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RESUMO. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito fungitéxico de extratos
vegetais sobre o crescimento micelial e a germinacio de esporos de Colletotrichum
gloeosporioides. Os extratos foram obtidos a partir de plantas secas e moidas, utilizando-se
dgua e etanol como meio extrator. Foram utilizadas 22 espécies de plantas para a obtengio
dos extratos. Os extratos foram avaliados por meio da incorporagio de 20% do extrato em
meio BDA, antes ou apds a autoclavagem do mesmo. Determinou-se a percentagem de
inibi¢do do crescimento micelial (PIC). Utilizando-se extrato na propor¢io de 50% e
suspensdo de esporos, determinou-se a percentagem de inibigio da germinagio de esporos
(PIG). Verificou-se que os extratos hidroetandlicos proporcionaram maior PIC de C.
gloeosporioides, enquanto maior PIG foi obtido com os extratos aquosos. Extratos nio
autoclavados foram mais eficientes na redugio do crescimento micelial de C. gloeosporioides
que os extratos autoclavados. Os extratos aquoso ¢ hidroetanélico de melio-de-sio-cactano
e extrato hidroetandlico de eucalipto proporcionaram maiores PIC. Os extratos aquosos de
Luffa acutangula, Eucalyptus citriodora, Chenopodium ambrosioides ¢ Bauhinia, e os extratos
hidroetandlicos de Ruta graveolens, Eucalyptus citriodora, Zingiber officinale e Chenopodium
ambrosioides inibiram mais de 90% da germinagio de esporos.
Palavras-chave: extratos vegetais, inibigdo do crescimento micelial, inibigdo da germinagio de
esporos, controle alternativo, plantas medicinais.

ABSTRACT. Antifungal activity of plant extracts to Colletotrichum gloeosporioides.
The present work aimed to evaluate the effect fungitoxic of plant extracts on the mycelial
growth and on the spores germination of C. gloeosporioides. The plant extracts were obtained
starting from dried ground plants, using water and ethilic alcohol as extractor. Twenty-two
plant species were used to obtain the extracts. The extracts were tested by means of the
incorporation of 20% (v/v) in PDA medium, before or after sterilization. The percentage of
inhibition of the mycelial growth (PIM) was determined. Extract in the proportion of 50%
was added to a spore suspension used to determine the percentage of inhibition of the
spores germination (PIS). The hidroetanolic extracts provided larger PIM of C.
gloeosporioides, while larger PIS was obtained with the aqueous extracts. Non autoclaved
extracts was the most efficient in mycelial growth of C. gloeosporioides, even more than the
autoclaved ones. Aqueous and hidroetanolic extracts of Momordica charantia and
hidroetanolic extract of Eucalyptus citriodora provided higher PIM. Aqueous extracts of Luffa
acutangula, Eucalyptus citriodora, Chenopodium ambrosioides, and Bauhinia, and hidroetanolic
extracts of Ruta graveolens, Eucalyptus citriodora, Zingiber officinale and Chenopodium ambrosioides
inhibited more than 90% of spores germination.

Key words: extracts vegetable, inhibition of the mycelial growth, inhibition of the spores germination,

alternative control, medicinal plants.

Introducao

O tratamento quimico ¢ amplamente utilizado na
agricultura. Apresenta, entretanto, as desvantagens do
risco de contamina¢io do meio ambiente, podendo
prejudicar a sadde dos aplicadores e/ou consumidores,
além de problemas de resisténcia de fitopatégenos.

Com isso, a busca de alternativas seguras, que
proporcionem a méxima eficiéncia de controle com
o menor impacto ambiental, tem sido investigada.
Nesse sentido, as plantas podem constituir-se fontes
tteis de substincias fungitdxicas, as quais, quando
comparadas com fungicidas sintéticos, mostram-se
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praticamente inofensivas para o meio ambiente,
podendo até superd-las em sua agio fungitdxica
(Fawcett e Spencer, 1970).

Os fungicidas originados de plantas sio utilizados
hd séculos. As pesquisas envolvendo a procura de
fungicidas obtidos de plantas, porém, s6 vém
aumentando nos ultimos vinte anos (Hernindez,
1996). Verifica-se, na literatura, um aumento
significativo no namero de trabalhos que objetivam
detectar atividade antiftingica em extratos vegetais
em virios pafses (Digrak et al., 1999; Franco e
Bettiol, 2000; Sato et al., 2000; Silva et al., 2001;
Kamalakannan et al, 2001; Carré et al, 2002).
Considera-se a diversidade de substincias que
existem nas plantas e a possibilidade de se
encontrarem novas substincias antifingicas, as quais
poderiam ser utilizadas diretamente pelo produtor,
por meio do cultivo da planta “fungicida”, preparo e
aplicagdo direta do extrato na planta cultivada. Outra
possibilidade ¢ a identificagio de substincia(s) nos
extratos vegetais, com caracteristica fungicida, as
quais serviriam de modelo para a sintese de novos
fungicidas no futuro.

Para se obter um produto que seja vidvel a
recomendagio aos produtores ou a sintese de nova
molécula fungicida, existe necessidade de pesquisa
que procure detectar onde estdo essas substincias,
tendo como hipétese que extratos de plantas de
nossa flora tém propriedades antimicrobianas. A
busca de novas alternativas para serem oferecidas ao
produtor deve ser determinada. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito de extratos de
plantas sobre o crescimento micelial e a germinacio
de esporos de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. & Sacc. isolado de mamio.

Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Microbiologia ¢ Fitopatologia, da Faculdade de
Engenharia, da Universidade Estadual Paulista “Jalio
de Mesquita Filho” — Unesp, em Ilha Solteira,
Estado de Sio Paulo, no periodo de fevereiro a
novembro de 2003.

Obtiveram-se extratos de vinte e duas plantas das
quais foram utilizadas as folhas e ramos de arruda
(Ruta graveolens L.), beldroega (Portulaca oleracea L.),
bucha (Luffa acutangula (L.) Cogn.), erva-santa-maria
(Chenopodium — ambrosioides  L.), serralha (Emilia
sonchifolia (L)  DC),  meldo-de-sio-cactano
(Momordica charantia L.); folhas de café (Coffea arabica
L.), confrei (Symphytum officinale L.), capim-cidreira
(Cymbopogon  citratus (DC) Stapf.), espirradeira
(Nerium oleander L.), eucalipto (Eucalyptus citriodora
Hooker M.), fumo (Nicotiana tabacum L.), hortela
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(Mentha spicata x suaveolens L.), horteld pimenta
(Mentha piperita L.), insulina (Cissus sicyoides L.),
mamona (Ricinus communis L.), mentrasto (Peltodon
radicans Pohl), neem (Azadirachia indica A. de
Jussieu), seringueira (Hevea spp.), trombeteira
(Datura spp.), unha-de-vaca (Bauhinia spp.); e
rizoma de gengibre (Zingiber officinale Roscoe).
Utilizaram-se 20 plantas para a avaliagio da inibigio
do crescimento micelial e 18 plantas na inibigio da
germinagio de esporos. Essas plantas foram
escolhidas em fungio de informacdes de literatura,
em que se relatam as suas atividades
antimicrobianas. Em alguns casos sio, também,
consideradas como plantas medicinais.

As plantas foram coletadas nas regides de Ilha
Solteira, Junqueirépolis e Araraquara, Estado de Sio
Paulo. Ap6s a coleta, as plantas foram levadas para o
laboratério, onde foram lavadas em dgua corrente e
colocadas em solugio de hipoclorito a 10% por 20
minutos, com a finalidade de eliminar
microrganismos presentes na sua superficie. Em
seguida, procedeu-se 2 lavagem em 4gua destilada,
para a retirada do excesso de hipoclorito, e posterior
repouso por 24 horas sobre papel absorvente, para
reducio do excesso de umidade. Apds esse periodo,
o material foi acondicionado em sacos de papel e
colocado em estufa, com circulagio de ar, a 45°C,
durante 96 horas. O material seco obtido foi moido
em moinho de facas, constituindo, assim, a droga
triturada (termo utilizado para o material vegetal do
qual serd obtido o extrato).

Para a obtengio do extrato aquoso, a droga foi
colocada em béquer e sobre ela, verteu-se dgua
destilada fervente, na proporgio de 20:80 g,
respectivamente. A mistura permaneceu em repouso
por duas horas sobre a bancada em laboratério. Na
seqiiéncia, filtrou-se utilizando funil, contendo uma
por¢io de algodio, como elemento filtrante e bomba
de vicuo. Acondicionou-se o elemento filtrado em
vidro 4mbar. Este foi mantido em refrigerador a
4°C, até o momento de utilizagio nas avaliagOes.

Para a obtengio do extrato hidroetandlico, a
droga foi colocada em jarra de liquidificador
contendo  solucio  hidroetandlica a  70%,
obedecendo-se 2  propor¢io de 20:80 g,
respectivamente. Em  seguida, submeteu-se a
mistura a turbo extragio por 8 minutos, em dois
tempos de quatro minutos, com intervalo de trés
minutos entre os tempos. Apés o processo, realizou-
se a filtragem. Para evitar a interferéncia da agio do
etanol presente nos extratos hidroetandlicos,
evaporaram-se esses extratos. Para isso, colocou-se o
extrato hidroetanélico em béquer, submetendo-o ao
banho-maria a 45°C, por cerca de 12 horas, até restar
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um liquido viscoso. Depois, acrescentou-se dgua até
o volume inicial e estes foram acondicionados, de
modo semelhante ao utilizado para os extratos
aquosos.

A partir de frutos de mamoeiro com sintomas de
antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides,
realizaram-se isolamentos diretos do fungo para
meio de cultura de batata-dextrose-dgar (BDA). As
colénias foram preservadas em tubos de ensaio com
solugdo salina (Castellani, 1939), as quais foram
mantidas em refrigerador a 15°C.

Discos de 5 mm de didmetro de BDA mais
micélio de C. gloeosporioides, de culturas mantidas a
25°C, durante sete dias, foram transferidos para
placas de Petri, contendo 20% do extrato a ser
avaliado, incorporado ao BDA antes ou apds a
autoclavagem. No tratamento testemunha, colocou-
se 20% de dgua destilada esterilizada. Apds esse
processo, as placas foram incubadas a 25°C durante
seis dias. A avaliagio consistiu de medig¢oes do
didmetro das coldnias (média de duas medidas
diametralmente opostas) iniciadas ap6s 48 horas de
incubagio, perdurando seis dias, ou seja, até o
momento em que as coldnias fingicas do tratamento
testemunha atingiram toda superficie do meio de
cultura. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado, constituido do isolado de
C. gloeosporioides, de 20 extratos de plantas, de dois
extratores (dgua ¢ etanol 70%) e com ou sem
autoclavagem, com quatro repetigbes. Cada
repeti¢ao foi constituida por uma placa de Petri.

Para a produgio de esporos de C. gloeosporioides
utilizou-se BDA modificado, na obtengio das
colonias flngicas e as mesmas condigdes de
temperatura ¢ periodo de tempo da utilizada para a
obtengio do crescimento micelial. O meio de BDA
modificado foi preparado utilizando-se 400 g de
batata, para obter o caldo a ser completado em 1 L de
meio. A partir de colénias de C. gloeosporioides de 5
dias de idade preparou-se uma suspensio de 4 x 10°
esporos mL™". Misturam-se 2 mL do extrato puro a
ser avaliado e 2 mL da suspensio de esporos de C.
gloeosporioides ou dgua esterilizada, no tratamento
testemunha. Em IAminas de vidro esterilizadas,
depositaram-se duas gotas (0,1 mL cada gota) da
suspensio de esporos com o extrato ou o tratamento
testemunha. Essas ldminas de vidro foram
acondicionadas em placas de Petri, as quais
receberam, no fundo, dois discos de papel de filtro
umedecido em dgua destilada esterilizada e pedagos
de bastio de vidro, para sustentar as liminas. O
conjunto, placas de Petri contendo as ldminas de
vidro, foi mantido em estufa a 25°C, durante nove
horas. Ao término desse periodo, colocou-se uma

gota de lactofenol, para interromper a germinagio
dos esporos. Apds o processo, em microscépio 6tico,
realizou-se a contagem de 100 esporos em cada gota,
determinando-se a percentagem de esporos
germinados. Considerou-se como esporo germinado
aquele que apresentou tubo germinativo igual ou
maior que a sua largura.

O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado, constituido do isolado de
C. gloeosporioides, de 18 extratos de plantas e de dois
extratores (aquoso ¢ hidroetandlico), com quatro
repeti¢des. Cada repetigio foi constituida por uma
lAmina.

A partir dos resultados obtidos determinou-se a
percentagem de inibigdo do crescimento micelial
(PIC) e a percentagem de inibigio da germinagio de
esporos (PIG), por meio das férmulas apresentadas a
seguir, para cada extrato, em relagio ao tratamento

dados
submetidos 2 andlise de wvaridncia pelo teste F,
comparando-se as médias pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade, por meio do software Sanest,
utilizando a transformagio ./x+05 (Zonta e

Machado, 1993).

testemunha. Em  seguida, os foram

PIC = {(didmetro da testemunha - didmetro do
tratamento)/didmetro da testemunha} x
100

PIG = {(n° esporos germ. da testemunha — n°

esporos germ. do tratamento)/n°® esporos
germ. da testemunha} x 100

Resultados e discussao

Os resultados obtidos da avaliagio da PIC de C.
gloeosporioides isolado de fruto de mamoeiro a extratos
vegetais estio apresentados na Tabela 1. Dos 20
extratos avaliados, apenas para os extratos de meldo-
de-sio-caetano, espirradeira e eucalipto obtiveram-
se PIC maior de 50%. Somente o extrato aquoso de
melio-de-sio-caetano proporcionou mais de 90% de
PIC, diferindo
extratos.

significativamente dos demais

Os extratos hidroetanélicos nio-autoclavados de
eucalipto e de melio-de-sdo-cactano proporcionaram
PIC de C. gloeosporioides entre 62 a 70%, diferindo
significativamente dos demais extratos. Fiori et al.
(2000) observaram que o extrato bruto de E. citriodora
e Ageratum conyzoides L. inibiram completamente o
crescimento micelial e a germinagio de esporos de
Didymella bryoniae (Auersw.) Rehm.
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Tabela 1. Percentagem de inibigio do crescimento micelial de
Colletotrichum ~ gloeosporioides para extratos vegetais aquoso ¢
hidroetanélico, sem autoclavagem (SA) ou com autoclavagem
(CA). Ilha Solteira, Estado de Sio Paulo, 2003.

Celoto et al.

Tabela 2. Percentagem média de inibigdo do crescimento
micelial de Colletotrichum  gloeosporioides para extratos aquoso ¢
hidroetandlico, sem autoclavagem (SA) ou com autoclavagem
(CA). Ilha Solteira, Estado de Sio Paulo, 2003.

Tratamentos Extrato aquoso Extrato hidroetandlico Extratores SA CA
SA CA SA CA Hidroetandlico 21,2 a* A* 153a B

Arruda 222c¢c*xA* 92bB 28,9cd A 2,81 B Aquoso 15,7b A 84b B
Beldroega 47 ng 44cdA 4,4j A 2,2ij B *Médias seguidas de mesma letra, maitisculas na linha ¢ mindsculas na coluna, nio
Bucha 22¢B 50bc A 15,5 gh A 11,1efB diferem significativamente entre si segundo Tukey (5%).
Café 0,0hA 0,0gA 9,71A 42hijB
Capim-cidreira 380bA 05fgB 1,7k B 5,0 ghi A O : 213 :

s extratos hidroetandlicos, independentemente
Erva-santa-maria 47fgA  05fgB 147ghiA  80fgB ~ ’ P i
Espirradeira 41,1bB 52,52 A 17,8fgh A 153 de A de Sofrerem Oou nao a autoclavagem, proporcionaraim
Eucalipto 00hB  3,6cdecA 70,52 A 3,1bB 3 i 4di 0,

: ; : ’ maiores PIC de C. gloeosporioides, média de 18,2%

Fumo 25fg A 19defA  250deA 20,5dB g P ’ .. <70
Gengibre 36fgA  00gB  335bcA  305bA que os extratos aquosos, com média de 12,0%,
Hortela 125dA  51bcB  239defA  175dB diferindo estatisticamente dos extratos aquosos. Para
Horteld pimenta 89deA 58bcB 425bA 28,9 bc B o i . . .
Mamona 21,6cA  1lefgB  128hiB  200dA 65% dos extratos hidroetandlicos, verificou-se maior
Melio-de-sio-cactano 91,6aA 614aB 62,52 A 46,62 B PIC de C. glOEOSpOI’iOidES quando comparados 20S
Mentrasto 51lefgB  86bA 20,8 efg A 192dA ..
Neen 00hA  00gA  100iA  86fA extratos aquosos. Isso significa que o etanol
Seringucira 39fgA 00gB  22jkA  36hjA apresentou maior eficiéncia para extrair a(s)
Serralha 54 efA 00gB 3,0jkA 19jA . . i .
Trombeteira 430bA  42cdB  18,9cfehA 21.6cdA substincia(s) antifingica(s) a C. gloeosporioides, com o
Unha-de-vaca 24fcB  44cd A 4,7iB 6,9 fgh A atributo PIC.

*Médias seguidas de mesma letra, mindsculas na coluna e maidsculas na linha para os
extratos aquoso ou hidroetandlico, nio diferem significativamente entre si segundo
Tukey (5%).

Dados de literatura para extratos de espécies
semelhantes sio conflitantes. No presente trabalho,
extratos aquosos ¢ hidroetandlicos autoclavados de
capim-cidreira e arruda, incorporado (20%) em
BDA, apresentaram PIC respectivamente 0,5, 5, 9,2
e 2,8%. Por outro lado, Salvadori et al. (2003)
relatam que extratos brutos das folhas de capim-
cidreira e arruda, incorporados (25%) em BDA ¢
autoclavados, apresentaram PIC para C.
gloeosporioides, respectivamente, 9,5 e 23,5%. Entre os
fatores que influenciam nos teores de principios
ativos em plantas, destacam-se: o fator genético, as
condig¢des de cultivo, colheita e processamento do
material (Bacchi, 1996; Furlan, 1996; Hernindez,
1996).

Na Tabela 2, verifica-se a obtencio de diferengas
significativas na PIC de C. gloeosporioides, em funcio
da esterilizagio dos extratos (com ou sem
autoclavagem) e do tipo de extrator utilizado (dgua ou
etanol 70%). O uso de extratos esterilizados garantiu
menos contaminagdes no meio de cultura. Extratos
submetidos a autoclavagem, porém, independentemente
de serem aquosos ou hidroetandlicos, apresentaram
menor atividade antifiingica, indicando que as
condi¢des de autoclavagem alteram a substincia
antifingica. Apenas para os extratos aquosos de
bucha, espirradeira, eucalipto, mentrasto e unha-de-
vaca e para os extratos hidroetandlicos de capim-
cidreira, mamona e unha-de-vaca foram observadas
PIC de C. gloeosporioides maiores e diferentes,
estatisticamente, para os extratos autoclavados

(Tabela 1).

Verficaram-se resultados semelhantes obtidos
para a PIC pelos extratos vegetais quando se analisou
a PIG de C. gloeosporioides (Tabela 3). Maior PIG,
média de 28,1%, foi verificada para os extratos
hidroetandlicos e menor para os extratos aquosos,
com média de 25,8%, diferindo estatisticamente.

Tabela 3. Percentagem de inibigio de germinagio de esporos de
Colletotrichum  gloeosporioides a  extratos aquoso (EAq) e
hidroetandlico (EHe), sem autoclavagem. Ilha Solteira, Estado de
Sio Paulo, 2003.

Tratamentos EAq EHe
Arruda 3 d* B* 1002 A
Beldroega 0OcA 0fA
Bucha 100a A 0fB
Café 0cB 89bA
Confrei 0OcA 0fA
Erva-santa-maria OeB 17cA
Espirradeira 54bA 2dB
Eucalipto 1002 A 1002 A
Fumo OeB leA
Gengibre 0cB 92bA
Hortela pimenta 5¢cA 1eB
Insulina OcA 0fA
Mentrasto 1002 A 99aA
Neen 0eB 2dA
Seringueira 0OcA 0fA
Serralha 0cB 1cA
Trombeteira 5cA 1eB
Unha-de-vaca 98aA 1eB
Média geral 258 B 28,1 A

*Médias seguidas de mesma letra, maitisculas na linha e mindsculas na coluna, nio
diferem significativamente entre si segundo Tukey (5%).

Para os extratos aquosos de bucha, eucalipto,
mentrasto ¢ unha-de-vaca foram determinados PIG
maiores que 97%. Os extratos hidroetandlicos de
arruda,  eucalipto, gengibre ¢  mentrasto
proporcionaram PIG maiores de 91%. Bonaldo et al.
(2004) observaram que o extrato aquoso de E.
citriodora autoclavado na concentra¢io de 20% inibiu
totalmente a germinacio de esporos e a formagio de
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apressorios de Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ells &
Halst. Nwosu e Okafor (1995), quando estudaram o
efeito dos extratos de arruda e gengibre na
germinagio de esclerédios de Sclerotium rolfsii Sacc,
observaram, respectivamente, 100 ¢ 75% de inibi¢io
da germinagio de esclerédios do fungo.

Nenhuma das plantas utilizadas neste trabalho é
recomendada  para o controle de fungos
fitopatogénicos, mas a presenca de substincias
fangicas em extratos de plantas é uma realidade que
merece ser mais avaliada, principalmente em plantas
de melao-de-sdo-caetano, eucalipto e mentrasto que
proporcionaram maiores PIC ou maiores PIG de C.
gloeosporioides. Ressalta-se que hi necessidade de mais
estudos sobre esse assunto, envolvendo testes de
amostras da mesma planta coletada em diferentes
regides geogrificas, diferentes épocas do ano e
diferentes horas do dia para: determinar a parte da
planta onde se concentra maior quantidade da
substincia antifingica, determinar a substincia
antifingica presente, as doses dos extratos ¢ a
toxicologia das plantas e avaliar os extratos em
condig¢des de campo e a toxicidade ao ambiente e ao
homem.

Conclusao

Extratos nio autoclavados e extratos alcodlicos
proporcionam maior inibi¢io do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides; os extratos
aquoso e hidroetandlico de meldo-de-sio-caetano e
o extrato hidroetandlico de eucalipto proporcionam
maiores inibicdes do crescimento micelial; os
extratos aquosos de Luffa acutangula, Eucalyptus
citriodora, Chenopodium ambrosioides e Bauhinia, ¢ os
extratos hidroetandlicos de Ruta graveolens, Eucalyptus
citriodora, Zingiber officinale e Chenopodium ambrosioides
inibiram mais de 90% da germinagio de esporos de
C. gloeosporioides.
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