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Resumo

Nos ultimos anos muitos extratos de plantas vém sendo estudados para o controle de
doencas devido a presenca de substancias que podem apresentar agdo antimicrobiana contra
uma ampla gama de patdgenos. Muitos trabalhos foram desenvolvidos com o uso de
extratos de plantas em ensaios in vitro, conseguindo bons resultados no controle de
doencas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito in vitro de doses dos extratos
aquosos de Arrabidaea bilabiata (Sprague) Sandw. no controle de fungos fitopatogénicos. Foi
utilizado folhas secas e trituradas de Arrabidaea bilabiata, coletadas no municipio de
Autazes-AM. Utilizou-se 25¢g de folhas de Arrabidaea bilabiata para se obter o extrato em
agua destilada onde foi filtrado em gaze, papel de filtro e esterelizado em filtro Milipore
0,45um , onde foi utilizado no preparo do meio de cultura para o cultivo dos fungos. Os
experimentos permaneceram em BOD e foram realizadas medi¢6es diarias do crescimento
micelial e a contagem de esporos e esclerodios produzidos pelos fungos e médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. O extrato aquoso na concentracdo
20% e 40% inibiram a producéo de esporos de C.cassiicola apresentando maior eficiéncia
em relacdo aos demais tratamentos, O extrato aquoso nas concentragdo 5,10,20 e 40%
favoreceu a producédo de esclerddios em Sclerotium rolfsii, quanto ao crescimento micelial

de S. rolfsii e C.cassiicola n&o houve diferenca significativa



1. INTRODUCAO

Uso de extratos vegetais no controle de fungos fitopatogénicos

Atualmente, em todos os lugares do mundo onde se pratica uma agricultura
econbmica, a intervencdo para o controle de doencas de plantas é largamente utilizada
através de pesticidas. Sem duvida, o uso racional destes produtos pode ter, em curto prazo,
um efeito positivo para o produtor. No entanto, em longo prazo, além do surgimento de
isolado dos fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas utilizadas, os resultados para
a sociedade como um todo e para 0 meio ambiente podem se tornar negativos devido a
poluicdo causada pelos residuos (KIMATE et al., 2005).

A restricdo ao uso de fungicidas, devido a fitotoxicidade, efeitos residuais, espectro
de acdo e resisténcia pelo patdgeno, tem levado a procura de métodos alternativos de
controle tais como, uso de biofungicidas, extratos vegetais e 6leos essenciais. Os resultados
alcancados nessa linha de pesquisa tém-se mostrado promissores para uma utilizacéo
pratica no controle de fitopatdgenos em diversas culturas (FRANCO e BETTIOL, 2000;
BENATO et al., 2002; CARRE et al., 2002; MOREIRA et al., 2002).

A adocdo de uma agricultura mais ecol6gica possui entre 0s seus principios o uso
do controle alternativo de pragas e doencas de plantas, que inclui o uso de produtos naturais
com atividade indutora de resisténcia e/ou com atividade antimicrobiana direta. Nos
ultimos anos muitos extratos de plantas vém sendo estudados e utilizados para o controle

ou manejo de doencas devido a presenca de substancias no tecido destas que podem



apresentar acdo antimicrobiana ou induzir resisténcias nas plantas que sdo aplicadas, contra
uma ampla gama de pat6genos.

Muitos trabalhos foram desenvolvidos visando o controle de microrganismos com o
uso de extratos de plantas em ensaios in vitro, conseguindo bons resultados no controle de
doencas a nivel, de campo e de laboratorio. Neste contexto, termos como agricultura
alternativa ou sustentavel obtém expressao politica e estimulam a busca por novas medidas
de protecdo das plantas contra as doencas (BALBI-PENA, 2005).

Em nossa regido, a ocorréncia de doencas em plantas tem sido um dos grandes
problemas enfrentados pelos pequenos agricultores, principalmente devido as condicdes
ambientais favordveis ao surgimento de diversas epidemias, seja de origem fungica,
bacteriana ou viral. Diante disto, uma das estratégias utilizadas pelos produtores é o
controle quimico, o qual envolve riscos ambientais e a0 homem.

Desta forma, a busca de métodos alternativos de controle destes patdgenos, é de
grande interesse, pois além de reduzir os custos de producdo, podendo ser produzidos na
propriedade, sem o0 gasto com insumos, nao acarretando danos ao ambiente e a sociedade
(KIMATE et al., 1997). Tendo em vista a propriedade inibitéria de extratos vegetais sobre
0 desenvolvimento de fungos patogénicos, e o potencial destes extratos como método
alternativo, de facil conducdo e economicamente vidvel para controle de doencas de
plantas, além da importancia a das doencas fungicas para 0s pequenos agricultores

regionais (BALBI-PENA, 2005).



2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o efeito in vitro de doses dos extratos aquosos e alcodlicos de Arrabidaea

bilabiata (Sprague) Sandw. no controle de fungos fitopatogénicos.

Objetivos especificos

Avaliar o crescimento micelial de Colletotrichum guaranicola, Alternaria porri e
Sclerotium rolfsii e Corynespora cassiicola em meio de cultura com o extrato de A.

bilabiata;

Avaliar o efeito do extrato aquoso de A. bilabiata na producdo de conidios de C.

guaranicola, A. porri e C. cassiicola e esclerddios de S. rolfsii.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Arrabideae bilabiata

Arrabidaea bilabiata (Sprague) Sandw., da familia Bignoniaceae, conhecida pelos
nomes populares de “gibata” ou “chibata”, ¢ a planta toxica para herbivoros mais
importante das regifes de varzea da Bacia AmazOnica e a segunda em importancia
considerando toda a Regido Amazbnica. A toxicidade de A. bilabiata é conhecida pela
grande maioria dos criadores da regido de sua ocorréncia (TOKARNIA et al., 1979) .

No Brasil, € abundante em muitas areas da Bacia Amaz06nica, mas ocorrem somente
nas partes baixas (varzeas, restingas e abas de teso) que se inundam durante o periodo da
“cheia”, isto ¢, nas margens do Rio Amazonas, de seus paranas, lagos e afluentes
(TOKARNIA et al., 1979).

Sob condic¢des naturais, a intoxicagdo por A. bilabiata ocorre em bovinos e bufalos; o
bufalo € pelo menos duas vezes mais resistente que o bovino a acdo toxica de A. bilabiata.
Os sintomas de intoxicacao por A. bilabiata, nos bovinos iniciam-se aproximadamente de 6
a 24 horas ap6s a ingestdo da planta: quanto maior a quantidade ingerida, menor € a
evolucdo de intoxicacdo, que geralmente é superaguda, de minutos nos casos fatais.

Os animais, quando movimentados, caem ou se deitam precipitadamente. Ficam logo
em decubito lateral, fazem movimentos de pedalagem, as vezes cerram fortemente as
palpebras, berram e morrem. Ainda sdo observados especialmente nos animais em que a
evolucdo é um pouco mais longa ou nos que sobrevivem, tremores musculares, dispnéia,
pulso venenoso positivo, taquicardia, miccdes e defecacBes freqlientes. Exercicio fisico

precipita o aparecimento dos sintomas e a morte dos animais. (TOKARNIA et al., 1979).



As menores incidéncias de intoxicacdo por plantas do grupo das que causam “morte
stibita”, em bufalos na Amazonia, deve-se em parte, & maior resisténcia dessa espécie
animal. Também parece importante a coincidéncia do habitat preferencial dos bufalos
(varzea) com o habitat de A. bilabiata.

Trepadeira escandente da varzea, causa de “mortes subita” em bovinos,
especialmente quando os animais sdo movimentados; planta que os bovinos sé ingerem
quando com fome, de toxicidade varidvel, sem efeito acumulativo é a segunda planta toxica
em importancia na Amazonia. Nos experimentos realizados a dose letal tem variado
bastante, 1,25 gramas das folhas frescas por quilograma de peso do bovino causaram graves
sintomas de intoxicacao, e 2,5 g/kg provocaram a morte. (GONZALEZ et al., 2000).

N&o se conhecem ainda todos os fatores responsaveis pela grande variacdo da toxidez
da planta. Na Venezuela onde a planta ocorre nas margens do Rio Orenoco e em algumas
partes de seus afluentes, tem sido sugerido que a estacdo do ano tem influencia na toxidez;
qguanto maior a precipitacdo pluviométrica, menos toxica a planta. A planta dessecada
também é toxica. (GONZALEZ et al., 2000).

Em relagdo ao principio toéxico, foi relatada na Venezuela a identificacdo de
glicosideos do tipo esteroides cardio-ativos. Posteriormente foi demonstrada a presenca de
acido fluoracético nas folhas de A. bilabiata. Extratos desta planta foram testados no
controle de Escherichia coli, Klebsiella pneumonae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus sp. e Candida albicans. Todos os isolados microbianos
mostraram-se resistentes aos extratos, exceto C. albicans, sugerindo uma possivel atividade

antifungica (GONZALEZ et al., 2000).



3.2 Os extratos vegetais e seu principio ativo

Um dos enfoques da agricultura alternativa € o controle alternativo de doencas de
plantas, o qual inclui o controle bioldgico e a indugédo de resisténcia em plantas (ndo sao
incluidos nesse conceito o controle quimico classico e o melhoramento genético)
(STANGARLIN; SCWAN; CRUZ; NOZAKI, 1999).

A exploracdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes no extrato
bruto ou 6leo essencial de plantas pode se constituir, ao lado da inducdo de resisténcia, em
mais uma forma potencial de controle alternativo de doencas em plantas cultivadas.

Até 0 momento ndo se conhece quase nada sobre a composi¢cdo quimica de 99,6 %
das plantas de nossa flora, estimadas entre 40 mil a 55mil espécies (GONZALEZ et al.,
2000). Alem disso, uma grande quantidade de compostos secundarios das plantas toxicas e
medicinais ja isolados e com estrutura quimica determinada, ainda ndo foram estudados
quanto suas atividades biolégicas. Esses compostos pertencem a varias classes distintas de
substancias como: alcalGides, terpenos lignanas, flavonoides, cumarinas, benzenoides,
quinonas, xantonas, lactonas e esterdides entre outras (STANGARLIN; SCWAN; CRUZ;
NOZAKI, 1999 ).

Quando estes compostos sdo extraidos das plantas por processos especificos, como a
destilacdo por arraste de vapor de &dgua origina liquidos de consisténcia semelhante ao 6leo,
volateis, dotados de aroma forte, quase sempre agradavel, insolGveis em agua e soltveis em
solventes organicos, denominados Oleos essenciais (SILVA et al., 1979). Compostos
secundarios de plantas estdo distribuidos em um grande numero de familias botanicas, com

muitos deles apresentando atividade antimicrobiana como é caso dos alcaloides com
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origem biossintética a partir da via metabolica do &cido shiquimico (BOLKHAN;
RIBEIRO, 1981).

As plantas sdo fontes de um amplo espectro de mais de 100.000 produtos naturais de
baixos pesos moleculares, conhecidos como substancias vegetais ou metabdlitos
secundarios (BOLKHAN; RIBEIRO, 1981). Nos vegetais, estes compostos podem estar
associados a diferenciacdo celular, regulagdo do crescimento, a mediacdo das interagdes
entre plantas e outros organismos e, principalmente, protecdo (RODRIGUES; SCHWAN-
ESTRADA,; FIORI; STANGARLIN; CRUZ, 2007). Dentre os metabolitos secundarios,
destacam-se o0s polietienos encontrados em Tagetes sp, isotiocianatos e glicosinolatos
oriundos de Brassica sp. e outros compostos isolados de diferentes familias vegetais, como
glicosideos cianogénicos, poliacetilenos, alcaldides, compostos fendlicos entre outros
(VERPOORTE e MEMELINK, 2002; TAIZ e ZIEGER, 2004; DIXON, 2005).

Adicionalmente, extratos vegetais possibilitam, por exemplo, a obtencdo de novos
produtos, aos quais o0s fitopatogenos ainda ndo podem inativar, sdo rapidamente
biodegradados além de apresentar varios modos de acdo, tornando possivel um vasto
espectro de uso enquanto retém uma acgdo seletiva dentro de cada classe de peste, e por fim,
sdo derivados de recursos renovaveis, diferentemente dos materiais sintéticos (FERRAZ e
FREITAS, 2000).

O fracionamento dos metabolitos secundarios dessas plantas, bem como a
determinacéo da atividade bioldgica dessas moléculas com respeito a atividade elicitora ou
antimicrobiana poder&o contribuir para a aquisicdo de maiores conhecimentos que reforcem
sua possivel utilizacdo como um metodo alternativo de controle de plantas. Trabalhos
desenvolvidos com extrato bruto ou Oleo essencial, obtido a partir de plantas da flora

nativas, tem indicado o potencial da mesma no controle de fitopatdgenos, tanto por sua
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acdo fungitdxica direta inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto
pela inducgdo de fitoalexinas, indicando a presenca de composto(s) com caracteristicas de
elicitor (es) (WILSON e GHAOUTH et al., 1997).

Tanto o extrato bruto quanto o 6leo essencial de plantas tem sido utilizado para
estudo in vitro, de inibigdo de crescimento micelial e esporulacdo de fungo e crescimento
de bactérias (Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfisii, Alternaria alternata, Phytophthora
sp.,e C.guaranicola).Tanto para as doencas causadas por fungos, quanto para as causada
por bactérias e nematdides, o controle, atualmente, depende de fungicidas e nematicidas
sintéticos, respectivamente. Aliado aos problemas ambientais e de satde publica associados
ao uso de pesticidas, recentemente vem ocorrendo uma crescente pressao sobre as grandes
redes de varejo para a oferta de produtos que sejam mais seguros tanto aos consumidores
quanto ao meio ambiente (DOLTSINIS; SCHMITT et al., 2002).

Esses problemas expressam claramente a importancia e a necessidade de pesquisas
para a busca de alternativas menos danosas ecologicamente, eficientes e mais especificas
para o controle de fitopatdgenos. Ribeiro e Betendo (1999) observaram que os extratos
aquosos de alho inibiram o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides (agente
causal da podriddo dos frutos do mamoeiro) em porcentagens variaveis de 5,3 a 67,6%, € 0s
extratos de hortela, mamona e pimenta reduziram drasticamente a producgdo de conidios em
niveis variaveis de 41 a 84%, de acordo com as concentrac@es crescentes dos extratos.

Balbi-Pefia et al. (2006), testaram a eficiéncia de extratos de Curcuma longa
(carcuma) e solucdo de curcumina para controle de Alternaria solani em tomateiro em
cultivo protegido, utilizando como tratamentos controle acibenzolar-S-metil (ASM-125mg

i.a./L), um fungicida protetor (oxicloreto de cobre — 1100mg i.a./L) e um fungicida
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sisttmico (azoxystrobin — 80mg i.a./L). Todos os tratamentos apresentaram valor de area
abaixo da curva de progresso da doenca estaticamente menor do que a testemunha.

Dentre os mesmos, tratamento com ASM foi 0 menos eficiente, mas ndo diferindo
estatisticamente de curcuma 10% e curcumina 100mg/L.circuma 1%, curcumina 50mg/L e
oxicloreto de cobre apresentaram melhor nivel de controle, mas ainda inferior
estatisticamente ao obtido pelo fungicida azoxystrobin. Quanto ao tamanho dos frutos, o
tratamento de curcumina 50 mg/L foi o Unico que apresentou menor porcentagem de frutos
pequenos e maiores de frutos grandes em relacdo a testemunha.

Franzener et al. (2003), que controlaram a mancha marrom (Bipolaris sorokiniana)
em trigo usando extrato aquoso de Artemisia camphorata (canfora). Bonaldo et al. (2004)
observaram o controle da antracnose (Colletotrichum lagenarium) em pepino utilizando o
extrato de Eucalyptus citriodora. Rodrigues et al. (2007) estudaram o controle do mofo
branco (Sclerotinia sclerotiorum) em alface por Zingiber officinalis (gengibre).

Franzener et al., (2007) verificaram a atividade de fitoalexinas em sorgo,
antifingica contra Alternaria brassicae e antibacteriana contra Xanthomonas campestris
pv. campestris pelos hidrolatos das plantas Helietta apiculata (canela-de-veado), Conyza

canadensis (buva) e Cymbopogon nardus (citronela).

3.3 Colletotrichum guaranicola Albuquerque

O Brasil € o maior produtor de guarand, sendo que sua producdo esta concentrada
no estado do Amazonas, um dos fatores limitantes para a expansao da atividade € a alta
incidéncia de doencas, sendo sua principal doenga a antracnose, causada pelo fungo

Colletotrichum guaranicola (Figura 1). O patogeno infecta folhas e caules tenros em todos
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os estadios da planta, ocorrendo em todas as regides da Amazdnia (TRINDADE e
POLTRONIERI, 1997).

Sintomas: A doenca causa necrose dos limbos e peciolo das folhas e das hastes em
inicio de desenvolvimento. As partes necrosadas adquirem a coloragdo marrom-
avermelhadas. Os foliolos, a medida que secam, tornam-se quebradicos. LesGes isoladas
apresentam formato varidvel de circular a eliptico. O coalescimento das lesGes acarreta a
queima de extensas areas de foliolos com maior predominancia em seus bordos. Quando a
lesdo afeta as nervuras, provoca deformacéo e enrolamento dos foliolos, principalmente
quando jovens (Figura 1). Quando as condi¢Bes sdo muito favoraveis para as doengas tais
como umidade elevada e planta debilitada, pode acarretar a queda de um grande numero de
folha, seca dos galhos e, conseqientemente, morte da planta (TRINDADE e

POLTRONIERI, 1997).

Figura 1- (A) Sintomas de antracnose em plantas de guaranazeiro. (B) Isolado de

Colletotrichum guaranicola . Fotos: Jania Lilia
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3.4. Alternaria porr i (Ell.) Cif.

A mancha purpura ou olho-de-pombo, causada por Alternaria porri (Ell.) Cif.,
(Figura 2) é a principal doenca das Alidceas (KIMATI, 2005). Trata-se de uma doenca de
ocorréncia generalizada em todas as regides onde se cultivam alho e cebola, causando
danos severos e reduzindo a producdo em 50-60%, a doenca afeta também a conservacédo
dos bulbos e a producgéo de sementes (ZAMBOLIM et al., 2000).

O género Alternaria é composto por fungos mitosporicos ou imperfeitos,
Deuteromycetes, ordem Miniliales, familia Dematiaceae, que caracterizados por nao
apresentarem uma fase sexuada (LOGUERCIO-LEITE et al., 2004). Possuem conidios
com comprimento e largura varidveis, geralmente individuais e raramente catenulados,
retos ou ligeiramente curvos, com corpo oblongo ou elipsoidal que se afina em direcdo ao
apice, formando uns bicos compridos, sinuosos e ocasionalmente ramificados. Apresentam
coloragdo palha, parda ou ouro claro, com septos transversais e poucos ou nenhum
longitudinal. Um importante atributo do género Alternaria é seu curto ciclo de vida
(OLIVEIRA et al., 1995). Certamente, um ciclo de vida com curto tempo é vantajoso
porque pode promover um rapido desenvolvimento e progresso da doenca. Producéo
freqiiente ou continua de conidios na leséo estabelecida durante condig¢Ges favoraveis é de
igual importancia (STRANDBERG, 1992).

O género Alternaria tém grande importancia econbmica por abranger Vvarios

patogenos de plantas, alguns dos quais causam grandes prejuizos econdmicos (ROTEM,
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1994). Dentre os membros deste género, a espécie A. porri é uma das mais conhecidas e
expressivas economicamente (BONDE, 1929).

De acordo com Figueira (2003), os sintomas primarios se manifestam
caracteristicamente nas folhas, inicialmente na forma de pequenas manchas brancas,
coloracdo parpura com zonas concéntricas mais escuras, que correspondem & frutificacdo

do fungo, as folhas atacadas ficam inviaveis para o comércio (Figura 2).

1] ‘

Figura 2. (A) — Isolado de Alternaria  porri. Fonte:  www.biotec
or.th/tncc/dbstore/pic/DOAC_0126.jpg. (B) — Folhas de cebolinha com sintomas de mancha de alternaria.

3.5. Sclerotium rolfsii

O Sclerotium rolfsii é o agente causal da murcha-de-esclerdcio. Apresenta corpos de
frutificacdo assexual e esporos ausentes, formando esclerdcios escuros, marrons ou pretos,
globosos ou irregulares e compactos, com micélio septado, branco (Figura 3) sobre o0s quais
visualiza-se os esclerdcios. (AGRIOS, 2005).

Esta doenca ocorre de forma generalizada em todo o Brasil, atingindo além do

pimentdo e feijdo, diversos cultivos de grande importancia econémica. Embora bastante
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disseminada, a doenga geralmente ndo ocasiona prejuizos elevados, pois 0 patdgeno
depende fundamentalmente das condi¢fes favoraveis para o seu desenvolvimento; Porém a
regido Norte apresenta todas as caracteristicas fundamentais para seu desenvolvimento.
(AGRIQS, 2005).

Condicdes altamente favoraveis nas épocas de cultivo e uso de variedades
comerciais suscetiveis tornam seu controle muito dificil. A gama de hospedeiros do
patégeno abrange quase 100 familias botanicas; Além disso, o fungo é capaz de
multiplicar-se na matéria organica morta no solo, como ocorre nas areas de renovacéo de
canaviais, em Ribeirdo Preto, onde o patégeno se reproduz nos restos de cultura de cana-de-
acucar (BARRETO, 2003).

As lesbes aparecem no colo ao nivel do solo na forma de manchas escuras,
encharcadas que se estendem pela raiz principal, produzindo uma podriddo cortical
recoberta por um micélio branco e numerosos esclerdcios (Figura 3), inicialmente brancos
e, posteriormente marrom-escuro. Na parte aérea apresenta amarelecimento, desfolhacdo
dos ramos superiores e uma murcha que conduz a seca total. Nas vagens préximas do solo
0 micélio ocasiona a podriddo, no caso do feijao. No pimentdo ocorre murchamento das
folhas, resultando no apodrecimento da base do caule e das raizes. (AGRIOS, 2005).

A murcha do S. rolfsii foi relatada em condi¢des de viveiro, causando lesdes
necréticas no colo de plantas de cajueiro com um a trés meses de idade. No tecido necroso
apresentam-se estruturas do patogeno, representadas por um micélio branco bem
desenvolvido e esclerodios inicialmente brancos e que se tornam escuros quando maduros.
Como sintomas reflexos da doenga ocorrem murchamento e morte da planta (MENEZES,

2001).
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Figura 3. (A) — Isolado de Sclerotium rolfsii. Foto: Milena Castro. (B) Sintomas de

esclerécio em planta de pimentdo

3.6 Corynespora cassicola

A mancha-de-corinéspora ou mancha-alvo é uma doenca da parte aérea do
tomateiro, muito importante na regido Norte e no Estado do Maranhdo, mas que até pouco
tempo era praticamente ausente nas outras regides produtoras do Pais(LOPES et al., 2005).
E uma doenca tipica de clima tropical imido, sendo sua ocorréncia muito rara e pouco
severa em regides de clima tropical de altitude ou subtropical. Entretanto, no verdo de
2006/2007, ocorreram chuvas intensas e temperaturas mais altas do que o normal nas
regides Centro- Oeste e Sudeste e foram observadas epidemias severas de mancha-alvo em

lavouras comerciais de tomate de mesa nos municipios de Nerdpolis, Goianapolis e
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Anépolis, em Goias em Minas Gerais. Além disso, também foram observadas epidemias da
doenca em tomate em cultivo protegido nos Estados do Parana e do Rio Grande do Sul nos
anos de 2005 e 2006, respectivamente. Estas epidemias de mancha-alvo foram
particularmente preocupantes porque o patdgeno atacou principalmente os frutos, tanto os
verdes como aqueles no ponto de colheita, causando prejuizos diretos aos produtores.
Muitos destes prejuizos relatados recentemente no centro-sul do Brasil foram agravados
porque a maioria dos produtores ndo estava familiarizada com a doenca e métodos de
controle adequados ndo foram implementados este sentido, este comunicado visa
documentar os aspectos mais importantes relacionados a diagnose e o controle da doenca
podendo servir, desta forma, como um guia para produtores e extensionistas.

Os sintomas da mancha-alvo podem ser facilmente confundidos com os da pinta-preta
causada pelo fungo Alternaria solani ou da mancha e pinta-bacterianas, causadas pelas
bactérias Xanthomonas spp.e Psedomonas syringae pv. tomato. Inicialmente sdo observadas
manchas pequenas e aquosas na superficie da folha. Estas aumentam de tamanho, se tornam
circulares e de coloragdo marrom clara. As manchas séo circundadas por um halo clorético e se
diferenciam daquelas causadas por A. solani devido a auséncia de anéis concéntricos (JONES
et al., 1991). Sintomas em ramos e peciolos sdo manchas amarronzados e alongados. Nos
frutos, inicialmente sdo observadas pontuacdes marrom-escuras e circulares. Estas aumentam e
tornam-se marrons com um centro mais claro, que podem rachar, formando verdadeiras
"crateras” nos frutos. Os frutos maduros desenvolvem lesbes circulares marrons, com o centro

mais claro,que racham .
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do isolado do fungo

Os isolados foram obtidos a partir de plantas com sintomas tipicos das doencas
causadas pelos fungos Colletotrichum guaranicola, Alternaria porri, Corynespora
cassiicola e Sclerotium rolfsii, coletadas em &reas de produtores rurais, nas cercanias da
cidade de Manaus no estado do Amazonas. As folhas foram coletadas em sacos de papel e
transportadas para o Laboratério de Microbiologia da FCA/UFAM, onde estdo sendo
realizados 0s experimentos.

Inicialmente as amostras com sintomas foram lavadas em agua corrente, em seguida
retiraram-se fragmentos de aproximadamente 5mm? da éarea de transicdo entre a area
lesionada e a sadia. Os fragmentos foram submetidos a uma desinfestagdo superficial em
alcool 70% por 30 segundos, em hipoclorito de sodio a 2% por 30 segundos em seguida,
lavados com agua destilada esterilizada por trés vezes, e deixados para secar em papel de
filtro esterilizado. ApOs a assepsia, e em camara de fluxo laminar vertical, foram
depositados cinco fragmentos equidistantes em placas de Petri, contendo o meio de cultura
BDA (200g de batata, 20g de dextrose; 20g de &gar, 1 litro de 4gua destilada), acrescido do
antibidtico cloranfenicol (250mg/L), para inibir o crescimento bacteriano. As placas foram
mantidas em temperatura ambiente durante 24 a 48 horas. Ao surgirem 0s primeiros
fragmentos de hifas do fungo, estas foram repicadas para novas placas contendo mesmo
meio de cultura acima, para individualizacdo das col6nias (Figura 4). Apés a obtencdo do

isolados, este foi mantido em tubos de ensaio com meio BDA inclinado em incubadora
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BOD a 18°C, visando a conservacdo do material fngico, para uso nos ensaios seguintes,
quando este serd novamente repicado para placas de Petri para o desenvolvimento das

coldnias do patégeno em estudo.

Alcool 70% - 30 seg
——>Hipoclorito de sédio 2% - 30 seg
Agua destilada esterilizada 3X

Folha com sintoma Fragmentos da
de mancha purpura folha
e Remocé&o do excesso
Meio de cultura BDA Meio de cultura AA  Bico de Bunsen  de desinfetante em

papel-filtro

Figura 4. Esquema de isolamento de fungos fitopatogénicos

4.2 Obtencao do extrato aquoso

Para obtencdo do extrato aquoso foram utilizadas folhas secas e trituradas de A.
bilabiata, coletadas no municipio de Autazes, Amazonas. Para o preparo utilizou-se 100g
de folhas moidas de A. bilabiata, que foi obtido por infusdo em 2L de &gua destilada. A
mistura foi agitada durante 10 minutos e deixada em repouso durante 48 horas. Decorrido
este tempo o extrato foi filtrado em gaze por duas vezes e em papel de filtro Whatman
namero 1 por trés vezes, onde foi utilizado no preparo do meio de cultura para o cultivo do

fungo (Figura 5).
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Folhas secas de A. . - .
bilbilabiata Folhas trituradas de A. Infuséo de folhas trituradas

bilabiata de A. bilabiata

Filtragem do extrato vegetal em
gaze

Filtragem do extrato

Extrato vegetal aquoso vegetal
de A. bilabiata

Figura 5. Esquema para o preparo do extrato aquoso de Arrabidaea bilabiata.
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4.3 Preparo do meio de cultura com os extratos vegetais

O meio de cultura utilizado foi o BDA basico, acrescido de extrato vegetal de A.
bilabiata. As doses utilizadas para o extrato aquoso foram 0% (testemunha), 5% (12,5 mL
de extrato), 10%(50 mL de extrato), 20%( 100 mL de extrato) , 40%(150 mL de extrato )
(v/v). O BDA (200g de batata, 12g de dextrose e 12g de aguar) foi preparado como de
rotina, um dia antes da montagem do ensaio experimental e esterilizado por autoclavagem
(121° C/15 minutos). No dia da montagem do experimento, o BDA foi fundido em
microondas e adicionou-se o0 extrato vegetal, esterilizado por filtragem em filtro Milipore
0,45um (Figura 6). O meio foi vertido em placas de Petri de 9 cm de didmetro, em
ambiente asseptico (camara de fluxo laminar). Ap6s a solidificacdo foi depositado no
centro da placa, um esclerddio, para avaliar o crescimento micelial do fungo. A testemunha

constara do cultivo do patdgeno em meio BDA sem o extrato vegetal.

Foram realizados dois ensaios, separadamente, um para cada patégeno avaliado (S.
rolfsii e C. cassiicola). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso em
com cinco tratamentos (cinco doses) e dez repeticbes, sendo cada repeticdo representada

por uma placa de Petri.
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Repicagem do fuhgo Sclerotium rolfsii

Esterilizacéo por filtragem
saop 9 para placas com o extrato vegetal

do extrato vegetal

Placas com extrato vegetal e o fungo

Figura 6. Esquema da montagem do ensaio com o extrato vegetal de Arrabidaea bilabiata e
o fungo Sclerotium rolfsii. Fotos: Luciana Souza.
4.4 Avaliacdo do crescimento micelial e producéo de esclerddios e esporos de S .rolfsii

e C. cassicola respectivamente.

A avaliacdo do efeito do extrato vegetal no crescimento micelial foi feita todos os
dias, pela medicdo do comprimento e largura das coldnias, utilizando-se uma régua

milimetrada, até todos os tratamentos alcancarem a borda da placa.

Imediatamente depois de encerrada a avaliacdo do crescimento micelial, iniciou-se a
avaliacdo da producdo de esclerddio e esporos produzidos pelos fungos, por meio da

contagem do namero de esclerddios e esporos em cada tratamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios foram repetidos duas vezes com os fungos S. rolfisi e C. cassiicola. Os

dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o programa SAEG versdo 9.0,

para a discriminacdo da reacdo do fungo as diferentes doses do extrato vegetal. Nas tabelas

1 e 2 estdo dispostas as médias anotadas do crescimento micelial e numero de esclerddios

produzidos pelo do fungo avaliado.

Tratamento Diametro médio da NUmero de
(Doses) colénia (cm) esclerodios
0% 6.5 272.108
5% 6.3 4 1302.34
10% 484 1097.4 A
20% 554 1209.7 A
40% 464 1020.74

Tabela 1. Diametro médio das colbnias e nimero de esclerédios de S. rolfsii avaliados quanto ao efeito de

diferentes doses do extrato vegetal de A. bilabiata (1° Ensaio).

Tratamento Didmetro médio da NUmero de
(Doses) colbnia esclerodios
0% 5.6 A 358.2B
5% 5.1A4 987.14
10% 45478 791.34
20% 4.4 78 358.24
40% 2.84 791.348

Tabela 2. Didmetro médio das col6nias e numero de esclerddios de S. rolfsii avaliados quanto ao efeito de
diferentes doses do extrato vegetal de A. bilabiata (2° Ensaio).
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Nas tabelas 3 e 4 estdo dispostas as médias anotadas do crescimento micelial e

numero de esporos produzidos pelo do fungo avaliado.

Tratamento Didmetro médio da | Numero de Esporos
(Doses) Colodnia
0% 46" 120.4 A
5% 4.8~ 123.4 A
10% 5,014 122.84
20% 5,04 24.8 B
40% 4,9* 3788

Tabela 3. Didmetro médio das colbnias e nimero de esporos de C.casiicola avaliados quanto ao efeito de

diferentes doses do extrato vegetal de A. bilabiata (1° Ensaio).

Tratamento Diametro médio da | NUmero de esporos
(Doses) coldnia
0% 5,14 12534
5% 4,8% 124.6 4
10% 46" 12534
20% 4,74 4788
40% 5.0% 3585

Tabela 4. Diametro médio das col6nias e nimero de esporos de C.casiicola avaliados quanto ao efeito de

diferentes doses do extrato vegetal de A. bilabiata (2° Ensaio).
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Os resultados obtidos para S. rolfsii e C. casiicola podem ser vistos na (Tabela 1 e
2), e (Tabela 3 e 4) respectivamente os dados permitem observar que extrato testado néo
demonstrou propriedades fungitoxica nas doses 5, 10, 20 e 40% no crescimento micelial de
S. rolfsii (Tabela 1) e C. casiicola (Tabela 3) mesmo nas concentragdes mais elevadas de
acordo com o teste de Tukey 5%, ndo houve diferenca significativa. Foi observado uma
maior producdo de esclerodios em S. rolfsii nos diferentes tratamento quando comparado
com a testemunha, sugerindo um efeito estimulador do extrato vegetal na produgéo destas
estruturas.

Por outro lado, o extrato de A. bilabiata promoveu reducdo da esporulacéo de C.
casiicola. Os efeitos mais notorios foram observados nas doses 20 e 40% sendo a
esporulacdo reduzida em até 62% e 70,45 % respectivamente em relagdo a testemunha.
Para as demais doses (5 e 10%), ndo foi observado efeito do extrato vegetal na producdo de
esporos. Extratos desta planta foram testados no controle de Escherichia coli, Klebsiella
pneumonae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus sp. e Candida
albicans. Todos os isolados microbianos mostraram-se resistentes aos extratos, exceto C.
albicans, sugerindo uma possivel atividade antifungica (GONZALEZ et al., 2000).

Como ocorreu no ensaio com C. casiicola na reducédo da esporulagéo, esta atividade
antifungica pode estar relacionada a atividade biolégica dos compostos secundarios
presentes no extrato de A. bilabiata e ao principio téxico da mesma. Foi relatada na
Venezuela a identificacdo de glicosideos do tipo esteroides cardio-ativos, posteriormente
foi demonstrada a presenca de acido fluoracético nas folhas de A. bilabiata (GONZALEZ
et al., 2000).

A fungitoxicidade de extratos vegetais tem sido assinalada em varios trabalhos.

Bolkhan e Ribeiro (1981) constataram que o uso de extrato de bulbilhos de alho na
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concentragdo 5000 ppm promoveu inibicdo de 37, 66 e 76 % no desenvolvimento de
micélio de Cylindrocladium clavatum, Fusarium moniliforme var. subglutinans e
Rhizoctonia solani, respectivamente.

Resultados obtidos por Chalfoun e Carvalho (1987) revelaram que o extrato de
bulbilhos de alho foi altamente eficiente na inibi¢cdo do crescimento micelial de Gibberella
zeae, Alternaria zinniae e Macrophomina phaseolina. Bastos (1992) relata uma alta
inibicdo sobre o desenvolvimento de micélio de Crinipellis perniciosa e Phytophthora
palmivora, tendo sido observada uma relacdo direta entre a concentracdo de extrato de alho
no meio e taxa de inibicdo de crescimento da colénia. Também fungos dos géneros
Curvularia e Alternaria apresentaram menor desenvolvimento de col6nia, com valores
variaveis de 30 a 75%, quando cultivados em meios contendo extrato de alho nas
concentracOes de 1000 a 10000 ppm, respectivamente (Barros et al., 1995).

Segundo Lo et al., (1996) o efeito de extratos vegetais sobre fungos pode
estar relacionado com a presenca de fitoalexinas que podem ter efeito danoso as células
fangicas como a granulacdo citoplasmatica, desorganizacdo dos contetdos celulares,
ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas flngicas, que reflete na inibicdo da
germinacdo, na reducdo ou inibicdo do crescimento micelial, podendo refletir na producéo
de esporos.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem a presenca de propriedades antifungicas
no extrato aquoso de A. bilabiata, podendo ter potencial como alternativa de controle de C.
cassiicola, por inibir a formacao de esporos do fungo, reduzindo desta forma a quantidade
de inéculo do patdgeno a ser disseminado para outras plantas no campo. Com relacéo ao
fungo S. rolfsii, em funcdo da sua atividade estimulatéria observada in vitro, quanto a

producéo de esclerddios, o uso do extrato de A. bilabiata em campo ndo é recomendavel,
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uma vez que os esclerddios constituem-se em estruturas de resisténcia e sobrevivéncia do
patégeno extremamente eficientes, podendo permanecer no campo por Varios anos
(AGRIQOS, 2005), dificultando o controle da doenca.

O presente estudo devera continuar em andamento, para averiguar o efeito do
extrato aquoso de A. bilabiata sobre os fungos A. porri e C. guaranicola e da acdo do

extrato alcoolico da planta sobre os fitoatdgenos.

CONCLUSOES

O extratos aquoso de A.bilabiata, nas doses 5, 10, 20, 40% promoveram um
estimulo na producdo de esclerddios de S.rolfsii; comparada com a testemunha, e nas doses
de 20% e 40%, mostraram efeito inibitério sobre a producédo de esporos de C.cassiicola,
quanto ao crescimento micelial ndo houve efeito do extrato.O extrato aquoso de A.

bilabiata apresentou potencial como agente de controle alternativo de C. cassiicola.
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