I g gt
FRRAE VIROQUE LUMEN,

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

CURSO DE FARMACIA

BRUNO COSTA RICARDO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DE
EXTRATOS VEGETAIS SOBRE Fusarium solani, CAUSADOR DE
FITOPATOLOGIAS EM CULTURAS DE BATATA-DOCE (Ipomoea

batatas (L.) Lam.)

Campina Grande — PB
2010



BRUNO COSTA RICARDO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DE
EXTRATOS VEGETAIS SOBRE Fusarium solani, CAUSADOR DE
FITOPATOLOGIAS EM CULTURAS DE BATATA-DOCE (Ipomoea

batatas (L.) Lam.)

Monografia Apresentada a Coordenacéo
do Curso de Graduagdo em Farmacia da
Universidade Estadual da Paraiba -
UEPB como requisito para obtencdo do

titulo de Bacharel em Farmacia.

ORIENTADOR: Prof? Dr2 Raissa Mayer Ramalho Catao

Campina Grande — PB
2010



BRUNO COSTA RICARDO

AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DE EXTRATOS
VEGETAIS SOBRE Fusarium solani, CAUSADOR DE FITOPATOLOGIAS EM
CULTURAS DE BATATA-DOCE (Ipomoea batatas (L.) Lam.)

Monografia Apresentada & Coordenacéo do Curso de Graduacdo em Farmacia da
Universidade Estadual da Paraiba — UEPB como requisito para a obten¢éo do
titulo de Bacharel em Farmécia.

Aprovado em de

PROFESSOR ORIENTADOR

Prof2, Dr2 Raissa Mayer Ramalho Catéo - Universidade Estadual da Paraiba — UEPB

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Thulio Antunes de Arruda — Universidade Estadual da Paraiba — UEPB

Profa. Dr2. Rossana Miranda Pessoa — Universidade Estadual da Paraiba — UEPB



A Deus, por tudo que me proporcionou
até hoje...

A minha familia, pelo amor, confianca e
dedicacéo...



AGRADECIMENTOS

A DEUS

Obrigado senhor, por esse momento. Sei que a jornada ainda é longa e cansativa,
mas chegar até aqui, depois de tantos obstaculos é gratificante. Olho para tras e
vejo 0 quanto sofri, 0 quanto sorri e o quanto cresci. Obrigado meu Deus pelas
dificuldades, pelas noites em claro estudando, pela saudade que senti de minha
familia e daqueles que amo, por cada lagrima e suor derramado, pois sei que sem
nada disso eu néo teria forcas para continuar. Obrigado pela fé que me fez perceber
gue na vida tudo €é possivel, basta acreditar.

AOS MEUS PAIS

Pelo amor que me deram e por nunca desistirem de acreditar em mim. Pelos
conselhos e ensinamentos. Pela dedicacdo e esforco em educar seus filhos.
Obrigado por tornarem o que sou. “A maior heranca que herdo € a educacédo que me
destes”. Essa vitbria ndo seria completa sem vocés ao meu lado. Amor
Incomparavel, amor insubstituivel...

AO MEU IRMAO

Junim, por muitas vezes precisei de sua ajuda e pude contar com ela todas as
vezes. Obrigado por ser esse cara simples e companheiro. Vocé ndo € somente
meu irmao, mas simplesmente, meu melhor amigo. Valeu por tudo!!! Vocé foi
essencial nesta conquista.

A MINHA NOIVA RAQUEL

Meu amor, nunca irei esquecer oS momentos que vivemos durante esses cinco
anos, passamos por cima de muitos obstaculos e hoje estamos aqui, juntos para
reviver e comemorar mais uma etapa de nossas vidas. Vocé foi mais que essencial,
pois sempre esteve presente, mesmo estando ausente. Amiga, companheira,
namorada e noiva. Te Amo. “Sempre em algum lugar... sinto sua falta onde estiver...
eu voltarei pra te amar novamente” (Always Somewhere — Scorpions).

AOS QUE AMO

Meus avés Chagas Ricardo e Risoleta Genuino “In memorian”, pelas boas
lembrancas de minha infancia em Quixeramobim-Ce, e que onde eles estiverem eu
sei que estardo sempre torcendo pelo meu sucesso.

Meus Avés Raimundo Nonato e Elza Costa, pelo amor com netos e por dar-me essa
familia maravilhosa, que é a Familia Costa. Sou muito grato por vocés estarem hoje
participando desse momento importante de minha vida.

Meus tios da Familia Costa, Toinho e Vania, Elcione e Gustavo, Elionara e Walter,
Ernesto e Liduina, por estarem sempre ao meu lado, em todos 0s momentos,
especialmente naqueles mais felizes.



Meus tios da Familia Ricardo, Walter e Marilac, Marcio e Yara, Maristela e Luciano
(“In memorian”), que apesar da auséncia sempre estiveram presente.

Meus primos, pela amizade e unido, em especial Carol e Jefferson pelo acolhimento
em Campina Grande e pelo carinho e aten¢do dada, meu muito obrigado.

AOS MEUS AMIGOS

Thiago Anderson e Juliano, pelos anos de verdadeira amizade compartilhada. Aos
amigos do Ap. 302 do NINO, Henrigue Moreira, Eliael, Thulio e em especial, Cicero
Diego e Jorge, pelos bons momentos de amizade vivida no apartamento, meu
obrigado.

AOS MESTRES

Professor Thulio Antunes e Raissa Mayer, meus orientadores, pela paciéncia e
aprendizado, e por despertar em mim a pesquisa cientifica. A professora Rossana
por fazer parte da minha banca examinadora. Aos professores: Ana Claudia,
Alexsandro, Harley, lvan, Cavalcante, Zilca, Lindomar, Socorro, Ivana, Josimar, Vera
Lacia e Karlete, meu muito obrigado pelos ensinamentos durante todos esses anos,
vocés foram essenciais na minha formagéao profissional.

A Shirleyde e Adriana da Escola Agricola em Lagoa Seca — PB pela disponibilidade
do local para a pesquisa, e a Cicero Diego Almino Menezes (colaborador) pela
contribuicdo dada a este trabalho.

A TURMA

Conviver todos esses anos com vocés foi pra mim uma experiéncia incrivel, nunca
irei me esquecer, lembrarei do rosto de cada um. Obrigado pelos momentos de
alegria e descontracao, e pelos estresses também. Irei sentir saudade de tudo e de
todos... Um abraco em especial para Daniel Luna, um amigo que ganhei na
universidade para toda vida. Valeu por tudo Balao!!! Mannn...

A UNIVERSIDADE

Agradeco a UEPB por ter sido minha segunda casa durante cinco anos de minha
vida e por ter dado suporte para minha formacao. Agradeco a cada um que faz parte
dessa Instituicdo, principalmente aos que compdéem o curso de Farmacia
Generalista. Estou convicto que fui bem preparado para o mercado profissional.

A Todos, o meu MUITO OBRIGADO.



“Pois tudo posso naquele que me fortalece”.
(Filipenses 4:13)



RESUMO

Fusarium solani € um fungo causador de fitopatologias em cultura de batata-doce (Ipomoea batatas
(L.) Lam.) podendo ocasionar grandes perdas nas colheitas. O uso indevido de fungicidas e/ou outros
agentes antimicrobianos induziram ao longo dos anos o fendmeno da resisténcia das espécies, fator
determinante na necessidade premente de buscar antifingicos eficazes, através de estudos
envolvendo plantas como uma importante ferramenta na busca de novas substéncias com atividade
antifingica. Neste contexto o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifingica in vitro de
extratos vegetais obtidos das espécies Anacardium occidentale L., Anadenanthera macrocarpa
Benth., Myracrodruon urundeuva Fr. All., Rosmarinus officinalis L., Stryphnodendron coriaceum Beth.,
Ximenia americana L. sobre uma linhagem de Fusarium solani. Para o estudo da atividade
antifingica, utilizou-se a linhagem flngica previamente identificada e cultivada em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud (DIFCO) e incubadas a 32°C/72h. Apds este periodo de incubagéo,
preparou-se uma suspenséo fungica (escala 0,5 de McFarland) a qual foi semeada na superficie de
placas contendo Agar Sabouraud. Em seguida, foram realizadas seis cavidades (6 mm) equidistantes
nas quais adicionou-se 50uL de cada extrato. As placas foram incubadas em estufa a 32°C/72h e
apos este periodo, realizou-se a leitura, considerando-se ativo aquele produto que apresentasse halo
de inibicdo de crescimento. Ndo foi observada a presenca de halos de inibicdo de crescimento para
nenhum dos extratos testados. Estes extratos ndo apresentam atividade antifingica. Entretanto, esta
pesquisa abre espaco para outras envolvendo diferentes metodologias e buscando o conhecimento
dos mecanismos de resisténcia versus atividade antimicrobiana, assim, contribuindo para o controle
bioldgico na agricultura.

Palavras-chave: Extratos vegetais; Atividade antifingica; Fusarium solani



ABSTRACT

Fusarium solani is a fungus culture of plant diseases in sweet potato and may cause great losses in
the harvest. Improper use of fungicides and other antimicrobial agents led over the years the
phenomenon of resistance of the species. Observing the urgent need for effective antifungals is that
there is the study of plants as an important tool in the search for new substances with antifungal
activity. In this context, the objective of this study was to evaluate the antifungal activity in vitro of plant
extracts obtained from Anacardium occidentale L., Anadenanthera macrocarpa Benth., Myracrodruon
urundeuva Fr. All., Rosmarinus officinalis L., Stryphnodendron coriaceum Beth., Ximenia americana L.
on Fusarium solani. The fungus was cultured in Petri dishes containing Sabouraud agar (DIFCO) were
incubated at 32°C/72h. After the seeding of the fungus on Sabouraud agar were performed six wells
(6 mm) equidistant in which it was added 50uL of each extract. The plates were incubated in 32°C/72h
and after this period, we carried out reading, considering that product to produce active halo of growth
inhibition. Did not observe the presence of halos of growth inhibition for any of the extracts. These
extracts did not exhibit antifungal to Fusarium solani. However, this research opens up space for other
involving different methodologies and seeking the knowledge of the mechanisms of resistance versus
antimicrobial activity, thus contributing to biological control in agriculture.

Keywords: plant extracts, antifungal activity, Fusarium solani.
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1 INTRODUCAO

O estudo sistematico dos fungos tem apenas aproximadamente 200 anos,
porém as manifestacdes praticas destes organismos eram conhecidas desde a
antiguidade. Além do seu potencial de producédo de doenca em seres humanos, eles
contribuem direta ou indiretamente para a deterioragdo alimentar, sendo as
principais causas de doencas nos vegetais. Cerca de 100 espécies de fungos
produzem doencgas no homem e quase 0 mesmo nimero em animais, a maioria das
guais sao enfermidades superficiais da pele ou de seus apéndices. No entanto, mais
de 8.000 espécies de fungos causam doencas em plantas, sendo que todas as
plantas sdo atacadas por algum tipo de fungo, e cada um dos fungos parasitas
atacam a um ou mais tipos de plantas (MURRAY et al., 1992; MENEZES;
OLIVEIRA, 1993; AGRIOS, 1997).

Ao longo dos dultimos anos, a ocorréncia de infecgbes fangicas vem
apresentando um aumento expressivo. O tratamento das micoses humanas néo é
sempre efetivo, pois os farmacos antifungicos disponiveis produzem recorréncia ou
causam resisténcias. Além das infeccbes em humanos, os animais e plantas
também podem ser atacados esporadicamente por fungos (FENNER et al., 2006).

Os fungos do género Fusarium Link ex Fr. tém uma ampla distribuicao
geografica, tendo espécies cosmopolitas e outras com ocorréncia restrita a
determinados ambientes, ocorrendo, predominantemente, nas regides tropicais e
subtropicais, embora algumas espécies tenham uma intima associacdo com 0s
hospedeiros. Compreende também uma grande quantidade de espécies que séo
conhecidas por causar doencas em humanos, animais e em vegetais. Este género
era considerado até recentemente como agente de micotoxicoses e de infeccbes
superficiais. Entre as infeccdes superficiais, a ceratite fUngica € provavelmente o tipo
mais freqiiente. A maioria das espécies deste género habita a parte subterranea,
raizes das plantas e compostos organicos. Sao importantes fitopatégenos causando
lesbes nos galhos e raizes (BURGUESS, 1981; ALEXOUPOULOS, 1996;
MARTINEZ, 2004).

Na agricultura, o género Fusarium spp. € responsavel por diversas
fitopatologias, dentre elas a podriddo da batata-doce, causada pela espécie
Fusarium solani (OLIVEIRA, A. P. de et al., 2006). Na regido Nordeste a batata-doce

(Ipomoea batatas (L.) Lam.) ocupa alta importancia social, na geracao de emprego e
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renda, assegurando o trabalho do homem no campo. O Estado da Paraiba é
considerado o maior produtor nordestino e o quarto em nivel nacional. A batata-doce
(Ipomoea batatas (L.) Lam.) é a cultura mais desenvolvida nas microrregides do
brejo e litoral Paraibano (SOARES et al., 2002).

Para o controle da doenca sédo usadas algumas medidas de controle como
uma boa nutricdo das plantas e o uso de variedades com alguma resisténcia. As
cultivares de batatas-doces atualmente disponiveis sdo suscetiveis ao fungo
Fusarium solani, sendo necessério a adocao do controle quimico para minimizar as
perdas na producdo e na estocagem. O uso de fungicidas ou outros agrotoxicos se
esbarra na legalidade, pelo fato de ndo haver, at¢ o momento, nenhum produto
registrado para essa cultura. (SILVA; LOPES; MAGALHAES, 2001).

Embora a maioria dos antifiUngicos existentes no mercado seja de origem
sintética, o estudo de produtos naturais voltou a receber a atencdo dos cientistas.
Desde o final da década de 1970 que a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem
incentivado o estudo de plantas conhecidas como medicinais, com o objetivo de
avaliar cientificamente os seus beneficios (LOGERCIO et al., 2005).

As propriedades antimicrobianas de substancias extraidas de plantas vém
sendo comprovadas pela ciéncia com estudos relevantes realizados em diversos
paises, entre eles o Brasil. Neste sentido, os extratos obtidos de espécies vegetais
brasileiras mostram-se eficientes no controle do crescimento de microorganismos in
vitro e in vivo (PESSINI et al., 2003; PEREIRA et al., 2004). De acordo com Fenner
et al (2006), foram verificadas no Brasil 409 espécies vegetais utilizadas como
possiveis fungicidas.

Na cultura da batata-doce, a Podridao-radicular-seca ou podriddo da batata-
doce causada pelo fungo Fusarium solani pode causar perdas de até 25% no campo
e de 60% na pos-colheita. O uso de fungicidas e outros agentes antimicrobianos
acabaram por produzir ao longo dos anos o fendbmeno da resisténcia das espécies.
Através de seu processo reprodutivo em que os individuos mais aptos sobrevivem,
acabam deixando descendentes que sédo imunes ao produto aplicado. A busca de
substitutos para estes produtos encontra nas pesquisas que envolvem as plantas
medicinais e seus subprodutos, uma alternativa de interesse econémico e ecoldgico
bastante promissor. O uso de extratos vegetais, por exemplo, tém sido fonte de
inimeras pesquisas que validam sua eficacia (HERNANDEZ et al., 1998; SOUZA et
al., 2002; MORAIS, 2004).
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A realizacdo desta pesquisa justifica-se pela necessidade premente de
encontrar substancias com atividade antifangica. A partir de estudos com plantas
medicinais utilizadas como uma importante ferramenta no descobrimento de novos

farmacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade antifingica in vitro de extratos vegetais sobre Fusarium
solani, causador de fitopatologias em culturas de batata-doce (Ipomoea batatas (L.)
Lam.).

2.2 Especifico

e Isolar e identificar o Fusarium solani a partir de batatas-doce (Ipomoea
batatas (L.) Lam.) infectadas.

e Obter extratos vegetais das seguintes plantas: Anacardium occidentale L.
(Cajueiro), Anadenanthera macrocarpa Benth. (Angico), Myracrodruon
urundeuva Fr. All. (Aroeira), Rosmarinus officinalis L. (Alecrim),
Stryphnodendron coriaceum Beth. (Barbatimdo), Ximenia americana L.
(Ameixa do mato)

e Realizar Screening da atividade antimicrobiana dos extratos frente ao F.
solani.

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima — CIM e Concentracéo
Fungicida Minima — CFM dos extratos que se apresentarem ativos frente

ao F.solani.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Fusarium spp.

Fungo imperfeito descrito pela primeira vez em 1809. E considerado um fungo
comum entre os patogénicos em ambientes. O género Fusarium néo € considerado
patogénico para seres humanos saudaveis, entretanto, pode ser patogénico em
condi¢bes especificas, como no caso de pacientes imunodeficientes, podendo se
propagar localmente ou resultar em micoses profundas (ARIMA et al., 2003).

O género Fusarium é caracterizado pelo seu crescimento rapido, formando
coldnias apresentando diferentes coloracdes, variando da cor violeta a cor purpura
escura ou da cor creme palido a cor laranja. Apresenta micélio aéreo e difuso. A
maioria das espécies de Fusarium € composta por fungos de solo com distribuicao
cosmopolita é ativo na decomposicdo de substratos celulésicos das plantas, sendo
gue alguns isolados sado parasitas das plantas (DOMSCH et al., 1980).

Apresentam duas principais formas de esporos: os microconidios e o0s
macroconidios. Os microconideos s&o unicelulares e uninucleados, os
macroconidios, mais comuns, sdo multicelulares. Porém, cada célula tem somente
um nacleo (MARTINS, 2005).

Segundo Puhalla (1981), os estagios sexuais de Fusarium sdo ascomicetos, 0
esporo sexual é o ascosporo. Alguns estados perfeitos tém ascosporos bicelulares e
sdo alocados ao género Nectria. Cada célula de um ascosporo bicelular é
uninucleada e ambos os nucleos sédo geneticamente idénticos.

A tradicional classificacéo e identificacdo de espécies no género Fusarium é
baseada em caracteristicas morfolégicas como: morfologia da colonia de cultura
monosporica de isolados em meios de cultura especificos, pigmentacdo e taxa de
crescimento, especificidade de hospedeiros e perfil de metabdlitos secundarios
(THRANE, 1990).

Fusarium é um dos géneros mais estudados devido aos sérios problemas
econdmicos ocasionados pela sua acdo como fitopatdgeno e ampla distribuicédo
geografica. Muitas espécies causam o0 apodrecimento de estoques e sdao
importantes produtoras de toxinas. Os estudos referentes a distribuicdo populacional
do Fusarium spp. limitam-se a areas de grandes culturas, como soja e trigo,
possivelmente por serem o principal alvo do mercado de agroquimicos (ETHUR et
al.,2008).
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3.1.1 Fusarium solani

Fusarium solani € um fungo do solo com ampla gama de hospedeiros que
apresenta variagdo em sua morfologia, fisiologia e patogenicidade (OLIVEIRA;
COSTA, 2002). E largamente encontrado na agricultura. Infecta cultivares como
soja, feijdo, mandioca, batata (Solanum tuberosum e Ipomoea batatas (L.) Lam.),
entre outros, causando patologias nas raizes e frutos. (BRASILEIRO et al., 2004). E
um fitopatégeno habitante do solo e causador de podriddes de raiz. Esse patdgeno é
importante devido aos danos econémicos causados no setor agricola e por sua
distribuicdo cosmopolita (ETHUR et al., 2007).

A fusariose, também conhecida por podridao do pé e podridao das raizes é a
principal doenga da cultura, de ocorréncia restrita ao Brasil. As medidas que vém
sendo adotadas para o controle da fusariose, obtencdo de variedades resistentes e
aplicacao de fungicidas, tém-se mostrado onerosas ou pouco eficientes (MENEZES,
2010). E um dos fungos mais resistentes ao arsenal moderno de antifingicos, em
particular, F. solani € a espécie mais resistente dentro do género (LIONAKIS;
KONTOYIANNIS, 2004).

Como um patdégeno oportunista, ele pode causar micoses superficiais em
humanos e animais (BRASILEIRO et al., 2004). Uma das razfes para 0 crescente
numero de infec¢des por Fusarium solani pode ser a modernizacao da agricultura. O
Fusarium spp. tem uma relacdo antagbnica com bactérias que ndo podem se
propagar assim no solo com poucas substancias organicas. Os fertilizantes quimicos
(fertilizantes inorganicos) tornaram-se populares, assim, esta pode ser a razédo pela
gual as infec¢des por Fusarium solani tém aumentado (ARIMA et al., 2003).

A intoxicacdo por batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) contaminada com
Fusarium solani causa anorexia, taquipnéia, hiperpnéia, taquicardia, dispnéia, tosse,
leucopenia, entre outros problemas (FIGHERA, 2003). No entanto, os eventos
moleculares que controlam a producao de toxinas, tém ainda de ser determinada, e
nao houve estudos para analisar se essas micotoxinas sao especificamente
expressas na definicdo de doenca invasiva. Além disso, F. solani foi relatado por
produzir a ciclosporina, que € conhecido por suprimir a ativacdo dos linfocitos T e
producdo de interleucina-2, inibindo assim o0os componentes criticos da resposta
imune celular (NELSON; DIGNANI; ANAISSIE, 1994; LIONAKIS; KONTOYIANNIS,
2004).
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3.2 Interacao fungo/planta

As interacdes entre as plantas e os fungos patogénicos sdo de extremo
interesse para a humanidade, uma vez que grande parte da economia mundial tem
por base a utilizacdo de espécies vegetais, as quais podem sofrer sérios danos em
virtude do ataque de patégenos (MARTINS, 2005).

A devastacdo de uma espécie cultivada devido a acdo de fungos pode ter
como conseqUéncia ndo somente a fome das pessoas que dependem diretamente
do cultivo desta espécie, mas pode envolver também a mudanca de costumes de
toda uma nacéo (BARBIERI; CARVALHO, 2001).

Os fungos patogénicos demonstram uma enorme diversidade no modo pelo
gual interagem com seus hospedeiros, sendo que enquanto alguns podem viver por
longos periodos em tecidos mortos do hospedeiro ou saprofiticamente no solo,
outros dependem completamente das células vivas de seu hospedeiro, considerados
como parasitas obrigatérios (BURDON; SILK, 1997).

Apesar de a grande maioria das plantas serem resistentes a maior parte dos
patdégenos, por possuirem um amplo arranjo de componentes constitutivos de
defesa e/ou de bloqueio fisico da entrada de microorganismos, muitas plantas
cultivadas sdo susceptiveis a um determinado numero de patdégenos (BARBIERI;
CARVALHO, 2001).

3.2.1 Transmissao do F. solani

A transmissdo de patogenos pode ocorrer pela presenca de esporos,
estruturas de sobrevivéncia, ou residuos de colheita contendo inoculo. A
importancia dos clamidosporos como unidades de sobrevivéncia, infeccdo e
disseminacdo tém sido demonstrada. A probabilidade dos clamidosporos de F.
solani presentes em particulas de solo, serem transportados na massa de graos e
acarretarem infeccéo direta das sementes, devido ao desenvolvimento de micélio do

patégeno nos tecidos do hospedeiro, ja foi comprovada (BARLADIN et al., 2005).

3.3 Podriddo da batata-doce
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O género Fusarium é responséavel por diversas fitopatologias, dentre elas a
podriddo da batata-doce, causada pela espécie Fusarium solani (OLIVEIRA, A. P. de
et al., 2006). Os sintomas sdo o apodrecimento das raizes secundarias da planta em
solo Umido, necrose da base da planta e clorose interneval das folhas (OLIVEIRA;
COSTA, 2002).

Fusarium spp. causa manchas e podriddes nas raizes e na base das
brotacdes, quando se usa o sistema de producdo de mudas em canteiros. Em pés-
colheita, causa freqientemente manchas e podriddes. O Fusarium oxysporum f. sp.
batatas pode causar infecgdo vascular, independentemente da contaminacao das
batatas-semente, causando amarelecimento das folhas e murchas. Os vasos se
tornam escurecidos. O fato de a batata-doce ter sido uma das hortalicas mais
cultivadas em periodos quando nao se utilizavam agrotéxicos, € um comprovante de
sua resisténcia natural a praga e doencas. Quando as raizes sdo danificadas por
fungos patogénicos, tais como o Fusarium solani, a planta reage ao ataque,
produzindo uma variedade de sesquiterpenos que tornam o tecido vegetal amargo e
com odor forte (SILVA et al, 2001).

3.4 Plantas com atividade antifungica

As informacdes sobre o uso e as virtudes terapéuticas das plantas medicinais
foram sendo acumuladas através dos séculos e a utilizacdo de suas propriedades
representa uma forma de tratamento e cura das doencas (DANTAS; GUIMARAES,
2007). Baseando-se no conhecimento empirico sobre as propriedades terapéuticas
das plantas medicinais é que s&o desenvolvidos alguns medicamentos no
tratamento de diversas patologias (SARTORI, 2005).

Estudos etnobotanicos sdo de grande valia na catalogacdo de espécies
vegetais, associando-as com seu uso medicinal pela populacédo. Fenner et al. (2006)
catalogou 409 espécies vegetais utilizadas no tratamento de infec¢cdes fangicas,
sendo estas, distribuidas em 98 familias. Entre as familias as quais pertencem as 10
espécies mais citadas, encontramos a familia Fabaceae, seguida por Asteraceae e
Lamiaceae. Dentre as dez espécies mais utilizadas pode-se citar a nativa

Anacardium occidentale L.
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3.5 Testes de sensibilidade antimicrobiana das plantas

Os testes de sensibilidade antimicrobiana podem ser realizados com qualquer
micro-organismo, quando se deseja aferir a susceptibilidade in vitro de micro-
organismos patodgenos frente a agentes antimicrobianos, sendo mais utilizado o
método de difusdo em meio sdlido. Para fungos, que possuem um crescimento
rapido, o método de difusdo em Agar é o mais utilizado (NCCLS, 2002).

Muito embora os testes de sensibilidade in vitro, para fungos, ndo tém sido
empregados corriqueiramente, eles sdo de grande valia para avaliacdo da
resisténcia destes micro-organismos, sendo Uteis no controle da terapéutica
antimicotica para pesquisa de novas substancias alternativas para o tratamento,
como por exemplo, a utilizacdo de extratos vegetais (OLIVEIRA, A. P. de et al.,
2006).

Os estudos envolvendo testes de sensibilidade antimicrobiana de vegetais,
utilizam diversas partes da planta (folhas, frutos, sementes, cascas, caule, seivas,
resinas e raizes), além de varias formas de producdo das substancias derivadas das
mesmas, como 0s extratos aquosos, hidroalcoolicos, 6leos essenciais (VALVERDE,
2007). Os principios gerais para a obtencdo de produtos vegetais biologicamente
ativos segue protocolos semelhantes (FILHO; YUNES, 1998).

A acdo de substancias vegetais utilizadas em testes de sensibilidade
microbiolégica esta associadas com uma intricada relacdo de sinergismo entre as
diversas substancias que integram os extratos brutos, conferindo a estas uma acéo
biologica efetiva (VASCONSELOS et al., 2002).

3.6 Resisténcia fangica frente a extratos vegetais

O principal ativo dos extratos vegetais que confere a sua atividade antifungica
€ uma substancia fendlica solivel em agua que apresenta a habilidade de formar
complexos com alcalGides, gelatina e outras proteinas, conhecida por tanino.
Segundo Santos & Mello (2000), os taninos sdo ésteres de um acucar (ou poliol) e
um namero variavel de moléculas de acidos fendlicos. O agucar é normalmente a p-
D-glucose e o acido fendlico trata-se de acido galico.

Em relagdo as propriedades antimicrobianas dos taninos, muitos fungos,

bactérias e leveduras sao resistentes aos taninos e podem crescer e se desenvolver
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na presenca destes, como: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Bacillus cereus,
Corynebacterium sp, Candida sp e Pichia sp (BHAT et al., 1998). Entretanto, os
micro-organismos mais estudados sao os fungos filamentosos, entre eles Aspergillus
e Penicillium. Adicionalmente, também as linhagens de Fusarium e Trichoderma
(LEKHA; LONSANE, 1997). A degradacdo dos taninos pode se d& através de
bactérias, fungos e tanase microbiana (BATTESTIN et al., 2004).

Tanino acil hidrolase (TAH) conhecida como Tanase (EC 3.1.1.20) € uma
enzima que hidrolisa ésteres e ligacdes laterais de taninos hidrolisaveis produzindo
glicose e acido galico. Uma enzima extracelular, induzivel, produzida na presenca de
acido tanico por fungos, bactérias e leveduras (BATTESTIN et al., 2004). O meio
microbioldgico é a fonte mais importante de obtencdo da tanase microbiana, uma
vez que as enzimas produzidas desta forma sdo mais estaveis (MACEDO et al.,
2005).

Estudos compararam a producdo da enzima TAH por varias espécies de
fungos, encontrando Fusarium solani, Trichoderma viride e Aspergillus fischerii como
os melhores produtores da enzima do que o Aspergillus niger, a linhagem mais
utilizada e caracterizada como a melhor produtora de TAH (BAJPAI; PATIL, 1997).
Se os taninos séo parte do sistema de defesa vegetal contra os micro-organismos, a
producéo de tanase pode ser considerada como parte do contra-ataque microbiano.
Tal ataque inclui estratégias como a producdo de enzimas contra 0s taninos,
capazes de hidrolisar ésteres e ligacdes, conferindo resisténcia ao micro-organismo
(SCALBERT, 1991).

3.7 Espécies vegetais utilizadas na pesquisa

3.7.1 Anacardium occidentale L. (Cajueiro)

A planta Anacardium occidentale Linn. pertencente a familia Anacardiaceae,
com mais 12 espécies relacionadas ao género Anacardium, € conhecida
popularmente como cajueiro. E originaria do Brasil, e utilizada na medicina
tradicional, principalmente no Nordeste brasileiro com efeitos terapéuticos como:
aliviar dor de dente, antiinflamatério para gengiva e garganta, bronquites, artrites,
cOlicas intestinais, ictericia, contra diabetes, asma e até mesmo usado como
afrodisiaco (MORAIS et al., 2005; AGRA et al., 2007).
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A casca e as folhas tém grande valor de mercado como alimento e a sua
casca € utilizada na medicina e tem aplica¢des nas industrias de plasticos e resinas,
em razao de seu contetdo ser composto de fendlicos (SHULTES; RAFFAU, 1990)

Na literatura encontram-se atividades farmacoldgicas comprovadas, como
sendo o0 cajueiro uma planta antiinflamatéria, antidiabética, inibidor da enzima
acetilcolinesterase e substancias isoladas do fruto demonstraram ser inibidora de
tirosinase (KUBO et al., 1994).

O extrato da casca do caule de Anacardium occidentale L., que é largamente
distribuida no Nordeste brasileiro, possui atividade antimicrobiana em diferentes
organismos como Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella typhi (LAURENS et al., 1992).

Estudos realizados por Melo et al. (2006) mostraram que cepas bacterianas
de Streptococcus mitis, S. mutans e S. sanguis, foram susceptiveis a acdo do

extrato do caule A. occidentale.

3.7.2 Anadenanthera macrocarpa Benth. (Angico)

A espécie Anadenanthera macrocarpa Benth € uma planta tipica do Nordeste
do Brasil (BARBOSA, 1991), bastante representativa nas caatingas, com utilizacao
muito diversificada: extracdo de tanino, uso na medicina popular, fabricacdo de
moveis, forragens das folhas fenadas, ornamentacéo e carvdo (CANDIDO; GOMES
1996).

As folhas sdo middas e em palmas, flores amarelas e sem cheiro, fruto em
vagens pequenas, chatas, compridas e de sementes pequenas. As folhas e galhos
secos sao venenos para o gado (CARVALHO, 1994; FERNANDES, 1990).

Os indios utilizavam o p6 das sementes torradas de Angico como inebriante,
aspirando pelo nariz, produzindo delirios e sensacdes diversas. Como o tratamento
do pé com agua fervendo produz espuma acredita-se ser a saponina o principio
ativo deste p6. O uso provoca escoriacfes no septo nasal e nhas mucosas da boca
(FREISE, 1933).

As partes usadas como remédios sao: a goma e a casca. A casca do angico &
inodora e de sabor adstringente e um tanto amargo. Quanto as suas propriedades
terapéuticas, a casca € usada como tbnico, depurativo, hemostatico, adstringente.

Usa-se nas contusdes, nas debilidades, inapeténcia, raquitismo, tuberculose e
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hemorragias uterinas. O xarope da casca é empregado no tratamento das vias
respiratorias (OLIVEIRA, 2005).

Quimicamente € constituido por: alcaléides inddlico (6xido de N, N-
dimetiltriptamina); esterdides (palmitato de &-sitosterol e &-sitosterol); flavonoides
(3,3',4',7,8-pentahidroflavona); triterpendides (lupenona e lupeol) e derivados
fendlicos (3,4,5-dimethoxidalbergiona, dalbergiona e kuhlmannia) (AGRA, 1996).

Desmachelier et al. (1999), verificaram a atividade dos extratos metandlicos
de espécies da caatinga como antioxidantes frente a radicais livres. O extrato
aquoso das cascas de A. macrocarpa foi 0 mais ativo, suprimindo inclusive o radical
hidroxil, que é o mediador da degradacéo do DNA.

A atividade toxica foi observada por Brito et al. (2000) em coelhos e por
Tokarnia et al. (1991) em bovinos apés a ingestdo de folhas frescas e dessecadas,

causando intoxicacao cianidrica.

3.7.3 Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Aroeira)

A aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All) € uma Anacardiaceae de
ocorréncia natural desde o Ceara até a Argentina e o Paraguai, sendo encontrada
em formacOes vegetais de caatinga, cerrado e floresta pluvial. A madeira € pardo-
avermelhada, com sabor adstringente, muito dura e imputrescivel, sendo preferida
para utilizacdo na industria civil. A casca é subdividida em placas nos troncos mais
velhos, sendo integra nas arvores jovens, encerrando 15% de tanino, usado na
industria de curtume (ANDRADE et al.,2000).

No Nordeste do Brasil, especificamente no Estado do Ceara, popularmente,
usa-se a entrecasca da aroeira, sob forma de extrato aquoso ou alcodlico, ou
simplesmente de cozimentos, como antiinflamatorio para varias afeccdes,
principalmente ginecolégicas (MENEZES et al., 1985; MELLO, 2007).

O extrato hidroalcodlico e o aquoso sao feitos a partir da entrecasca da
aroeira e o0s estudos quimicos e farmacolégicos tém mostrado efeitos
antiinflamatérios, cicatrizantes, antiulcerogénicos, antihistaminicos, antibradicininas
e analgésicos (BANDEIRA, 1993). A Myracrodruon urundeuva Fr. All possui um
crescente uso farmacoldgico, pois na sua entrecasca foram constados sete

componentes fitoquimicos, dos quais dois chalconasdiméricas naturais, que
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possuem a propriedade de antiinflamatorio e foram denominadas Urundeuveina A e
B (VIANA et al., 1995).

Menezes (1985) estudou as propriedades farmacoldgicas gerais da
entrecasca da aroeira e observou que o extrato hidroalcodlico da entrecasca
apresentava potente atividade antiinflamatdria em modelos de inflamacgéo aguda.

Mello (2007) em estudo, concluiu que o extrato aquoso de aroeira a 20%
diminuiu a concentracdo bacteriana em fraturas expostas induzidas em mandibulas

de coelho.

3.7.4 Rosmarinus officinalis L. (Alecrim)

Na regido Nordeste do Brasil, as folhas de Rosmarinus officinalis Linn.
(alecrim) tem sido utilizada popularmente com propriedades anti-hipertensiva e
digestiva. E um arbusto aromatico de pequeno porte da familia Lamiacae, cujas
folhas abrigam pequenas glandulas contendo 6leo aromatico. O alecrim é uma
planta caseira, usada como flavorizante em alimentos e bebidas, como também em
cosmeéticos. Possui  acdo hepatoprotetora, colagoga, anti-radicais livres,
anticancerigena, antiespamddica, diurética, bactericida e fungicida. (BOTSARIS,
2006; SILVA et al., 2008).

Seu 6leo essencial é constituido por hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres
terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3- octanona e acetato de isobornila. Os
terpendides séo representados pelo carnosol, acidos carnosilico, oleanico, ursélico,
entre outros. Os flavonoides incluem diosmetina, diosmina, gencuanina, luteolina,
hispidulina e apigenina. Apresenta ainda os acidos rosmarinico, caféico, clorogénico,
neoclorogénico e labiatico (ALONSO, 1998).

No processo de extracdo, é utilizada como solucdo extratora, uma solucéo
hidroalcodlica a 70% v/v por se tratar de uma planta aromatica, rica em 6leos
essenciais, visando a obtencdo de todos os componentes quimicos do alecrim
durante a maceracao (SILVA et al., 2008).

Dentre as acdes farmacolégicas de R. officinalis tem-se observado atividade
antimicrobiana sobre fungos e bactérias Gram positivas e Gram negativas. Foi
relatado atividade frente a Staphylococcus aureus, Vibrio colere, Escherichia coli,
Corinebacterium spp., Lactobacillus spp., Pseudomonas fluorensens, Rhodotorula

glutinis e Kluyveromyces bulgaricus (NEWALL et al., 2002), Micrococcus luteus,
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Salmonela spp. e Listeria monocytogens (ALONSO, 1998). Porém, poucos estudos
relatam o efeito antimicrobiano do extrato vegetal do alecrim sobre o fungo Fusarium
solani.

Com relacao a dados publicados, destaca-se a atividade antifangica dos 6leos
volateis, presentes em Rosmarinus officialis e Schinus molle e a atividade de defesa
contra fitopatdgenos encontrada para proteinas de Phytolacca americana e Mirabilis
jalapa. Os o6leos volateis tém sua atividade anti-séptica reconhecida e normalmente
atribuida a presenca de compostos fendlicos, aldeidos e alcoois: citral, geraniol,
linalol e timol tém alto poder anti-séptico, superior ao do proprio fenol. Os 6leos
volateis da familia Lamiaceae, a qual pertence Rosmarinus officinalis, apresentam
grande importancia econdmica e varias espécies sdo cultivadas para utilizacdo na
industria de alimentos, cosméticos e, também, para fins medicinais (SIMOES et al.,
2003).

3.7.5 Stryphnodendron coriaceum Beth. (Barbatiméo)

E uma arvore mediana comum dos tabuleiros litoraneos e nos cerrados, com
folhas compostas pinadas, foliolos pequenos; As flores se apresentam em pequenas
espigas terminais e axilares; frutos, vagens achatadas torcidas e reunidas em uma
pequena penca (MATOS, 1997). A madeira tem o cerne rubro com laivos escuros,
de consisténcia dura (CAMARGO, 1998).

Os seus constituintes quimicos sdo na sua maioria taninos (25 a 30%)
(PANIZZA et al., 1988), matéria corante vermelha, Oleos essenciais, resinas e
mucilagens (CAMARGO, 1998; COIMBRA, 1994; LIMA; AMORIM, 1998).

Os seus frutos séo toxicos quando ingeridos por bovinos (TOKARNIA, et al.
1991). Matos (1997) cita a sua acdo hemostatica e adstringente. Matos (1999)
confirma a acéo anti-hemorroidal local.

A acdo cicatrizante, antiséptica e antidiarréica foi confirmada por Camargo
(1998); Jorge Neto et al., (1996); Panizza et al (1988) Silva, (1996); possivelmente
pela presenca de compostos fendlicos como os taninos. Os taninos possuem acao
fungicida e bactericida devido as suas complexacdes com proteinas (BEART;
LILLEY; HASLAN, 1985; SANTOS; MELLO, 2000).

Carvalho et al. (2000) constatou uma reducdo da incidéncia da fusariose do

abacaxizeiro causada pelo fungo Fusarium subglutinans de 30,2% no tratamento
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testemunha para 7,6% utilizando aplicacdes de extratos aquosos da casca da arvore
barbatimdo (Stryphnodendron barbatiman L.) em substituicAo a aplicacdo de
fungicidas quimicos durante o periodo de abertura das flores.

3.7.6 Ximenia americana L. (Ameixa do mato)

Ximenia americana € comumente encontrada na Africa, india, Nova Zelandia,
América Central e América do Sul. E caracterizada como arbusto de 3-4 metros de
altura ou arvore pequena espinhosa, de casca fina, avermelhada ou cinza, lisa ou
pouco rugosa e com folhas pequenas (MATOS, 2007).

E uma planta cosmopolita tropical com ocorréncia silvestre, inclusive nos
tabuleiros litoraneos do nordeste do Brasil, além de ser bastante utilizada na Nigéria
para fins medicinais, também é utilizada na medicina popular para o tratamento da
dor de estbmago, sifilis, reumatismo, cancer e infecgcdes da boca (BRASILEIRO et
al., 2008).

As suas sementes sdo consideradas purgativas e muito saborosas. Possuem
um Oleo viscoso, 0 qual € usado como tempero. As flores desempenham um
importante papel na industria de perfumaria (BRAGA, 1976). A sua casca,
avermelhada e lisa, apresenta diversas atividades e vem sendo usada para diversos
fins tais como: tratamento da lepra, maléaria, dor-de-cabeca, moluscicida, infec¢des
da pele, cicatrizacdo, hemorroidas e inflama¢des das mucosas. A acao cicatrizante
relatada na literatura pode ser justificada pela presenca de algumas substancias,
como os taninos (VERAS; MORAIS, 2004).

James et al. (2007) realizaram uma pesquisa acerca dos constituintes
guimicos de X. americana utilizando extratos aquosos e metandlicos das folhas, da
casca do caule e da raiz. Os resultados indicaram que 0s constituintes presentes na
planta foram carboidratos, na forma de aclcares, e amido soluvel, exceto para o
extrato aquoso das folhas. Saponinas, glicosidios cardiotbnicos e antraquinonas
estiveram presentes em todos 0s extratos, exceto nos extratos das folhas, onde néo
foram encontradas antraquinonas. Observacdes semelhantes nos extratos das
folhnas detectaram a presenca de flavondides e taninos em todos o0s extratos,
engquanto que os alcaldides estiveram sempre ausentes.

A atividade antimicrobiana de extratos aquosos e metandlicos de X.

americana (casca do caule, folhas e raiz) frente a micro-organismos patogénicos
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isolados de pacientes no Departamento de Microbiologia da Universidade de
Ahmadu Bello, na Nigéria, demonstrou que, a atividade do extrato metandlico da raiz
foi mais pronunciada em Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus,
principalmente, quando comparada com extrato metandlico das folhas e do caule. A
atividade antimicrobiana observada pode ser atribuida a presenca de taninos e
flavondides (BRASILEIRO et al., 2008).

Segundo Matos (2007), ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana
mostraram que o extrato das folhas é ativo contra Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa e Candida albicans.
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4 METODOLOGIA

Foram selecionadas espécies vegetais conhecidas da medicina popular e
com atividade antimicrobiana ja pesquisada frente a diversas cepas microbianas de
origem humana, sendo nesta pesquisa verificada a sua atividade sobre o fungo
Fusarium solani causador de fitopatologias em culturas de batata-doce no estado da
Paraiba.

4.1Locais de realizacdo da parte experimental

4.1.1 Preparacdo dos extratos etanolicos

Laboratério de farmacotécnica fitoterapica do Curso de Farmacia da
Universidade Estadual da Paraiba — UEPB.

4.1.2 Isolamento do Fungo

O fungo Fusarium solani foi isolado e identificado no Laboratério de
Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba,
Areia-PB, pela prof2. Anne Eveline. Foi feito um repique no meio Agar Sabouraud
(DIFCO) e encaminhado em seguida para o Laborat6rio de Microbiologia da Escola

Agricola Assis Chateaubriand - UEPB, Lagoa Seca, PB.
4.1.3 Ensaios de atividade antifungica

Os ensaios de atividade antifangica foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da Escola Agricola Assis Chateaubriand - UEPB, Lagoa Seca - PB, de
acordo com os protocolos proprios do Laboratério.

4.2 Material vegetal

As espécies selecionadas para esta pesquisa, suas familias, nome popular,

partes utilizadas e uso estéo representadas na tabela abaixo:



Tabela 1. Informacdes gerais sobre as plantas utilizadas nesta pesquisa.
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Nome Cientifico Nome quj[e Uso Popular  Referéncias
Popular Utilizada

Anacardium Anacardiaceae Cajueiro, Casca Antiséptico, Lorenzi e

occidentale Caju Cicatrizante Matos, 2002

Anadenanthera Angico- Casca Tonico, Oliveira,

macrocarpa vermelho Adstringente 2005

Benth.

Myracrodruon Anacardiaceae Aroeira-do- Casca Anti- Viana et al.,

urundeuva Fr. Sertéo inflamataério 1995

All.

Rosmarinus Lamiaceae Alecrim, Folhas Cicatrizante, Lorenzi e

officinalis L. Rosmarino Antimicrobiano Matos, 2002

Stryphnodendron Barbatimdo Casca Cicatrizante, Santos e

coriaceum Antiséptico Mello, 2000

Benth.

Ximenia Olacaceae Ameixado Casca Cicatrizante, Veras e

americana L. mato Anti-infecciosa Morais, 2004

4.2.1 Aquisicao das plantas e identificacao

As espécies foram adquiridas do Laboratério Ely Martins especializado em
cultivo de plantas medicinais, com certificacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA e laudo técnico de comprovacdo de sua identidade botanica e
controle de qualidade, por se tratarem de matéria-prima utilizada na preparacéo de

extratos fluidos para uso em humanos.

4.3 Obtencao dos extratos etandlicos

4.3.1 Solvente

A escolha de um solvente depende do que se pretende fazer com o extrato.
No caso desta pesquisa, como o interesse foi conhecer a atividade antifungica,
selecionou-se o alcool etilico hidratado - 30% de agua, devido a sua baixa toxicidade
(n&o inibindo o bioensaio), por apresentar bom desempenho no processo extrativo e

boa viabilidade econémica.
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4.3.2 Extragcédo

Os extratos etandlicos foram preparados de acordo com as recomendacdes
da Farmacopéia Brasileira 22 ed. (1959) e Matos (1988).
Os procedimentos técnicos para extracdo dos compostos vegetais sao

apresentados na figura abaixo:

Aquisicao do vegetal e preparacao
do material para extracao

250g do material vegetal micropulverizado + 500 mL do solvente

Maceragao em recipientes de vidro &mbar,fechados hermeticamente
com tampas rosqueaveis, durante 72 h a temperatura ambiente

Expressao
Filtracédo
Correcao do volume para 250 mL
Acondicionamento em recipientes de vidro ambar, fechados
hermeticamente com tampas rosqueaveis

Figura 1. Fluxograma dos procedimentos técnicos para a preparacdo dos extratos
etanolicos

4.4 |solamento do Fusarium solani

Para o isolamento do Fusarium solani, amostras de batatas-doce contendo
este material biolégico foram cortadas em pequenos pedacos e incubadas pelo
emprego de “blotter-test” (NEERGAARD, 1979). Neste procedimento, grupos de 10
pedacos de batatas infectadas foram colocados sobre uma camada constituida por
trés folhas de papel de filtro previamente umedecidas e colocadas no interior de

placas de Petri estéreis. Apds esta distribuicdo as placas foram levadas a uma
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camara com temperatura de 24°C, sendo mantidas sob regime de iluminagcdo com
luz préxima ao ultravioleta e fotoperiodo de 12 horas. No oitavo dia de incubacéo, os
pedacos de batata foram observados sob microscopia estereoscépica e a partir das
colonias desenvolvidas, se fez em camara de fluxo laminar o plantio dos fungos em

placa de Petri e tubos de ensaio contendo o meio de cultura Agar Sabouraud (Difco).

4.5 Identificacéo

A identificagdo do fungo foi realizada a partir de pardmetros macro e micro
morfologico das colbnias crescidas confrontando-as com as descri¢Bes da literatura
micologica e fitopatologica. (LACAZ; NAGAO; MARTINS, 1991; BELEM, 1997;
SIDRIM e MOREIRA, 1999; FISHER; COOK, 2001; BELEM, 2002).

As culturas foram mantidas em Agar Sabouraud (DIFCO) a 32°C por um

periodo de 72 horas (Figura 2).

Figura 2. Representacdo fotografica do Fusarium solani cultivado em Agar
Sabouraud. Foto: Ricardo, B. C. (2009).

4.6 Meio de cultura

O meio de cultura Agar Sabouraud (DIFCO) foi preparado conforme

instrucdes do fabricante e utilizado para os ensaios de atividade antimicrobiana.
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4.7 Preparo da suspensao fangica

A suspenséo fungica (inéculo) foi preparada e padronizada em solucdo de
cloreto de sédio a 0,85% estéril, obtendo-se uma suspensdo com turvacao
compativel com a do tubo 0,5 da escala de McFarland, contendo aproximadamente
10° UFC/mL (CASALS, 1979, FROMTLING; PUI-YU; SHADOMY, 1983; PLEMPEL
et al., 1986; CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELLIS, 1994; NCCLS, 2002).

4.8 Determinacé&o da atividade antimicrobiana — screening

Para a realizacdo dos ensaios de atividade antimicrobiana — screening foi
utilizado o método de difusdo em meio sélido, processo cavidade-placa conforme os
protocolos de Bauer et al., (1966); Cleeland; Squires (1991); Hadacek; Greger
(2000); NCCLS (2002).

Para realizacdo do teste de difusdo, foram utilizadas placas de Petri (90 x 15
mm) descartaveis, estéreis, contendo 20 mL do meio de cultura Agar Sabouraud
(DIFCO), que foram inoculadas pela técnica de espalhamento em superficie (BAUER
et al., 1966; NCCLS, 2002), com auxilio de swabs estéreis mergulhados na
suspensao fungica, eliminando-se o excesso de liquido por pressdo nas paredes do
tubo. O inéculo foi semeado em toda a superficie do meio, de modo a se obter um
crescimento uniforme. Apds o semeio, com o auxilio de perfuradores descartaveis
estéreis, foram realizadas seis cavidades de aproximadamente 6 mm de diametro,
equidistantes e previamente identificadas, nas quais adicionou-se 50uL de cada
extrato em suas concentracfes iniciais (ALVES et al., 2000). As placas foram
incubadas a 32°C por 72 horas.

Apbs o periodo de incubacéo, realizou-se a leitura das placas e interpretacao
dos resultados. Considerando-se ativo, ou seja, com atividade antifungica, o extrato
capaz de inibir o crescimento fungico, produzindo halo de inibicdo de crescimento
igual ou superior a 10 mm de diametro (Drouet; Dupont, 1978; Wong-leung, 1988),
ou inativo (ineficaz ou sem atividade) aqueles que néo foram capazes de impedir o
crescimento flungico. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado final foi

determinado pela média aritmética, dos valores obtidos nos dois ensaios.
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5 RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta os resultados do screening da avaliacdo de atividade
antifingica in vitro dos extratos vegetais frente a linhagem fitopatogénica do

Fusarium solani.

Tabela 2. Screening dos extratos vegetais frente ao fungo Fusarium solani.

Extratos Vegetais Halo Médio Atividade
(mm) Antifungica

Anacardium occidentale L.

Anadenanthera macrocarpa Benth.

Myracrodruon urundeuva Fr. All.

Rosmarinus officinalis L.

Stryphnodendron coriaceum Benth.

o| O] o] o] ol ©

Ximenia americana L.

Legenda: (-) Auséncia de atividade antifingica.

A Figura 3 apresenta uma reproducao digitalizada da placa contendo o ensaio
realizado com os extratos vegetais diante do F. solani, mostrando que nenhum dos

extratos testados foi capaz de inibir o crescimento fungico.

Figura 3. Representacdo digitalizada do screening de atividade antifiUngica dos
extratos vegetais de (1) Anacardium occidentale L. (2) Anadenanthera macrocarpa
Benth. (3) Myracrodruon urundeuva Fr. All. (4) Rosmarinus officinalis L. (5)
Stryphnodendron coriaceum Benth. (6) Ximenia americana L.
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6 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, o controle das doencas e pragas na agricultura tem se
intensificado, sendo realizado basicamente através do emprego de produtos
sintéticos. Na origem do desequilibrio biolégico advindo do crescente uso
indiscriminado destes produtos esta o fenébmeno de resisténcia das espécies.

A procura por novos agentes antimicrobianos, a partir de plantas, € uma
alternativa frente a crescente resisténcia dos micro-organismos patogénicos aos
produtos sintéticos. Além disso, o uso destes pesticidas a longo prazo, causa
impactos negativos para a sociedade e para o meio ambiente devido a poluicdo
causada pelos residuos quimicos (AMARAL, 2005).

Neste sentido, a utilizacdo de plantas medicinais no controle de fungos, em
especial o Fusarium solani, tornou-se uma alternativa ecologicamente correta, pois
ndo causa danos ambientais, nem danos ao trabalhador rural.

No presente trabalho foi avaliada a atividade antifungica de seis extratos
vegetais, as espeécies vegetais testadas foram: Anacardium occidentale L.,
Anadenanthera macrocarpa Benth., Myracrodruon urundeuva Fr. All., Rosmarinus
officinalis L., Stryphnodendron coriaceum Benth. e Ximenia americana L. escolhidas
para a pesquisa por apresentaram atividade antimicrobiana.

Neste estudo, o crescimento in vitro do Fusarium solani ndo foi inibido, alterado
ou diminuido por nenhum dos extratos testado, observando-se auséncia de zonas
de inibicAo de crescimento. Portanto, considerou-se que 0S extratos néao
apresentaram atividade frente a cepa analisada, uma vez, de acordo com Drouet;
Dupont (1978); Wong-Leung (1988) para ser considerado ativo é necessario a
presenca de halo de inibicdo de crescimento igual ou superior a 10 mm de diametro.

As manchas apresentadas em volta das cavidades sdo caracterizadas pela
difusdo dos extratos vegetais no meio de cultura, podendo ser confundidas com
zonas de inibicédo de crescimento (halos).

Segundo BHAT et al. (1998) muitos fungos, bactérias e leveduras séo
resistentes aos taninos encontrados em extratos vegetais com atividade
antimicrobiana, podendo crescer e se desenvolver na presenca destes.

Apesar das propriedades microbianas dos taninos, muitos microorganismos
conseguem se desenvolver em materiais ricos nessa substancia. Até em cascas de

arvores contendo altas concentragbes de taninos como quebracho, barbatiméo e
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angico pode-se detectar a presenca de fungos em desenvolvimento. E comum
também se detectar a presenca dos fungos Aspergillus niger e Penicillium glaucum
crescendo sobre a pelicula liquida dos tanques contendo extratos vegetais para o
curtimento de couros (SCALBERT, 1991).

Dentre os micro-organismos capazes de se desenvolverem em meios ricos em
taninos encontram-se as bactérias Azotobacter vinelandii, Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens, Corynebacterium sp. como também os fungos
Aspergillus niger, Calvatia gigantea, Penicilium glaucum, Penicillium adametzi e
Trichoderma viride além de varios fungos de solo (SCALBERT, 1991).

Segundo Carvalho et al. (2002) testes in vitro com extratos de angico
(Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan), barbatimdo (Stryphnodendron barbatiman
L.) e caju roxo (Anacardeum occidentale L.) n&o inibiram ou alteraram o crescimento
do fungo Curvularia eragrostidis, fitopatdbgeno que ataca folhas do Inhame
(Dioscorea cayennensis Lam.).

A auséncia de inibicdo do crescimento do Fusarium solani por extratos de
plantas ricas em taninos indica que provavelmente 0 mesmo seja também capaz de
desenvolver adaptacdes bioquimicas ou defesas contra essas substancias, como
bombas de efluxo que expressivamente podem impedir dos ativos atuarem no meio
intracelular.

Diante disso, ndo foi possivel determinar a concentracdo inibitGria minima
(CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM), como proposto nos objetivos

especificos dessa pesquisa.
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7 CONCLUSOES

Em fungéo dos resultados obtidos conclui-se que:

Os extratos vegetais de Anacardium occidentale L., Anadenanthera
macrocarpa Benth., Myracrodruon urundeuva Fr. All., Rosmarinus officinalis
L., Stryphnodendron coriaceum Benth. e Ximenia americana L. utilizados
nesta pesquisa ndo apresentaram atividade antifungica frente a linhagem

fitopatogénica do Fusarium solani testada.

Este resultado ndo deve ser considerado como um fator negativo em relagao
a inatividade de alguns produtos vegetais frente a fungos fitopatdogenos e
muito menos diminuem a sua importancia no controle de doencas fungicas.
Eles indicam apenas que algumas plantas ricas em tanino e outros principios
ativos de reconhecido poder antimicrobiano utilizadas neste trabalho de
pesquisa sao ineficientes no controle da podriddo da batata-doce. Contudo,
deve abrir espaco para que outras pesquisas sejam realizadas, utilizando
estes e outros extratos vegetais, envolvendo ndo sO outras metodologias
como também diferentes espécies fungicas, procurando buscar o
conhecimento dos mecanismos de resisténcia versus atividade

antimicrobiana, contribuindo assim para o controle biologico na agricultura.
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