004). Entre os constituintes dos 6leos essenciais,
0s monoterpenos sdo reportados por suas atividades inibitérias
contra varias bactérias e fungos. O timol (1) e o carvacrol (2),
por exemplo, sdo dois fenéis monoterpénicos que apresentam
atividade inibitéria contra uma grande gama de bactérias (HAO;
BRACKET; DOYLE, 1998; ULTEE; GORRIS; SMID, 1998)
e fungos (CHAO; YOUNG, 2000; VAZQUEZ et al., 2001).

Corynespora cassiicola, agente causal da mancha alvo
ou mancha de corinespora, encontra-se associado a mais
de 70 hospedeiras (SILVA et al., 1995), causando danos em
algumas de expressdo agrondmica, como tomate (LEROY;
LOURD, 1989; SIVIERO; NODA; ASSIS, 1995), soja
(YORINORI; HOMECHIN, 1977), pepino (VERZIGNASSI;
VIDA; TESSMAM, 2003; VIDA et al., 2001), seringueira
(GASPAROTTO; FERREIRA; JUNQUEIRA, 1988),
mamoeiro (DUARTE; ASANO; ALBUQUERQUE, 1983),
entre outras. Em pepino ‘tipo japonés’, a mancha alvo tem se
destacado como uma das principais enfermidades nos periodos
quentes do ano, causando danos de até 60% (VERZIGNASSI;
VIDA; TESSMAM, 2003; VIDA et al., 2001). Fato semelhante
tem ocorrido na cultura do tomate na regido norte do Brasil,
onde danos de até 100% a cultura sido relatados (LEROY;
LOURD, 1989). Ambos os autores, Verzignassi, Vida e
Tessmam (2003) e Leroy e Lourd (1989), ressaltam a baixa
eficiéncia dos fungicidas empregados para o controle da doenca
no campo.

A baixa eficiéncia no controle da mancha alvo pode estar
relacionada com a resisténcia do patégeno a determinados
grupos quimicos tradicionalmente empregados para o
controle a campo. Date et al. (2004) e Hasama, Morita e
Kato (2001) identificaram a existéncia de bidtipos de C.
cassiicola resistentes a fungicidas do grupo dos Benzimidazois
(Tiofanato-metilico). Date et al. (2004) ainda relatam que, dos
193 isolados avaliados, um foi resistente a fungicidas do grupo
das Estrubilurinas (azoxistrobina).

Assim, além dos problemas relacionados a polui¢do e
toxicidade dos produtos quimicos sintéticos, a baixa eficiéncia
de alguns fungicidas no controle de C. cassiicola ressalta a
necessidade de se encontrar novos compostos que possam ser
utilizados no manejo dessa doenca a campo. Neste contexto,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de uma
série de monoterpenos naturais na germinagdo de conidios e
crescimento micelial de C. cassiicola isolado de tomateiro.

Material e Métodos

Obtenc¢ao dos monoterpenos naturais

Neste trabalho, foram utilizados os seguintes monoterpenos:
timol (1), carvacrol (2), p-cimeno (3), D-limoneno (4),
(-)-mentona (5), (-)-mentol (6) e (+)-mentol (7). Estes
monoterpenos foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich ou
isolados a partir de 6leos essenciais, utilizando cromatografia
em coluna de silica gel.

Determinacdo da composicao quimica

A identificacdo e a pureza dos monoterpenos foram
determinadas por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) e por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN de 'H, *C/DEPT).

Obtencao e multiplicacao do isolado de
Corynespora cassiicola

Oisolado de C. cassiicola foi obtido de plantas de tomateiro
cv. Santa Clara com sintomas tipicos de mancha alvo. O
isolamento em cultura pura foi feito em meio de cultivo BDA
(batata-dextrose-agar), que foram utilizadas para a obtencdo
das culturas monospdricas. Estas culturas foram mantidas em
tubos de ensaio com meio BDA a temperatura de 8 + 2 °C
para o armazenamento. Para a multiplicacdo, fragmentos de
micélio da cultura monospdrica foram transferidos para placas
de Petri contendo BDA, e estas foram mantidas em camara
climatizada do tipo ‘BOD’, a 25 + 2 °C, sob luz fluorescente
continua, por 7 dias.

Atividade antifingica

Efeito de monoterpenos no crescimento micelial: O meio de
cultivo BDA foi preparado conforme a rotina, em erlenmeyers
com a capacidade de 1,0 litro. Contudo, momentos antes de
serem vertidos em placas de Petri, quando a temperatura
encontrava-se em torno de 40 °C, foram adicionadas aos
recipientes solugdes contendo os monoterpenos de interesse,
previamente preparadas. 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 cada monoterpeno a ser avaliado (250; 500;
1000 e 5000 ppm). Foram utilizadas trés placas de Petri (9,0 cm
@) por tratamento. Depois da solidificagdo, discos de micélio
de 5,0 mm de didmetro, e sete dias de idade, foram transferidos
para o centro das placas, e estas foram incubadas em camara
climatizada do tipo ‘BOD’, a 25 + 2 °C, sob luz fluorescente
continua. As avaliacdes do crescimento micelial foram
realizadas apés oito dias, de maneira qualitativa, adotando-se
a seguinte escala: (—) Auséncia de crescimento; (+) até 1 cm;
(++) 1,1 a 2,5 cm; (+++) > 2,6 cm.

Efeito de monoterpenos na germinagdo de conidios: Placas
de Petri, contendo culturas monospéricas de C. cassiicola,
com 14 dias de idade, foram utilizadas para a obtencdo da
suspensdo de conidios. Em cada placa, adicionaram-se 8,0 mL
de dgua destilada e esterilizada e, com o auxilio de uma alca
de Drigalski, raspou-se a superficie do meio de cultivo para a
liberacao dos conidios das hifas. O extrato obtido foi filtrado
em dupla camada de gaze para a obtencdo da suspensdo de
conidios, a qual foi ajustada para a concentragdo de 5 x 10*
conidios/mL. Para a avaliagdo da germinacdo de conidios de C.
cassiicola mediante a aplicacdo dos diferentes monoterpenos,
foram utilizadas placas de ELISA com 96 “pogos” (wells). Cada
tratamento foi composto de trés repeticdes, sendo um “poco”
considerado uma unidade experimental. Em cada “pog¢o” (well)
da placa, foram depositados 100 uL da suspensdo de conidios
e, em seguida, 100 pL de solu¢do de cada monoterpeno, de
forma que se obtivessem concentragdes finais de 250; 500;
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1000; e 5000 ppm. Depois da preparagdo, as placas foram
mantidas a 25 °C sob ilumina¢do constante durante 48 horas.
Para a determinacdo do nimero de conidios germinados de cada
tratamento e repeticdo, utilizou-se microscépio Optico. Para
tal, as placas de Elisa foram drenadas e, para a visualizagdo
ao microscopio, foram invertidas.

Resultados e Discussao

Os efeitos dos monoterpenos timol (1), carvacrol (2),
p-cimeno (3), D-limoneno (4), (-)-mentona (5), (-)-mentol
(6) e (+)-mentol (7), Figura 1, sobre o crescimento micelial
e germinagdo de conidios do fitopatégeno C. cassiicola sdo
apresentados na Tabela 1. Observou-se que os efeitos dos
monoterpenos sobre o crescimento micelial e/ou germinacao
de conidios do fitopatégeno C. cassiicola sdo dependentes da
concentracdo e da estrutura molecular.

Entre todos os monoterpenos testados, apenas o timol (5)
inibiu completamente o crescimento micelial de Corynespora
cassiicola, em todas as concentracdes avaliadas. Para este
monoterpeno, a inibicdo completa da germinacao de conidios
ocorreu para as trés maiores concentra¢des (500; 1000; e
5000 ppm), sendo observada, para a menor concentragio
(250 ppm), uma inibi¢do de 82,0%. Resultado semelhante
foi observado para o carvacrol (2), que inibiu completamente
tanto o crescimento micelial, quanto a germinagio de conidios
nas trés maiores concentragdes avaliadas (500; 1000; e
5000 ppm). Contudo, na menor concentragdo, observou-se um
pequeno crescimento micelial [(+) até 1,0 cm], e inibicdo de
40,0% da germinacgado de conidios (Tabela 1). Estes resultados
sugerem que a posi¢do do grupo OH no anel aromatico
influencia muito pouco as atividades avaliadas. Varios 6leos
essenciais que possuem em sua composi¢do timol (1) e/ou
carvacrol (2) apresentam atividade antimicrobiana contra um

OH

OH

0

OH " OH

Figura 1. Monoterpenos naturais abundantes em 6leos essenciais: timol (1),
carvacrol (2), p-cimeno (3), D-limoneno (4), (-)-mentona (5), (—)-mentol (6)
e (+)-mentol (7).

amplo espectro de micro-organismos. Diniz et al. (2009),
por exemplo, observaram que o 6leo essencial de tomilho,
constituido por timol (50%), p-cimeno (20%), carvacrol
(4,5%) e outros (25,5%), apresentaram atividade antifiingica
frente aos fitopatégenos Corynespora cassiicola, Erwinia
psidii, Sclerotinia minor, Colletotrichum musae, Fusarium
moniliforme e Myrothecium verrucaria. Segundo Juven et al.
(1994), os fendis monoterpénicos 1 e 2 ligam-se aos grupos
aminas e hidroxilamina de proteinas presentes nas membranas
das bactérias, alterando sua permeabilidade e resultando na
morte da bactéria. J4 a atividade antiftingica pode ser explicada,
segundo Zambonelli et al. (1996), pela degeneracdo das hifas,
que causa a liberacio do contetdo celular.

Para os monoterpenos p-cimeno (3) e D-limoneno (4), em
todas as concentracdes avaliadas, observaram-se crescimento
micelial e germinacdo de conidios (Tabela 1). Estes resultados
sugerem que a hidrofobicidade dos monoterpenos ndo €&
um requisito para as atividades em questdo, uma vez que o
p-cimeno (3), precursor dos fendis monoterpénicos 1 e 2,
apesar de possuir alto coeficiente de parti¢ao, influenciou muito
pouco o crescimento micelial, assim como a germinacio de
conidios de C. cassiicola. No entanto, a presenca do grupo OH
nos monoterpenos 1 e 2 € de extrema importancia para conferir
os efeitos de inibi¢@o do crescimento micelial e de germinacio
de conidios de C. cassiicola. Essas caracteristicas estruturais
sdo concordantes com o mecanismo de ag¢do proposto por
Juven et al. (1994) e Zambonelli et al. (1996), no qual a
presenca de grupos hidrofilicos na estrutura molecular aumenta
significativamente a atividade antibacteriana e/ou antiflingica.

Para o monoterpeno (—)-mentona (5), observou-se inibi¢ao
completa no crescimento micelial e na germinacao de conidios
na maior concentracao utilizada (5000 ppm). Na concentragao
de 1000 ppm, observou-se inibicao de 100,0% do crescimento
micelial e de 76,0% da germinacao dos conidios. Para as demais
concentracdes, 500 e 250 ppm, observaram-se crescimento

Tabela 1. Efeito de alguns monoterpenos na germinag¢do de conidios e
crescimento micelial de C. cassiicola.

Concentracao (ppm)

Composto

250 500 1000 5000

timol 82%* 100% 100% 100%
(o)** ) ©) )

carvacrol 40% 100% 100% 100%
(+) -) -) )

-cimeno 0% 16% 16% 16%
r (+++) (++) +) )
D-limoneno 16% 16% 40% 60%
(+++) (+++) (++) (+)

O-mentona 0P 24% 76% 100%
(+++) (++) ©) )

(-)-mentol 30% 42% 100% 100%
Cap) () () ©)

(+)-mentol 30% 56% 100% 100%
(+) =) =) =)

*Porcentagem de conidios ndo germinados, ** Crescimento micelial:
+++ vigoroso, ++ moderado, + leve, — ausente.
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micelial de “+++” e “++” e inibi¢do da germinagdo de
conidios de 6,0% e 24,0%, respectivamente (Tabela 1). Estes
resultados sugerem, assim como na discussdo anterior, que a
presenca de um grupo hidrofilico nos monoterpenos aumenta
a atividade frente ao C. cassicola. Uma possivel explicacdo
para esta observacdo é a menor habilidade de formar ligagdes
de hidrogénio do monoterpeno S5 em relacdo os fendis
monoterpénicos 1 e 2.

Os monoterpenos enantioméricos (—)-mentol (6) e
(+)-mentol (7) comportaram-se de forma semelhante nos
testes avaliados. Para as concentra¢des de 5000 e 1000 ppm,
observou-se completa inibigdo tanto do crescimento micelial,
quanto da germinacgdo de conidios. Para a concentracdo de
500 ppm, observaram-se inibi¢io completa do crescimento
micelial e inibicdo da germinacdo de conidios de 42,0% e
56,0%, respectivamente para o (—)-mentol (6) e o (+)-mentol
(7). Na menor concentragdo (250 ppm), constataram-se um
crescimento micelial de “++” e “+”, respectivamente para o
(-)-mentol (6) e o (+)-mentol (7), e inibicdo da germinacdo
de conidios de 30,0% para ambos (Tabela 1). Estes resultados
sugerem que: i) monoterpenos enantioméricos nao apresentam
diferencgas significativas frente ao fitopatégeno C. cassicola; ii)
fen6is monoterpé€nicos sdo mais ativos frente ao fitopatégeno
C. cassicola do que os alco6is monoterpénicos.

A partir da andlise das estruturas moleculares dos
monoterpenos 1-7 e seus efeitos nos testes avaliados,
observou-se a seguinte sequéncia de atividade: fenéis > alcodis
> cetonas > hidrocarbonetos. Estes resultados sao semelhantes
aos apresentados por Kurita e Koike (1983), que reportaram que
a atividade antifungica de 6leos essenciais frente ao Fusarium
verticillioides segue a seguinte sequéncia de atividade: fendis
> alcodis > aldeidos > cetonas > hidrocarbonetos.

Conclusao

Os resultados obtidos in vitro sugerem a potencialidade de
aplicacdo dos monoterpenos timol, carvacrol e mentol para o
controle de doencgas ocasionadas pelo fitopatégeno Corynespora
cassiicola. No entanto, estudos futuros desenvolvidos a campo
sdo requeridos para avaliar a fungitoxicidade e viabilidade
destes monoterpenos.
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