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RESUMO

A antracnose tem ocasionado perdas severas na producao brasileira de frutos, no
processo de pos-colheita, principalmente as doencas fungicas ocasionadas pelo
género Colletotrichum. Em virtude do mau uso de agrotoxicos tem-se buscado obter
novas técnicas de controle alternativo de doencas fangicas em plantas, como é o
caso do emprego de 6leos essenciais. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial antifingico in vitro dos 6leos essenciais de horteld (Mentha
piperita L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e melaleuca (Melaleuca alternifélia
Cheel.) frente os fungos fitopatogénicos Colletotrichum musae (Berk. & M.A. Curtis)

Arx e Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. O trabalho foi realizado
na Universidade Federal do Maranh&o, onde foram realizados testes com os 0leos
essenciais, sendo estes incorporados ao BDA (Batata-dextrose-agar) e vertido em
placas de petri, posteriormente foi-se observado a inibicdo total ou parcial do
crescimento micelial e da esporulacdo deste fitopatbgeno, dependendo do dleo
essencial utilizado. Os resultados indicaram que todos os Oleos testados
apresentaram determinado grau de efeito inibitério, porém Oleo essencial de
melaleuca demonstrou maior efeito inibitério do crescimento micelial dos fungos C.
musae e C. gloeosporioides quando comparado aos 6leos de horteld e alecrim.

Palavras-chave: Fungos; Alecrim; Hortel&a; Melaleuca; controle bioldgico.



ABSTRAC

Anthracnose has caused severe losses in Brazilian fruit production, in the post-
harvest process, mainly fungal diseases caused by the genus Colletotrichum. Due to
the misuse of pesticides, it has been sought to obtain new techniques for alternative
control of fungal diseases in plants, such as the use of essential oils. The objective of
this work was to evaluate the in vitro antifungal potential of essential oils of
peppermint (Mentha piperita L.), rosemary (Rosmarinus officinalis L.) and melaleuca
(Melaleuca alternifolia Cheel.) Against phytopathogenic fungi Colletotrichum musae
(Berk. & MA Curtis) Arx and Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
The work was carried out at the Federal University of Maranhdo, where tests were
carried out with the essential oils, which were incorporated into the BDA (potato-
dextrose-agar) and poured into petri dishes, after which total or partial growth
inhibition mycelial and sporulation of this phytopathogen, depending on the essential
oil used. The results indicated that all the oils tested showed a certain degree of
inhibitory effect, but essential oil of melaleuca showed a greater inhibitory effect of
the mycelial growth of the fungi C. musae and C. gloeosporioides when compared to
the oils of mint and rosemary.

KEYWORDS: Fungi; Rosemary; Mint; Melaleuca; biological control.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas frescas, posicao
alcancada devido, principalmente, as condigbes favoraveis do clima, solo e
disponibilidade de &rea para o plantio. Em 2012, a balanca comercial brasileira de
frutas frescas teve um superavit de US$ 475,5 milhGes, sendo as frutas de maior
destaque nas exportacoes: goiaba e manga (US$ 73 milhdes), maca e maméo (US$
37 milhdes), meldo (US$ 58 milhdes) e banana (30 milhdes) (RIBEIRO; BATISTA,
LIRIO, 2015).

O mamao esta entre os destaques da producédo brasileira. O Brasil € um dos
maiores produtores e exportadores mundiais dessa fruta, contribuindo com 27,5% da
producdo mundial em 2018, tendo uma renda superior aos 40 milhdes. No pais, o
mamoeiro é cultivado na quase totalidade do seu territério, merecendo destaque a
regido nordeste e sudeste que sdo responsaveis por cerca de 86,25% da producao
nacional (FNP, 2018).

Um dos fatores que podem influenciar a qualidade pés-colheita do fruto de
mamao € a ocorréncia de doencas fungicas. O fungo Colletotrichum gloeosporioides,
agente causador da antracnose, € um dos patégenos mais importantes dos frutos de
mamoeiro no periodo de pds-colheita e causa perdas de até 90% de frutos em
estacdes favoraveis a doenca (TATAGIBA et al, 2002).

Outra cultura de grande destague € a bananicultura que esta amplamente
distribuida por todas as regides do pais, sendo a regido Nordeste a maior produtora,
seguida das regides Sudeste, Norte, Sul e Centro-Oeste. A banana é a fruta mais
consumida no mundo e no Brasil, constituindo parte importante da renda dos
pequenos produtores e da alimentacdo das camadas mais carentes da populacdo. O
Estado do Maranhao, ao longo dos ultimos anos vem ocupando o sexto lugar em
producdo, e o quinto em area colhida no Nordeste Brasileiro. (SILVA et al., 2012;
REETZ et al, 2018)

Estima-se que 95% de toda a producdo de banana no Maranhdo provém da
agricultura familiar, com pouca utilizacdo de insumos e técnicas apropriadas,
resultando na baixa produtividade. Embora a regido Nordeste apresente vantagens
comparativas para a producdo de banana de alto padrdo de qualidade, ainda €&
preciso superar, em grande parte, sua baixa eficiéncia tanto na produ¢cdo como no

manejo pos-colheita Na regido, alguns problemas causados por fitopatdgenos
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acometem a cultura, dentre elas a antracnose causada por Colletotrichum musae.
Este patdégeno pode infectar o fruto ainda imaturo e provoca grandes perdas apoés a
colheita (RODRIGUES, 2012)

De acordo com Guimardes (2016), a antracnose € uma das principais
doencas que afetam as frutas ap6s a colheita, cujos sintomas se manifestam na
forma de pontuacdes de coloragdo escura e formato circular na casca dos frutos,
gue evoluem podendo ultrapassar a casca e atingir a polpa. Nos meses mais
guentes do ano, sua incidéncia pode atingir 70 a 100% dos frutos, na auséncia de
medidas de controle, ocasionando sérios prejuizos, pois compromete a
comercializacdo do produto. O controle da doenca é feito, normalmente, por
métodos quimicos, 0 que pode gerar residuos toxicos e prejuizos ao ambiente e a
saude humana. Desta forma, tém sido intensificados os esforcos e pesquisas
visando a insercao de taticas alternativas para controle no manejo das doencas, por
exemplo, o uso de fungicidas naturais de origem botanica (ARAUJO e COSTA,
2013; REETZ et al, 2015).

Algumas plantas apresentam em sua constituicdo metabdlitos secundarios,
que tem funcdes variadas como, funcdo de protecdo contra pragas e doencas e
atracdo de polinizadores, que tanto podem ter acdo fungitdéxica (acdo antimicrobiana
direta) como ativador de mecanismos de defesa nas plantas (agdo antimicrobiana
indireta) (STANGARLIN et al., 1999).

Pesquisas tém demonstrado a eficiéncia de 6leos e extratos vegetais no
controle de doencas nas plantas, 0 que aumentou as expectativas da insercao
desses produtos no manejo de doencas em sistemas agricolas. Assim, a procura por
novos agentes antimicrobianos a partir de plantas € intensa, por causa da crescente
resisténcia dos microrganismos patogénicos frente aos produtos sintéticos (CUNICO
et al., 2003; CARNEIRO et al., 2007).

O Brasil € um dos paises de maior riqueza vegetal do mundo, devendo-se
buscar nesta biodiversidade substancias que atuem sobre doencas e pragas das
culturas, visando minimizar os efeitos negativos do uso indiscriminado de defensivos
e aumentar a producdo de alimentos de melhor qualidade, propiciando assim o
desenvolvimento de uma agricultura alternativa e sustentavel (BETTIOL, 2009).

12



Diante do exposto, a presente monografia teve como objetivo avaliar o
potencial antifungico in vitro de Oleos essenciais frente aos fungos Colletotrichum

musae e Colletotrichum gloeosporioides.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

21 Fruticultura Nacional

A fruticultura representa cerca de 11% do Produto Interno Bruto - PIB agricola
brasileiro e menos de 1% do PIB nacional (IBGE, 2005). O Brasil ocupa a terceira
posicdo entre os maiores produtores mundiais de frutas, com uma producéo superior
a 42 milhdes de toneladas, sendo superado apenas pela China e india. As principais
frutas produzidas no pais sdo a laranja (Citrus spp.), a banana (Musa spp.) € 0
abacaxi (Ananas spp.) que juntas compreendem 67% da producdo nacional de
frutas (SEAB, 2012).

O mamao é uma das frutas mais comuns em quase todos os paises da
Ameérica do sul. E usado para abastecer os mercados locais e de exportacdo de fruta
fresca e também como fonte importante de papaina, que é uma enzima proteolitica
de acdo semelhante a da pepsina e tripsina, empregada para 0os mais variados usos
nas industrias téxteis, farmacéutica, de alimentos e de cosméticos (DANTAS, 2000).

Além do mamao, a cultura da bananeira também possui grande importancia
econdmica e social e produz uma das frutas frescas de maior consumo no mundo,
com o mais alto indice de consumo per capita entre as frutas tropicais. Esta espécie
€ cultivada em mais de 130 paises e os maiores produtores sédo Filipinas, China,
Equador, Brasil e Indonésia (SOUZA; TORRES FILHO, 19992; ANDRADE, 2017).

A producéo brasileira de banana é bastante particular no que se refere a sua
distribuicdo espacial, uma vez que estd presente em todos os Estados do Brasil. A
essa cultura cabe papel fundamental como importante fonte de alimentacao,
principalmente das populagdes de baixa renda, em virtude do alto valor nutritivo e do
baixo custo. De acordo com os dados do IBGE para o ano de 2016, o consumo
nacional de banana alcancou 35,4 kg/ano per capita, superando todas as outras
frutas, perdendo somente para a laranja. (CORDEIRO; MATOS, 2005; REETZ et al,
2018)
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Apesar de toda a producdo de frutos, o Brasil apresenta um montante
exportado ainda pequeno, apenas de 1,9% do total produzido nacionalmente. Este
valor esta associado a ocorréncia de perdas na producdo que podem chegar a
atingir indices de 30 a 40% da quantidade produzida (SILVEIRA et al., 2005).

Essas perdas estdo associadas a causas fisioldgicas intrinsecas as plantas,
manuseio, transporte, acondicionamento inadequado dos frutos e, especialmente,
acao de microrganismos fitopatogénicos tanto na pré quanto na pos-colheita. Destes
altimos, os principais causadores de perdas mais severas da producdo sdo 0s
fungos (MARI; GUIZZARDI, 1998; SILVEIRA et al., 2005).

2.2 Perdas em pos-colheita

Podem-se definir perdas na pos-colheita como aquelas que ocorrem depois
da colheita dos frutos em decorréncia de danos causados pela falta de
comercializacdo ou do consumo do produto em tempo hébil, como € o caso de
danos ocorridos durante o transporte, 0 armazenamento e a venda dos produtos,
especialmente em locais distantes do sitio de producéo desses frutos (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

Outra causa recorrente das perdas de poés-colheita de frutas e vegetais
frescos € a sua alta umidade, tornando-os suscetiveis ao ataque de fungos e
bactérias fitopatogénicos bem como ao avanco do processo de senescéncia durante
o periodo entre a colheita e o consumo (ZAMBOLIM, 2002).

No Brasil, cerca de 30 a 40% da producdo € perdida nas etapas de pOs-
colheita, processamento e distribuicdo, sendo que 86% das perdas de frutos e
hortalicas ocorrem durante a exposi¢cdo do produto para a venda, enquanto outros
9% acontecem no transporte e 5% no armazenamento. De acordo com dados da
Associacdo Mineira dos Supermercados (AMIS), a perda aproxima-se dos 750
milhées de reais em alimentos por ano, considerando supermercados e sacoldes
(GUSTAVSSON et al., 2011; EVANS, 2015).

Muitas sdo as estratégias viaveis para o controle das doencas em pos-
colheita, como 0 emprego da resisténcia genética que alcancaria destaque dentro de
um sistema integrado de controle, visando a reducdo das perdas ocasionadas pela

doenca. No entanto, a resisténcia genética é dificultada pela ampla variabilidade
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patogénica dos fungos, o que reduz a durabilidade da resisténcia das espécies
melhoradas (SILVA et al., 2007). Diante de tal problematica, € comum a realizagédo
de intervencdes quimicas (WORDELL FILHO, 2004).

Apesar da facilidade de aplicacéo e eficiéncia comprovada, o uso continuo de
fungicidas sintéticos pode resultar no aparecimento de problemas socioambientais.
Como exemplos, o surgimento de patégenos resistentes aos produtos utilizados, a
contaminacdo de alimentos e do ambiente e a intoxicacdo de homens e animais
(GHINI; KIMATI, 2000; TALAMINI; STADINIK, 2004). Tais fatores contribuem
diretamente pela crescente procura de defensivos alternativos que sejam
praticamente atdxicos e com custo reduzido para aquisicdo e substituicdo de
defensivos quimicos (FERNANDES, 2000).

2.3 Antracnose e 0 género Colletotrichum

As doencas causadas por fungos ocorrem com maior frequéncia, sendo
responsaveis por 80 a 90% do total de perdas em frutos (DANTAS et al., 2003).
Esses microrganismos penetram, na maioria das vezes, através de ferimentos
acidentais durante a colheita, transporte e armazenamento ou pelas aberturas
naturais do fruto e estruturas florais, nos quais permanecem em estado quiescente
até o amadurecimento, quando entdo causam podridées (IPPOLITO; NIGRO, 2000).

A antracnose pode ser caracterizada como uma das doengas mais comuns da
parte aérea das plantas e € a principal doenca de frutos em pés-colheita, tornando-
se de elevada importancia econémica no Brasil (LIMA FILHO et al, 2003). O sintoma
tipico da doenca se apresenta na forma de lesGes arredondadas, grandes e
necréticas, com o centro dos tecidos deprimidos onde s&do produzidas massas de
conidios de coloracdo alaranjada (BAILEY et al., 1992). Também pode ocorrer uma
podriddo-mole nos frutos prejudicando assim a sua comercializagéo (LIMA FILHO et
al.,, 2003). Essas lesdes ainda acabam por beneficiar infeccbes por fungos
oportunistas e insetos (SALES JUNIOR et al., 2004).

Colletotrichum é considerado um dos géneros de fungos de maior importancia
em relacdo aos patdégenos de plantas e possui presenca significativa nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. Sdo causadores de antracnoses e podriddes de
pedunculo em fruteiras como mangueira, mamoeiro, morangueiro, maracujazeiro,
abacateiro, bananeira, cajueiro, citros e goiabeira, assim como frutas temperadas -
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maca, uva, kiwi, pera e améndoa (VIANA et al, 2003; SERRA; SILVA, 2004;,
ALMEIDA; COELHO, 2006; SILVA et al, 2006).

Os fungos filamentosos do género Colletotrichum apresentam duas formas
dependendo da fase de seu ciclo de vida: uma fase anamorfa que corresponde a
forma assexuada, nhome atribuido a espécie quando se reproduz assexuadamente e
exibe determinadas caracteristicas fenotipicas; e a outra representa a fase telemorfa
que é a forma sexuada, sendo ainda pouco conhecida e encontrada na natureza. As
espécies Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum musae sdo formas
assexuadas enquanto Glomerella cingulata e Gloeosporium musarum Sao suas
formas sexuadas, respectivamente. (GALE, 2002)

Diferentes espécies ou gendtipos de Colletotrichum podem infectar diferentes
partes da mesma planta hospedeira, causando doencas distintas que ocorrem
sucessivamente durante o0 desenvolvimento da cultura. Espécies como C.
gloeosporioides e C. musae merecem destaque por serem amplamente
disseminadas e causarem antracnoses em algumas das principais frutas nacionais
(KATAN, 2000; MENEZES, 2006).

2.3.1 Colletotrichum musae

A espécie C. musae (berk. & m.a. curtis) arx foi primeiramente classificada
como Myxosporium musae Berk; M.A. Curtis. Atualmente, € taxonomicamente
classificada com base no teleomorfo e esta inserida no filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, subclasse Sordariomycetidae, ordem Incertae sedis e familia
Glomerellaceae. Essa espécie apresenta, frequentemente, colénias com micélio
aéreo, abundante e de tonalidade branca que se tornam acinzentadas com o passar
do tempo, além de consideravel massa de conidios geralmente coalescente (INDEX
FUNGORUM, 2011a).

C. musae é responsavel por grandes prejuizos a cultura de bananas (Coelho
et al., 2010). Essa patogenia se desenvolve tanto no periodo pré como pos-colheita.
Na pré-colheita, o fruto € contaminado pelo patdgeno que permanece quiescente até
o inicio da maturagéo, provavelmente em decorréncia do tanino presente nos frutos
verdes. No periodo pés-colheita, os frutos encontram-se em fase de maturacéo e as
infeccbes quiescentes se manifestam em justaposicdo com infeccbes secundarias

chamadas de infec¢cbes ndo-quiescentes (PLOETZ et al., 2003). Em estagio
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avancado, a doenca pode apresentar ainda lesbes agrupadas responsaveis pelo
descarte do produto (CORDEIRO; MATOS, 2005; SPONHOLZ et al., 2004).

2.3.2 Colletotrichum gloeosporiodes

Colletotrichum gloeosporiodes (penz.) penz. & sacc. € descrito como um dos
patbgenos mais importantes do mundo, no qual infecta pelo menos 1.000 espécies
de plantas. As perdas poés-colheita geram graves consequéncias econdmicas e
sociais ao proporcionarem variacdo no comportamento do mercado, induzindo
mudancas em importantes parametros econémicos (POULIVONG et al., 2010).

Comumente, as espécies de Colletotrichum séo classificadas com base na
morfologia conidial, presenca de acévulos, producdo de apressoério e planta
hospedeira de origem (LIU et al, 2007). Entretanto, a heterogeneidade de C.
gloeosporioides é caracterizada pelas variacbes morfolégicas e patogénicas,
principalmente em meio de cultura, podendo ser explicadas pela ocorréncia da forma
sexuada, da heterocariose e da parasexualidade, o que justifica a conotacédo de
espécie-grupo (ALMEIDA; COELHO, 2007; MAFACIOLI et al, 2008).

2.4  Oleos essenciais no combate a Fitopatogenos

Muitos fungos sdo alvo de estudos devido a sua importancia enquanto
fitopatdgenos deterioradores de alimentos. Dentre as diversas técnicas de controle
desses fungos, 6leos essenciais e extratos vegetais tém ganhado destaque frente a
tais patogenos (ALMEIDA, 2015).

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais, complexos e volateis extraidos
de plantas através da técnica de arraste a vapor e pela prensagem do pericarpo de
frutos citricos. S&o constituidos por compostos originarios do metabolismo
secundario e podem ser encontrados nas flores, folhas, cascas, rizomas e frutos
(BIZZO, 2009; ABDOLAHI et al., 2010).

Diversas sdo as aplicacbes e utilizacbes dos O6leos essenciais, como a
aplicagdo em produtos de perfumaria, cosmeética, alimentos e também coadjuvantes
em medicamentos, onde sdo usados como aromas, fragrancias, fixadores de

fragrancias e em composi¢cdes farmacéuticas. Tais 6leos tém ganhado grande

17



destaque como controladores de agentes patogénicos e fitopatogénicos (SILVA
SANTOS et al., 2006).

Estudos realizados em diferentes regifes do Brasil demonstram a diversidade
de produtos naturais que apresentam atividade antifingica e dentre esses produtos
estdo os extratos vegetais (JOHANN et al., 2007). Segundo Marques (2015), os
extratos vegetais podem ser definidos como preparacdes liquidas ou em p6 obtidas
da retirada dos principios ativos de materiais vegetais. Em muitos casos, 0s extratos
representam manipulacbes farmacéuticas que tém o objetivo de concentrar as
substancias e reduzir as posologias, aumentar o prazo de validade e conservacao
de algumas drogas ou serem utilizados para a separagao dos ativos efetivamente
envolvidos nos efeitos terapéuticos, retirando-se ou minimizando-se a presenca de
compostos indesejaveis.

As plantas representam uma fonte alternativa quase inesgotavel de novas
estruturas quimicas com potencial fungicida desenvolvida a partir de compostos de
origem natural. Essas estruturas podem inibir o crescimento micelial e germinacéo
de conidios, além de ter uma eficacia no controle de doencas em partes aéreas,
como também serem usadas no tratamento de solos, sementes e frutos (AZEVEDO,
2003).

A exploracdo da atividade biologica dos metabdlitos secundéarios dos 6leos
essenciais de plantas surge como uma forma potencial de controle alternativo de
doencas das plantas cultivadas. Varios 6leos essenciais de plantas ja foram testados
sobre fungos fitopatogénicos. Os resultados alcancados nessa linha de pesquisa
tém-se mostrado promissores para uma utilizacdo pratica no controle de
fitopatdgenos em diversas culturas. (TAKATSUKA et al., 2003; PEREIRA et al.,
2006; SOUZA JUNIOR et al., 2009; BRESSAN et al., 2018)

O Oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale) foi testado por Oliveira,
Hanada e Brito (2019) para avaliar sua atividade antifingica contra C. theobromicola
em condi¢des in vitro. Os autores verificaram que concentragfes altas do Oleo
essencial de gengibre, como 2%, sdo capazes de reduzir significativamente o
desenvolvimento do fungo.

Em outro trabalho, SILVA (2018) utilizando os 0leos essenciais de melaleuca,

cravo, eucalipto, coco, menta e horteld, na concentragéo de 1%, observaram que 0s
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diferentes Oleos analisados apresentam grande potencial fungistatico para o controle
alternativo do Colletrotrichum gloeosporioides.

Souza Junior et al., (2009) verificaram também que os 0Oleos essenciais de
alecrim, alfavaca, capim-santo, cidrdo e goiaba inibiram em 100% a germinacao dos
esporos de C. gloeosporioides e consequentemente, 0 crescimento micelial do
fungo, comprovando-se, portanto, o efeito fungicida e ndo somente fungistatico dos
Oleos essenciais. Os autores relatam que esses resultados podem ter sido
influenciados pela presenca de varios compostos com acdo antimicrobiana.

Existem diferentes métodos descritos e evidéncias suficientes na literatura
propondo atividade antifingica dos 6leos essenciais, assim como 0s mesmos podem
contribuir para que os frutos adquiram maior tolerdncia a microrganismos

patogénicos.
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Resumo:

A antracnose tem ocasionado perdas severas na producdo brasileira de frutos, no
processo de poés-colheita, principalmente as doencas fungicas ocasionadas pelo
género Colletotrichum. Em virtude do mau uso de agrotéxicos tem-se buscado obter
novas técnicas de controle alternativo de doencas flungicas em plantas, como é o
caso do emprego de 6leos essenciais. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial antifungico in vitro dos 6leos essenciais de hortela (Mentha
piperita L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e melaleuca (Melaleuca alternifélia
Cheel.) frente os fungos fitopatogénicos Colletotrichum musae (Berk. & M.A. Curtis)
Arx e Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. O trabalho foi realizado
na Universidade Federal do Maranh&o, onde foram realizados testes com os 06leos
essenciais, sendo estes incorporados ao BDA (Batata-dextrose-agar) e vertido em
placas de petri, posteriormente foi-se observado a inibicdo total ou parcial do
crescimento micelial e da esporulacdo deste fitopatdgeno, dependendo do oleo
essencial utilizado. Os resultados indicaram que todos os Oleos testados
apresentaram determinado grau de efeito inibitério, porém 6leo essencial de
melaleuca demonstrou maior efeito inibitério do crescimento micelial dos fungos C.
musae e C. gloeosporioides quando comparado aos 6leos de hortela e alecrim.

Palavras-chave: Fungos; Alecrim; Hortel&; Melaleuca; controle biolégico.
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Abstract:

Anthracnose has caused severe losses in Brazilian fruit production, in the post-
harvest process, mainly fungal diseases caused by the genus Colletotrichum. Due to
the misuse of pesticides, it has been sought to obtain new techniques for alternative
control of fungal diseases in plants, such as the use of essential oils. The objective of
this work was to evaluate the in vitro antifungal potential of essential oils of
peppermint (Mentha piperita L.), rosemary (Rosmarinus officinalis L.) and melaleuca
(Melaleuca alternifolia Cheel.) Against phytopathogenic fungi Colletotrichum musae
(Berk. & MA Curtis) Arx and Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
The work was carried out at the Federal University of Maranh&o, where tests were
carried out with the essential oils, which were incorporated into the BDA (potato-
dextrose-agar) and poured into petri dishes, after which total or partial growth
inhibition mycelial and sporulation of this phytopathogen, depending on the essential
oil used. The results indicated that all the oils tested showed a certain degree of
inhibitory effect, but essential oil of melaleuca showed a greater inhibitory effect of
the mycelial growth of the fungi C. musae and C. gloeosporioides when compared to
the oils of mint and rosemary.

Keywords: Fungi; Rosemary; Mint; Melaleuca; biological control

Introducao

O principal problema na producdo de frutos, em escala global, esta
relacionado com a manifestacdo de doencas na fase de pds-colheita, entre elas, a
antracnose, que € causada por fungos do género Colletotrichum (SILVA et al.,
2009). Os mesmos podem infectar desde os frutos maduros até os frutos imaturos
pela penetracdo direta da cuticula. Dentre a vasta gama de fungos, Colletotrichum é
considerado um dos géneros de maior importancia em relagcdo a patogénese de
plantas, especialmente as espécies C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. e C.
musae (Berk. & M.A. Curtis) Arx. (MICHEREFF et al., 2005; SILVEIRA et al., 2005).
(BONETT et al., 2012).

C. gloeosporioides € o agente etiologico de maior incidéncia em diversas
espécies de frutas. A sua ocorréncia da-se praticamente em todas as regides
produtoras do Brasil e também em diversos paises. Ataca todos os 0rgaos aéreos da
planta como: folhas, botbes florais, gavinhas, ramos e frutos (NERY-SILVA et al.,
2007a). Causando danos semelhantes, C. musae, agente causal da antracnose da
banana, prejudica de forma consideravel a comercializagédo e o consumo “in natura”
desta fruta (SILVA; CORDEIRO, 2000; PLOETZ; THOMAS; SLABAUGH, 2003).
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Nesse contexto, estratégias de controle de doencas como a antracnose
tornam-se necessarias a fim de garantir maior sanidade e, consequentemente,
producdo e produtividade da espécie vegetal explorada (NOZAKI; DETONI;
DONADEL, 2013). A estratégia ainda predominante € o uso de fungicidas sintéticos.
Entretanto, o uso incorreto destes fungicidas na agricultura pode acarretar
contaminagdo ambiental, ocasionar mortalidade em inimigos naturais e
polinizadores, selecionar populacdes resistentes de pragas, provocar a presenca de
residuos em alimentos e ainda ocasionar intoxicacdo em aplicadores e
consumidores (ROEL et al., 2000; CARNEIRO et al., 2007; CARVALHO et al.,
2008).

Diante da necessidade de estratégias que causem menos danos socio-
ambientais, os extratos e 0Oleos essenciais extraidos de plantas medicinais séo
apontados como plano alternativo, j& que apresentam uma grande variedade de
propriedades como: antivirais, analgésicos, cicatrizantes, antifingicos, anti-
inflamatorios, antissépticos, antiespasmaédicos, relaxantes, expectorantes, larvicidas,
vermifugos, bactericidas entre outras indicacdes (NASCIMENTO, 2007). Levando-se
em conta todos estes aspectos, pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de
encontrar 6leos essenciais especificos com efeito antifingico e sem toxicidade
(ALMEIDA, 2015).

Dentre as plantas medicinais, a melaleuca (Melaleuca alternifélia Cheel),
pequena arvore ou arbusto de origem australiana com folhas parecidas com agulhas
e flores amareladas ou arroxeadas, é utilizada ha muitos anos no tratamento de
doencas (SIANI et al., 2000; HOARE, 2010). Assim como a melaleuca, outra espécie

7z

com grande destaque € a hortelda (Mentha piperita L.), uma planta aromatica
pertencente a familia Lamiaceae que apresenta Oleo essencial com elevado
contetdo de mentol, substancia responsavel pelo seu sabor refrescante
caracteristico (SOUSA; SOUZA SERRA; MELO, 20122, DAVID et al., 2007).

Ainda entre a vasta gama de espécies vegetais com potencial medicinal
encontra-se o Alecrim (Rosmarinus officinalis L.), erva perene nativa da regido do
Mediterraneo, porém cultivada em todo o mundo (YU et al. 2013). De acordo com
RasSkovi¢ et al. (2014), seu Oleo essencial apresenta atividade antioxidante e
antimicrobiana e € utilizado pela industria na preservacédo de alimentos, elaboracao

de fragrancias e na aromaterapia (AL-SEREITI et al., 1999).
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Nessa perspectiva, este artigo objetivou avaliar o potencial antifingico in vitro
dos Oleos essenciais de hortela, alecrim e melaleuca frente aos fungos
fitopatogénicos Colletotrichum musae e C. gloeosporioides, causadores de

antracnose em uma ampla gama de espécies de plantas frutiferas.

Metodologia

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade
Federal do Maranhdo, Campus Dom delgado, Sao Luis, MA.

Foram utilizados 6leos essenciais de hortela (Mentha piperita), melaleuca
(Melaleuca alternifolia) e alecrim (Rosmarinus officinalis). Os 6leos essenciais foram
produzidos e adquiridos comercialmente da empresa Amantikir Origem Natural®,
com sede na cidade de Sao Lourenco, MG, Brasil.

Em relacdo aos fungos, foram utilizados nos experimentos um isolado de C.
gloeosporioides e um de C. musae obtidos a partir de tecidos lesionados dos frutos
infectados (isolamento direto) de maméao e banana, respectivamente. Os isolados
foram preservados e depositados na colecdo de fungos do Grupo de Pesquisa em
Diversidade e Ecologia Microbiana da Universidade Federal do Maranh&o.

Os Oleos essenciais foram diluidos diretamente em meio de cultura BDA
(Batata Dextrose Agar) fundente, em bancada de fluxo laminar vertical (modelo Pa-
50 Eco, Pachane Ltda) de modo a se obter as seguintes concentracdes: 0,1; 0,2;
0,3; 0,5 e 1% para horteld e melaleuca, e 0,25; 0,5; 0,75 e 1% para alecrim. Os
meios com os extratos foram vertidos em placas de Petri de 90 mm de diametro.
Todas as operacdes foram realizadas sob condi¢Bes assépticas.

O meio contendo as diferentes concentracdes dos Oleos foi vertido em placas
de Petri, e 0 inéculo, constituido por um disco de micélio de 5 mm de diametro dos
fungos cultivados por 10 dias em meio BDA, foi colocado no centro de cada placa,
as quais foram mantidas a 25+2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Como tratamento
controle os fungos foram cultivados em placas com meio de cultura apenas.

A avaliagdo do crescimento micelial (mm) foi verificada pela mensuracéo
diaria do diametro das colbnias, obtida pela média de duas medidas diametralmente
opostas, por 10 dias ou até que a colbnia controle atingisse a borda da placa. A
inibicdo do crescimento micelial, em (%) foi calculada através da formula: IC (%) =

[(Dc - Dt) / Dc] x 100, onde Dc (mm) é o diametro da colénia do tratamento controle
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e DT (mm) é o diametro da colbnia do tratamento com 6leo essencial. O indice de
velocidade de crescimento micelial foi calculado através da féormula: IVCM = (D -
Da) / N, onde D= diametro médio atual da colénia, Da= diametro médio da coldnia do
dia anterior, N= nimero de dias apds a inoculagao.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
repeticbes por tratamento. Os dados relativos ao crescimento diario foram
submetidos a andlise de variancia e testes de regressédo. Os dados de IC e 0 IVCM

foram comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Resultados:

Os tratamentos com 6leo de horteld (M. piperita) proporcionaram redu¢do no
crescimento micelial de C. gloeosporioides em concentracdes acima de 0,1% (Figura
la). Com 0,2%, 0,3% e 0,5% de 6leo adicionado ao meio de cultura observou-se
efeito fungistatico, com inibicdo do crescimento micelial (IC) de 11,41%, 64,22% e
87,16%, respectivamente, comparados ao controle (Tabela 1).

O oleo essencial de melaleuca (M. alternifolia) reduziu o crescimento micelial
do fungo C. gloeosporioides quando comparados ao meio sem adicdo deste. O
efeito inibidor do 6leo aumentou a medida que se elevou sua concentracao (Figura
1b). A maior inibicdo do crescimento micelial foi obtida a uma concentracdo de 1%
com inibicdo de 94,24%, demonstrando nessa dosagem uma acao fungicida frente
ao fungo em questdo. Nas concentracbes 0,1%, 0,2%, 0,3% e 0,5% é possivel
observar um efeito fungistatico, com IC de 49,39%, 74,36%, 76,12% e 91,52%,
respectivamente, quando comparados ao controle (Tabela 1).

A concentracdo de 1% apresentou efeito fungicida com IC de quase 95%
(Tabela 1), impedindo o crescimento micelial deste fungo. Em relacdo ao Oleo
essencial de alecrim (R. officinalis) (Figura 1c), foi observado que as concentracfes
de 0,25%, 0,50%, 0,75% e 1% inibiram o crescimento micelial de C. gloeosporioides
em 17,58%, 24,39%, 36,09% e 89,93%, respectivamente, quando comparadas ao

controle.
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FIGURA 1: Efeito dos Oleos de Mentha piperita L. (A), Melaleuca alternifélia Cheel. (B) e Rosmarinus
officinalis L. (C) no crescimento micelial in vitro de C. gloeosporioides.

Em C. musae o 6leo essencial de melaleuca apresentou um efeito inibidor

frente ao crescimento micelial do fungo em questdo, apresentando uma melhor
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inibicdo na concentragdo de 1% (Figura 2b). Todas as concentracdes deste 6leo
essencial apresentaram um efeito fungistadtico com inibicdo de 9,6%; 23,90%;
37,88%; 90,63% nas concentracbes de 0,1; 0,2; 0,3 e 0,5% respectivamente (Tabela
1).

No 6leo essencial de horteld houve uma inibicdo de 87,73% na concentracdo
de 0,5% de o6leo (Tabela 1), demonstrando um alto potencial fungistatico até o 9°
dia, enquanto a concentracdo de 1% deste 6leo apresentou um efeito fungicida com
inibicdo de 95,07 do crescimento micelial de C. musae durante os 10 dias de testes
(Tabela 1 e Figura 2 A). As concentracdes 0,2% e 0,3% apresentaram um efeito
fungistatico, ndo alterando o crescimento do fungo nos primeiros quatro dias,
somente apos esse periodo o fungo comecou a se desenvolver, permanecendo
menor que o controle até o final das avaliacées (Figura 2a). Os testes com o 6leo de
Alecrim ndo foram eficientes na reducéo do crescimento micelial de C. musae com
as concentracdes de 0,25; 0,5 e 0,75% (Figura 2c). Apenas na concentracéo de 1%
houve inibicédo (IC=19,75%) quando comparado ao controle (Tabela 1).

Para todos os 6leos utilizados, o crescimento micelial de C. gloeosporioides
foi inversamente proporcional ao aumento das concentracdes dos 6leos (Figura 3A,
3B e 3C). Devido aos valores praticamente iguais nas concentracbes 0,5 e 1%
observados nos Oleos de horteld e melaleuca, a curva de regressao apresentou
ajuste quadrético. J4 para o Oleo de alecrim os valores ajustaram em uma reta
(regressao linear). O mesmo comportamento ocorreu para C. musae, exceto no 6leo
de alecrim, onde o crescimento micelial nos tratamentos 0,25%, 0,50% e 0,75%
superou o tratamento controle (Figura 3D, 3E e 3F).
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FIGURA 2: Efeito dos Oleos de Mentha piperita L. (A), Melaleuca alternifolia Cheel. (B) e Rosmarinus
officinalis L. (C) no crescimento micelial in vitro de C. musae.
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TABELA 1: indice de inibicdo do crescimento micelial (%) de C. gloeosporioides e C. musae por
Oleos essenciais de horteld (Mentha piperita L.), melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel.) e alecrim

(Rosmarinus officinalis L.)

Fungos
Concentracéo do 6leo C. gloeosporioides C. musae
0,1 -20,55b -2,47a
0,2 11,41b 54,67a
Horteld 0,3 64,22a 57,43b
0,5 87,16a 87,73a
1,0 88,81a 91,57a
0,1 49,39a 9,60b
0,2 74,36a 23,90b
Melaleuca 0,3 76,12a 37,88b
0,5 91,52a 90,63a
1,0 94,24a 90,63a
0,25 17,58a -28,17b
Alecrim 0,50 24,39a -10,01b
0,75 36,09a -15,50b
1,0 89,93a 19,76b

Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (a<0,05).
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FIGURA 3: Crescimento micelial de C. gloeosporioides (A, B e C) e C. musae (D, E e F) em
diferentes concentragdes de 6leo de Horteld (A e D), Melaleuca (B e E) e Alecrim (C e F).

No que diz respeito ao indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)
de C. gloeosporioides, houve uma relacdo significativa entre a velocidade de
crescimento e as concentragdes dos Oleos, onde em melaleuca se obteve um maior
IVCM nas placas controle enquanto os tratamentos de 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,5% e 1%
apresentaram uma diminui¢do gradativa na velocidade de crescimento a medida que
se aumentava as concentracfes do Oleo (Figura 4B). Resultado semelhante foi
observado no Oleo de alecrim, onde na concentracdo de 1% obteve-se a menor
velocidade de crescimento micelial (Figura 4C). No 6Oleo de hortela também é

possivel observar uma relacdo inversamente proporcional entre o IVCM e as
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concentracdes, a medida que a concentragdo do 6leo aumentou houve reducdo na
velocidade do crescimento a partir de 0,2% (Figura 4A).

Para C. musae, € possivel observar uma diminuicdo no IVCM a medida que
houve aumento na concentracdo do 6leo de melaleuca, sendo um declinio gradual e
significativo em cada uma das concentracdes testadas, onde na concentracdo de
1% foi obtido o menor IVCM de 0,44 (Figura 4E). No Gleo de horteld, o IVCM da
concentracdo 0,1 nao diferiu do controle, exibindo uma consideravel queda a partir
da concentracao de 0,2 (Figura 4D). Em contrapartida, no 6leo de alecrim, apenas a
concentracdo maxima de 1% provocou uma reducao significativa na velocidade de

crescimento deste fungo (Figura 4F).
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Discusséo

Frente a necessidade de se desenvolver métodos eficientes e menos
agressivos ao ambiente e a saude humana para o controle de doencas de plantas
cultivadas, em especial as frutas consumidas in natura, o potencial antifingico in
vitro dos o6leos essenciais de horteld, alecrim e melaleuca foi testado frente aos
fungos causadores de antracnose em maméo e banana, C. gloeosporioides e C.
musae, respectivamente.

Entre estes agentes potenciais de biocontrole, o 6leo essencial de melaleuca
foi 0 mais eficiente contra os patdgenos testados. Nessa pesquisa, a concentracao
de 1% foi a melhor dose entre as testadas, resultando na inibicdo completa do
crescimento micelial dos fungos em questdo. Resultados semelhantes foram obtidos
por Scheuermann et al. (2011) ao testar a acdo fungicida do mesmo 6leo na mesma
concentracdo, no controle de Bipolaris oryzae, fitopatdégeno do arroz.

Concentragbes do oOleo de melaleuca inferiores a 1%, testadas nesta
pesquisa, apresentaram atividade inibitéria para o crescimento de C. gloeosporioides
e C. musae, podendo ser consideradas fungistaticas a partir da concentracao de
0,1%, sendo esta a menor concentracao testada. Martins et al. (2010) testaram o
0leo essencial de melaleuca no controle dos fungos Macrophomina phaseolina,
Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria alternata e verificaram um efeito inibitorio a partir
da concentracdo de 0,2%. Outros trabalhos como Hammer et al. (2004) e Barbosa
et al. (2015) também verificaram a intensa atividade fungistatica e fungicida do 6leo
de melaleuca frente a espécie Candida albicans.

Os principais componentes do 6leo de melaleuca sao o terpinen-4-ol, que
apresenta atividade antimicrobiana e o 1,8-cineol, que possui propriedades irritantes
a pele. (CASTELO et al.,, 2013). Acerca dos mecanismos de acao desse Oleo,
estudos sugerem que a acdo do 6leo essencial de melaleuca atue diretamente em
enzimas respiratorias do fungo, levando posteriormente a uma inibicdo da
respiracdo, o que torna o 6leo essencial extremamente funcional (COX et al., 2000;
HOFLING et al 2019).

Por se tratar de um Oleo que apresenta um efeito fungistatico em baixas
concentragdes, se revela como uma alternativa econémica e ecologicamente viavel
de controle de doengcas de plantas na etapa de pds-colheita retardando o

crescimento de espécies fungicas em frutos e levando a um aumento de vida util de
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determinados frutos como banana, mamdo e manga o0s principais alvos de
antracnose causada por Colletotrichum no Brasil. O emprego do 6leo auxiliaria no
preenchimento de uma lacuna relacionada ao controle e as exigéncias quanto ao
uso de produtos biologicos que ndo oferecam riscos ao homem e ao meio ambiente.
(TATAGIBA et al, 2002; SANTOS et al., 2018)

No que diz respeito ao Oleo essencial de horteld, as melhores taxas de
inibicdo do crescimento micelial foram observadas em C. gloeosporioides quando
comparadas a C. musae. Tal efeito inibitdrio pode ser observado em ambos os
fungos a partir da concentracéo de 0,2%. Trabalhos como o de Souza et al. (2012),
evidenciam testes em diferentes concentracdes demonstrando potencial fungicida e
fungistético presente no o6leo de horteld, frente a diversas espécies do género
Colletotrichum. Resultados semelhantes ao observado neste trabalho, onde foi
observada uma diminuicdo acentuada da velocidade de crescimento micelial a
medida em que se aumentou a concentracéo do 6leo de hortela.

Tyagi & Malik (2011) verificaram atividade antimicrobiana do 6leo de hortela
frente a isolados dos fungos Penicillium digitatum, Aspergillus flavus, Fusarium
oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides. Outros trabalhos como o de Silva et al.
(2012) e Barbieri et al (2019) evidenciaram que o 6leo essencial de horteld, na
concentragdo de 100 %, foi capaz de inibir o desenvolvimento das diferentes
espécies de fungos como Aspergillus sp., Penicillium rubrum, Sclerotinia sp. e
Fusarium verticillioides, o que demonstra um potencial eficaz no combate a
organismos patogénicos causadores de doencas em diferentes espécies vegetais.

De acordo com Santos (2011), esta propriedade antimicrobiana se da pelo
mentol e mentona, constituintes mais abundantes da folha de horteld. Porém, esta
propriedade pode variar de acordo com a origem da amostra da planta e da espécie
fungica.

Os testes realizados neste trabalho com oOleo essencial de alecrim
apresentaram resultados diferenciados nos fungos testados. Em C. gloeosporioides
houve um efeito inibitério dose dependente, com inibicdo mesmo em concentracdes
baixas e também uma diminuicdo do IVCM a medida que houve um aumento da
concentracdo do 6leo de alecrim, enquanto que em C. musae sO houve inibicdo na
concentracdo de 1%. Isso pode ser explicado pelo fato de que o potencial

fungitéxicco pode estar relacionado ndo somente com a composi¢cdo do 6leo, mas
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também pela sensibilidade do patégeno a um ou mais compostos em diferentes
quantidades. Cabe ressaltar que a concentracdo de principios ativos nao se
apresenta uniforme durante o ciclo de vida da planta, podendo variar com o habitat,
a colheita e a preparacao (TESKE; TRENTINI, 1997; ROSWALKA, 2010).

De acordo com Genena et al. (2008), o componente mais abundante
encontrado no alecrim é o isocarnosol, que em conjunto com outros, como a-pineno,
acetato de bornil, canfora e carvacrol, sdo responsaveis pela atividade
antimicrobiana da planta. Santos (2016) ao testar 6leo de alecrim para controle in
vitro do fungo Sclerotium rolfsii obteve reducdo do crescimento micelial a partir da
concentracdo de 0,2%. Outros trabalhos constataram que esse 6leo foi capaz de
inibir distintamente o crescimento micelial de Alternaria carthami, Alternaria sp. e
Rhizoctonia solani (Hillen et al., 2012) e reduzir o crescimento micelial de Phomopsis
sojae.

Em quase todos os 0leos testados é possivel observar uma relacdo dose-
dependente nos casos em que ocorre a inibicdo gradativa do fitopatbgeno com o
aumento das concentracdes testadas e uma diminuicdo no IVCM (Indicie de
velocidade de crescimento micelial).

O uso de 6leos essenciais para controle alternativo de antracnose constitui
um campo amplo a ser explorado, principalmente sobre as espécies do género
Colletotrichum, pois assim como outros fitopatégenos, estas apresentam alto risco
de adquirir resisténcia a fungicidas convencionais (MYRESIOTIS et al., 2007,
RAMOS; ANDREANI JUNIOR; ANDREANI, 2016).

Atrelado a tais fatores, os 6leos essenciais de melaleuca, horteld e alecrim
possuem baixa toxicidade para mamiferos, sdo biodegradaveis, ndo persistentes no
ambiente, apresenta relativo baixo custo de producdo, além de apresentarem
atividade fungicida, o que foi comprovado nesta pesquisa (LORENZETTI et al.,
2011).

No momento, este estudo proporcionou informagfes importantes sobre o
efeito antifungico de alguns 6leos essenciais, abrindo perspectivas para a
continuagcdo de pesquisas no campo da biodiversidade e bioprospeccdo, na busca
de espécies vegetais promissoras como fonte para o desenvolvimento de novos
Oleos essenciais com potencial antifingico, fato relevante devido ao aumento de

resisténcia dos microrganismos aos fungicidas sintéticos disponiveis na atualidade
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(CHAVES et al., 2018) Ainda pouco se sabe a respeito do efeito de 6leos essenciais
dessas espécies sobre a grande diversidade de fungos fitopatogénicos que atacam
culturas economicamente importantes. Tais informacdes poderiam contribuir para o
controle alternativo de algumas doencas e desenvolvimento futuro de novos

produtos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O controle de microrganismos através da utilizacdo de Oleos essenciais tem
grande utilidade prética, pois estas substancias naturais provenientes de plantas
medicinais, aromaticas e condimentares sdo em sua maioria de facil obtencdo, com
baixo custo e sem toxidez residual, e podem ser uma alternativa para o controle de
doencas que causam grandes perdas para produtores e consumidores.

Uma caracteristica relevante que deve ser observada é que o0s Oleos
essenciais sdo produzidos por organismos vivos, sujeitos a varias alteracdes. Por
isso € importante observar o histérico da planta utilizada para a extracdo desses
Oleos essenciais, como o local de cultivo, época de coleta, temperatura, pluviosidade
e estadio de desenvolvimento. Além disso, verificar sua composi¢cdo quimica, antes
de afirmar se determinada planta apresenta ou nao atividade bioldgica sobre algum
patdgeno.

Estudos futuros pretendem identificar os principais compostos dos Oleos
essenciais utilizados, buscando-se obter informagbes mais completas sobre
concentracdes de diferentes 6leos que sejam eficazes no controle de fungos, tanto
in vitro quanto ex vitro.

Cabe ressaltar que pesquisas na area de plantas medicinais como defensivos
naturais € uma area muito promissora, com possibilidade de novas e relevantes
descobertas, porém, deve ser alicercada em estudos interdisciplinares, para que se
obtenham resultados conclusivos. As plantas sdo uma fonte inesgotavel de
compostos, muitos desconhecidos, que podem servir de modelo para sintese
quimica, gerando produtos de baixo custo, eficazes, ambientalmente seguros, com
controle de qualidade, e principalmente, que atendam as necessidades dos

produtores.
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Scope and policy

The Brazilian Journal of Medicinal Plants [BJMP] is a quarterly publication
devoted to the dissemination of original articles, reviews and preliminary notes,
which must be inedited, covering the broad areas of medicinal plants.
Manuscripts involving clinical trials must be accompanied of an authorization by
the Ethics Committee of the Institution where the experiment was carried out.
The articles can be written in Portuguese, English or Spanish; however, an
abstract in both English and Portuguese is obligatory, independently of the used
language. Papers should be sent by e-mail to rbpm.sbpm@agmail.com, typed in
Arial 12, double space, 2cm margins, Word for Windows. Telephone numbers
for any urgent contact should also be included in the submission e-mail. The
articles should not exceed 20 pages.

For publication of articles submitted to RBPM after 1 st April 2013, there is a cost
of $ 300 (three hundred reais) to be paid by the authors only by receiving the
acceptance letter, when they will receive also the invoice and payment
instruction.

Format and preparation of manuscripts

REVIEWS AND PRELIMINARY NOTES

Reviews and Preliminary Notes must be basically structured into Title, Authors,
Resumo, Palavras-chave, Abstract, Key words, Text, Acknowledgement
(optional), and References.

Special attention should be given to Review Articles; Ipsis-Litteris citation from
other published texts must be avoided since it means plagiarism by law.

ARTICLES

Articles must be structured as follows:

TITLE: The title must be clear and concise, typed in bold, with only the first
letter in

uppercase, and centralized on the top of the page. A subtitle, if available, must
follow the title, in lowercase letters, and may be preceded by a roman numeral.
The common names of medicinal plants must be followed by their scientific
names in parentheses, available at www.tropicos.org and www.ipni.org.

AUTHORS: Cite first the last name of authors in full (use only the initials of first
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intermediate names without spaces and separated by commas), in uppercase
letters and bold, starting two lines below the title. Following each author's
name, a superscript number must indicate the respective Institution and
address (street, zip code, town, country). The corresponding author must be
identified with an e-mail address. Authors' names must be separated by a
semicolon.

RESUMO: "Resumo” must be on the title page, starting two lines below the
authors' names. It must be written in only one paragraph containing aims,
summarized material and methods, main results, and conclusion. No literature
citations must be included. Palavras-chave: "Palavras-chave" must start one
line below "Resumo” at the left margin, typed in bold, and should include up to
five words separated by commas.

ABSTRACT: It must contain the title and the abstract in English, with the same
format as that in Portuguese (single paragraph), except for the title which must
be typed in bold with the first letter in uppercase and included after the word
ABSTRACT.

Key words: The key words in English must be typed bellow
the ABSTRACT and should
include up to five words separated by commas

INTRODUCTION: The introduction must contain a brief literature review and
the aims of the work. Authors must be cited in the text according to the
following examples: Silva (1996); Pereira & Antunes (1985); (Souza & Silva,
1986), or when there are more than two authors, Santos et al. (1996).

MATERIAL AND METHOD: The employed original techniqgues must be
completely described or references to previous works reporting these methods
should be included. Statistical analyses must also contain references. In the
methods, the following data regarding the studied species must be presented:
scientific name and author, name of the Herbarium where the voucher species
is stored and its respective number Voucher Number).

RESULT AND DISCUSSION: These can be presented separately or as a
single section,
including a summarized conclusion at the end.

ACKNOWLEDGEMENT: If necessary, acknowledgements must be written in
this section.

REFERENCE: References must follow the examples below:
Journals:

AUTHOR(S) separated by semicolons without spaces between initials. Paper
title. Journal title in full, volume, number, first page-last page, year.
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HUFFAKER, R.C. Protein metabolism. In: STEWARD, F.C. (Ed.). Plant
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Concentration area in Botany) - Department of Botany, Universidade Federal
de Pernambuco, Recife.

Papers from Events:
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VIEIRA, R.F.; MARTINS, M.V.M. Estudos etnobotanicos de espécies
medicinais de uso popular no Cerrado. In: INTERNATIONAL SAVANNA
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Electronic Publication:
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year. Place: publisher, year. Pages. Available at: <http://www........ >. Accessed
on: day month (abbreviated) year. PEREIRA, R.S. et al. Atividade
antibacteriana de 6leos essenciais em cepas isoladas de infec¢éo

urinaria. Revista de Saude Publica, v.38, n.2, p.326-8, 2004. Available

at: http://www.scielo.br. Accessed on: 18 Apr. 2005. Do not cite abstracts or
research reports unless the information is extremely important and has not
been published as a different format. Personal communications must be written
as footnotes on the page they are cited but should be avoided if possible.
Citations such as "Almeida (1994) cited by Souza (1997)" should also be
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TABLES: Tables must be inserted within the text and typed in Arial 10, single
space. The word TABLE must be typed in uppercase letters followed by Arabic
numerals; in the text, tables must be typed in lowercase letters (Table). The
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text. When cited in the text, lowercase letters should be used (Figure). Captions
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Review Process: The manuscripts are analyzed by at least two reviewers,
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return to the reviewer for a final evaluation. When at least 2 reviewers approve
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* Only approved articles submitted after 1st April 2013 must pay for publication
costs.

Copyright: When submitting an article to the journal, the authors must be
aware that if it is accepted for publication, its copyright, including rights for
reproduction in all media and formats, will be exclusively ceded to the Brazilian
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the authors to reproduce their articles.
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authors.

Note: Opinions and concepts reported in the papers constitute the author's
exclusive

responsibility. However, the Editorial Board has the right to suggest or require
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modifications they judge necessary.

Submission of manuscripts
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