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RESUMO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum musae, destaca-se como uma das
mais importantes doengas pds-colheita que acometem a banana, sendo responsivel por
considerdveis perdas na producdo dessa cultura. Com objetivo de controlar esse patégeno,
avaliou-se in vitro o efeito fungitéxico de plantas nativas do bioma Caatinga, na forma de
extratos vegetais, bem como, o efeito das concentracdes 25%, 50%, 75% e 100% destes
extratos, sobre o crescimento micelial do fungo Colletotricum musae agente causal da
antracnose em banana. Os extratos hidroetandlicos de aroeira (Astronium urundeuva [Fr. All.]
Engl.), angico (Anadenanthera colubrina var.cebil), alecrim-do-campo (Lippia microphylla
Cham), e catingueira [Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz]foram adicionados ao
meio BDA (batata, dextrose e agar) nas concentragdes de 25%, 50%, 75%, 100%e a
testemunha continha apenas o meio de cultivo. As avaliacdes foram feitas pela média de duas
medidas, diariamente opostas do didmetro das coldnias, as 48, 72, 96 e 120h apds a instalagdo
do experimento. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeti¢coes. Os dados foram submetidos a analise de varidncia onde as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Os resultados obtidos para os
testes in vitro mostraram que o extrato de alecrim-do-campo, em todas as concentragdes
testadas, foi o mais efetivo, inibindo o crescimento do patégeno em 100 %. Em relacdo aos
demais extratos, de modo geral, redugdes significativas sobre o diametro das coldnias
fingicas foram constatadas apenas quando se empregou a maior concentragdo em estudo. A
efetividade da acdo fungitéxica, in vitro, sobre o desenvolvimento de fungo Colletotricum
musae evidenciou que os compostos presentes nos extratos hidroetandlicos das espécies
vegetais da Caatinga, apresentaram-se como potenciais no controle deste fitopatégeno.

Palavras-Chave: Fungos. Controle alternativo. Pés-colheita, Patégeno.



ABSTRACT

Anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum musae, stands out as one of the
most important post-harvest diseases affecting bananas, accounting for considerable losses in
the production of culture. In order to control this pathogen, the antifungal effect of native
plants from the Caatinga biome in the form of plant extracts was evaluated In vitro, as well as
the effects of the concentrations 25%, 50%, 75% and 100% of these extracts on mycelial
growth of the fungus Colletotricum musae which causes anthracnose in banana. The
hydroethanolic extracts of mastic (Astronium urundeuva [Fr. All.] Engl.), Mimosa
(Anadenanthera colubrina var.cebil), Rosemary-of-field (Lippia microphylla Cham), and
catingueira [Poincianella pyramidalis (Tul.) L. P. Queiroz], were added to the PDA (potato
dextrose agar) at concentrations of 25%, 50%, 75%, 100% and the control contained only
culture medium. The evaluations were made by mean of two measurements, daily opposite to
the diameter of the colonies at 48, 72, 96 and 120 h after the beginning of the experiment. The
experiment was a completely randomized design with four replications. The data were
submitted to analysis of variance where the means were compared by Scott-Knott test at 5%
probability. The results for In vitro tests showed that the field-of-rosemary extract, at all
concentrations tested, was the most effective inhibiting pathogen growth by 100%. With
respect to other extracts in general, significant reductions in the diameter of the fungal
colonies were observed only when it was used the highest concentration studied. The
effectiveness of the fungitoxic action, In vitro, on the development of fungus Colletotricum
musae showed that the compounds present in hydroethanolic extracts of the plant species of
the Caatinga, presented themselves as potential control for this pathogen.

Keywords: Fungus. Alternative control. Post-harvest. Pathogen.
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1 INTRODUCAO

A banana (Musa sp.),é explorada na maioria dos paises tropicais, estando entre os
frutos mais consumidos. Atualmente a producao mundial alcancou no ano de 2013, cerca de
106,5 milhdes de toneladas (FAO, 2013). O Brasil, quinto maior produtor mundial da fruta,
destaca-se com uma producdo de 7.303.967 toneladas de frutos ao ano, possuindo a maior
area plantada do total mundial (IBGE, 2013). Esta fruta € parte integrante da alimentacao da
populagdo, gragas as suas satisfatdrias caracteristicas de sabor, aroma e aos elevados valores
nutricionais; uma vez que € rica em vitaminas A e C, além de fibras e potédssio (SENA, 2011)
como também possui um baixo custo.

Esta cultura representa uma das principais frutas brasileiras com potencial para
exportacdo. No entanto, embora esteja entre os maiores produtores mundiais de banana, a
participacao do Brasil no mercado internacional ainda é pouco expressiva, parte disso devido
a ocorréncia de doencas pds-colheita, as mesmas sempre foram motivos de grandes
preocupacdes por serem responsdveis por considerdveis danos da producgdo, sendo os fungos
causadores da maioria das doengas que afetam a fruta.

Entre as doencas fungicas pds-colheita as quais a banana estd sujeita, a antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum musae, destaca-se como uma das principais. Esta doenca
compromete a qualidade dos frutos, uma vez que o estabelecimento do patégeno causador
provoca o escurecimento e necrose do tecido, tornando-os imprestdveis para 0 consumo
(CORDEIRO et al., 2005). Portanto, a antracnose € responsavel por relevantes perdas na
producdo dessa cultura, implicando em reducdo de lucros para o produtor e aumento de precos
para o consumidor, afetando diretamente sua viabilidade economica.

Para o controle da antracnose o método mais utilizado € o quimico, que consiste na
imersdo ou pulverizacio dos frutos com fungicidas. Entretanto, sabe-se que o uso intensivo
desses agentes quimicos tem causado graves impactos ao ambiente e a saide humana. Assim
sendo, a pesquisa fitopatologica vem atualmente se intensificando eficientemente em busca de
formas alternativas que controlem a antracnose, visando assim uma minimizacdo dos efeitos
resultantes do uso de produtos quimicos e a redug¢do das perdas causadas pelo ataque do
patégeno aos frutos.

Entre os produtos alternativos, com potencial para aplicagdo no controle de fungos
fitopatogénicos, estdo os compostos obtidos a partir de plantas devido a grande variedade de
metabolitos primdrios e secunddrios biologicamente ativos produzidos por elas

(ROZWALKAet al., 2008). Assim, a exploracdo de suas atividades bioldgicas € essencial
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para a identificacdo de agentes mais eficientes no controle desta doenga, sendo os extratos
vegetais uma rica fonte desses compostos.

De acordo com Barros et al. (2012), avaliar o potencial antimicrobiano de compostos
produzidos por vegetais que apresentam propriedades medicinais, € uma das estratégias para
obtencdo das moléculas base de fungicidas. Sabendo-se que a sintese de metabdlitos
secunddrios antioxidantes das plantas do bioma Caatinga € significativamente elevada devido
ao indice de radiagdo (MORALIS et al., 2006), extratos vegetais de plantas da Caatinga podem
constituir uma alternativa sustentdvel, vidvel e acessivel para o tratamento da antracnose,
controlando de forma promissora seu agente causador.

Portanto o presente trabalho objetivou avaliar in vitro o efeito fungitéxico de plantas
nativas do bioma Caatinga, na forma de extratos vegetais, bem como, o efeito das
concentracoes 25%, 50%, 75% e 100% destes extratos, sobre o crescimento micelial do fungo

Colletotricum musae agente causal da antracnose em banana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas Gerais da Cultura da Banana

A banana (Musasp.) tem sua origem no Continente Asidtico e, atualmente, é cultivada
em grande parte dos paises tropicais (CASTELAN, 2010). Apesar do centro de origem da
maior parte do germoplasma da banana estar localizado na Asia, ocorrem centros secundérios
na Africa Oriental, em algumas Ilhas do Pacifico e uma considerdvel diversidade genética na
Africa Ocidental, regides com clima tropical quente e imido (SHEPHERD, 1984).

A bananeira produtora de frutos comestiveis é uma monocotiledonea da classe
Liliopsida, subclasse Liliidae, super ordemLilinae, ordem Zingiberales (Scitamineae), familia
Musaceae, subfamilia Musoideae, género Musa, se¢cao Eumusa. O género Musa € constituido
por quatro séries ou secdes: Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys e Musa. Esta ultima
contém a grande maioria das bananas comestiveis, derivadas de espécies selvagens (SILVA et
al., 2002).

Assim como todas as plantas, a bananeira tem um ciclo de vida definido que se inicia
com a formagdo do rebento e seu aparecimento em nivel do solo. Com seu crescimento ocorre
aformacdo da planta, que ird produzir um cacho cujos frutos se desenvolvem, amadurecem e
caem, verificando-se, em seguida, o secamento de todas as suas folhas, culminando com sua
morte (COSTA e SCARPARE FILHO, 2002). E considerado como um vegetal herbiceo
completo, pois apresenta caule (rizoma), raiz, folhas, flores, frutos e sementes e, perene, uma
vez que novos perfilhos nascem da base da planta-mae (BORGES et al., 2000).

Entre espécies cultivadas e selvagens, sdo quase mil tipos de bananas espalhadas pelo
mundo, todas identificadas pelo nome cientifico Musa. Existem cerca de 180 variedades de
bananas no globo terrestre, sendo que no Brasil frutificam por volta de 35 variedades,
distribuidas em bananeiras ornamentais, industriais e comestiveis (FAO, 2014). As variedades
de banana presentes no mercado diferem com relagdo ao uso feito das mesmas bem como as
caracteristicas do seu cultivo. No mercado brasileiro, as cultivares mais importantes sao
Cavendish, Prata, Mac¢a e Ouro; além das variedades Prata-Ana, Pacovan, Branca e da Terra,
também encontradas frequentemente (SEBRAE, 2008). As cultivares pertencentes ao grupo
Prata ocupam aproximadamente 60% da &rea cultivada com banana no pafs, sendo esta

variedade predominante no Nordeste e Centro-Oeste (OLIVEIR Aet al., 1999).
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2.2 Importancia Socioeconomica

Dentre as atividades agricolas disponiveis, a fruticultura apresenta um papel relevante
no agronegdcio nacional, visto que estd presente em todos os estados brasileiros e, como
atividade econdmica, envolve mais de cinco milhdes de pessoas que trabalham de forma
direta e indireta no setor, salientando-se dessa forma sua importancia no cariter econdmico-
social. O pais é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com colheita em torno de 40
milhdes de toneladas ao ano, mas participa com apenas 2% do comércio global do setor, o que
demonstra o forte consumo interno (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA,
2010).

Com uma producdo de 106,5 milhdes de toneladas, em 2013, o cultivo da banana
evidencia-se no cendrio da fruticultura mundial, sendo desenvolvido em aproximadamente
115 paises (FAO, 2013). A atividade esta presente em todos os Continentes, sendo que o
Asiatico contribui com 58%, o Americano, com 27% (América do Sul, com 19% e a América
Central, com 8%) e o Africano, com 13% do volume produzido. Atualmente, no ranking
mundial, a India é responsdvel por uma produgio de 26,21 milhdes de toneladas, seguida
pelas Filipinas, com 9,01 milhdes de toneladas; China, com 8,20 milhdes de toneladas;
Equador com 7,03 milhdes de toneladas e o Brasil, com uma producao anual de 7,19 milhdes
de toneladas (SILVA, 2011).

O fruto € considerado, tanto no que se refere a producdo quanto a comercializagdo, um
dos mais importantes do mundo por apresentar além do sabor, varios atrativos nutricionais de
estimulo ao seu consumo, sendo rico em vitaminas A e C, além de fibras e potdssio (SENA,
2011), este movimenta no mercado internacional, valores consideraveis a cada ano. De acordo
com a FAO (2014), as importacdes e exportacoes mundiais de banana atingiram cerca de 16
mil toneladas nos anos 2011 e 2012, alcancando em 2013, 17 mil toneladas. Para Manica
(1997),0 grande volume de banana comercializada nos mercados mundiais pode ser explicado
por vérios fatores, entre os quais se destacam a possibilidade de producdo continuada durante
todo o ano, o elevado rendimento por hectare e ciclo reduzido da cultura, a facilidade de
manejo e armazenamento da fruta verde e, a simplicidade e rapidez de amadurecimento.

Na fruticultura brasileira, a banana é uma das frutas com importancia crescente, tanto
no mercado interno como no internacional, destacando-se como a mais disseminada pelo
territério nacional. O pais possui a maior drea plantada do total mundial (12,1%), alcancando,
em 2013, uma producio de 7.303.967 toneladas, segundo dados do IBGE.

No Nordeste brasileiro, a fruticultura vem se configurando como uma atividade de

elevada potencialidade econdémica. O cultivo da banana encontra no mercado interno uma
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demanda cada vez mais favordvel a ampliacdo do seu cultivo, uma vez que representa 37 %
do volume total produzido no Brasil sendo, portanto, considerada como a maior regido
brasileira produtora de banana (IBGE, 2014).Nesta Regido, os estados da Bahia, Sergipe,
Alagoas, Paraiba e Rio Grande do Norte aparecem como os principais produtores (RIBEIRO
et al., 2010).

Na Paraiba, a cultura da bananeira detém 85,3% de toda a area cultivada com
frutiferas, apresentando uma area cultivada de 18.714 hectares, area colhida de 17.978 ha,
com uma produg¢do de 221.118 toneladas e rendimento médio de 12.299 kg/ha. A bananeira é
cultivada em o todo seu territrio, abrangendo as Mesorregides da Mata Paraibana, Agreste
Paraibano, Borborema e Sertdo Paraibano (RIBEIRO et al., 2010).0 Estado destaca-se como
o quarto produtor da regido Nordeste, contribuindo com 9,8% da produgao regional e, 3,8%
da producdo nacional. As cultivares mais difundidas sio as do tipo Pacovan e Prata que juntas
ocupam 95% da drea cultivada, embora também se cultive os tipos Cavendish, Terra e Maca
(ALVES et al., 2004).

A cultura da banana atua como fonte de renda para diversas familias de agricultores
por meio da geracdo de postos de trabalho no campo e na cidade, contribuindo dessa forma
para o desenvolvimento das regides comprometidas com sua producdo (FIORAVANCO,
2003) e sendo responsdvel por mais de 500 mil empregos diretos (ANUARIO BRASILEIRO
DA FRUTICULTURA, 2009).

No pais € cultivada por grandes, médios e pequenos produtores, onde 60% da
producdo € proveniente da agricultura familiar (EMBRAPA, 2014). Seu cultivo em pequenas
propriedades possibilita renda, emprego e desenvolvimento rural, através de varias atividades
agricolas no ambito da agricultura familiar, sendo desta forma, de fundamental importancia

para subsisténcia e permanéncia de inimeros produtores nordestinos no campo.

2.3Perdas Pos-Colheita em Banana

O periodo pos-colheita, ainda que muitas vezes nao receba devida importancia, € um
dos mais criticos dentro do processo de producdo e comercializa¢do, visto que abrange a
qualidade e a capacidade de conservacdo da fruta desde a colheita até o seu consumo
(LUCENA et al., 2004).Segundo Camargo (2002), as perdas pOs-colheita ocorrem em
qualquer etapa do processo, tendo inicio na colheita e depois dela, durante a distribui¢do e,
finalmente, quando o consumidor compra e utiliza o produto. As mesmas podem ocorrer em

nimero expressivo e representam gasto de recursos utilizados na producdo, que possuem
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grande valor, como dgua e energia. Além disso, produzir alimentos que ndo sao consumidos
leva a emissdes desnecessdrias de dioxido de carbono, e a perda do valor econdmico dos
alimentos produzidos (FAO, 2011).

Embora o Brasil seja um dos maiores produtores de banana do mundo, no que se refere
a qualidade do fruto, o grande problema da banicultura brasileira, estd no manejo do produto a
partir da colheita. Nessa fase ocorrem varios danos que prejudicam a aparéncia do produto,
fazendo com que uma quantidade de banana deixe de ser comercializada ou consumida
(Borges, 2011).

Os danos pés-colheita em bananas podem ocorrer devido a indmeros fatores.Pessoa e
Oliveira (2006), afirmam que as principais perdas em pds-colheita sdao decorrentes de
inimeros fatores como fisicos, fisioldgicos e microbioldgicos. Estes autores, além disso,
acrescentam que dentre as perdas microbioldgicas, os fungos sdo responsdveis pela maior
parte das doencgas que afetam essa fruta na pés-colheita.

A bananeira é normalmente afetada em todo seu ciclo vegetativo e produtivo, nas suas
diversas partes (raiz, pseudocaule, folha e fruto), por um grande nimero de doencas causadas
por diversas espécies de fungos (CORDEIRO; KIMATI, 1997). De acordo com Ferrari et al.
(2012), o periodo entre colheita e o consumo das frutas frescas € altamente favordvel ao
ataque de fungos. Alta umidade e temperatura, bem como condicdes inadequadas de
transporte, armazenamento e manuseio, podem danificar a casca, propiciando a penetracao de
fungos e o desenvolvimento de podridoes.

Entre as vérias doencgas causadas por fungos que podem ocorrer nesta fase destacam-se
a antracnose, a podridao-da-coroa, a podriddo-de-charuto e a podridao-por-Lasiodiplodia
(PESSOA e OLIVEIRA, 2006). Chillet et al. (2006), consideram a antracnose e a podridao-
da-coroa como os principais problemas pods-colheita que reduzem a qualidade da banana,
especialmente para a exportagdo. Em Corroboracdo, Moraes et al. (2006), alegam que a
antracnose e a podridao da coroa sdo as principais doencas que ocorrem em pds-colheita de

bananas e um dos principais fatores que afetam a qualidade dos frutos.

2.4.1 Antracnose em banana

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum musae, evidencia-se como a doenca

pos-colheita mais importante em todas as regides produtoras de banana (AGUIAR, 2011),
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uma vez que o fungo causador desta doenca prejudica sua comercializagdo e o consumo in
natura, podendo ocasionar danos de até 40% da produgao (PESSOA et al., 2007) .

A doenga ocorre principalmente na fase de amadurecimento do fruto, no entanto a
infec¢@o tem inicio ainda no campo, onde os conidios de Colletotrichum musae, dispersos no
ar, infectam os frutos (PINHOet al., 2010). Em planta¢des comerciais, o patégeno infecta o
fruto durante o primeiro més apds a emergéncia floral (CHILLET et al., 2006), quando o
patégeno desenvolve uma infeccdo latente no fruto sem injurias. Para Moraes et al. (2006), o
modo de infeccdo latente, causada por C. musae, parece favorecer primeiramente a
colonizagdo interna dos tecidos e posteriormente a acdo dos fungos oportunistas que
determinam as podriddes nos frutos e na coroa.

O sintoma tipico da doenca é caracterizado pela formacdo de lesdes escuras
deprimidas (Figura 1). Sob condicdes de alta umidade, as mesmas cobrem-se de frutificacao
rosada, que sdo os acérvulos do patégeno. A medida que o fruto vai amadurecendo, lesdes
aumentam de tamanho e podem coalescer, formando grandes dreas necréticas deprimidas

(CORDEIRO, 2000).

Figura 1.Bananas com sintomas da antracnose. Fonte: o autor

As lesoes originam-se de duas diferentes formas: a partir de infec¢des que ocorrem em
frutos verdes, permanecendo latentes até o amadurecimento e a partir de infeccOes
ocorridasem pos-colheita, sendo estas decorrentes de ferimentos na superficie dos frutos,
tendo como resultado lesdes ndo latentes. Os taninos, que s estdo presentes nos frutos verdes,

podem ser responsdveis pela quiescéncia do patégeno (CORDEIRO et al., 2005).
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Conforme Cordeiro (2000), geralmente, a polpa ndo € afetada, exceto quando exposta
a temperaturas elevadas, ou quando os frutos se encontram em um estdgio de maturacao
adiantado. No entanto, mesmo que a polpa ndo seja atingida, os frutos acometidos por essa
doenca tém seu amadurecimento acelerado e tornam-se frutos com sintomas invidveis para a
exportagdio (DEL PONTE, 2014), visto que ndo atendem as exigéncias dos mercados

importadores.

2.4.2 Caracteristicas do género Colletotrichum

Os fungos filamentosos do género Colletotrichum sao importantes fitopatégenos,
amplamente disseminados principalmente em regides tropicais e subtropicais, podendo
infectar as fruteiras na época de floracdo, por aberturas naturais e frutos em formacdo e
maduros, diretamente ou pelos ferimentos (FERRARI et al., 2012).As espécies de
Colletotrichum sao conhecidas como agentes causais de doengas comumente denominadas
antracnoses. Bastante comuns no Brasil, com ocorréncia em uma ampla gama de plantas
hospedeiras, cita-se C. musae e C. gloeosporioides como responsdveis por causar a antracnose
na maioria das plantas frutiferas tropicais. Comum em caju, abacate, banana, citros, manga,
mamao, dentre outros (KIMATI e GALLI, 1980; FREIRE et al, 2001).

De acordo com Serra et al. (2008), o género Colletotrichum envolve espécies
causadoras de doencgas de expressdo econdomica em leguminosas, cereais, hortalicas e culturas
perenes, incluindo vdérias frutiferas. No Brasil, Colletotrichum sp. foi encontrado em 154
hospedeiros, causando doengas como antracnose, mancha foliar, sarna e podridao dos frutos
(SOUSA, 2010).

As caracteristicas morfoldgicas que identificam o género Colletotrichum mostram
colonias de aspectos acinzentadas a salmdo. Seu micélio € hialino, septado, pode formar
juntamente ao tecido de seu hospedeiro uma estrutura denominada de acérvulo. Possui
conidiéforo curto e agrupado, podendo ser separado por setas escuras e septadas juntamente a
estrutura acervular. Seus conidios possuem formato cilindrico, sdo unicelulares, de parede
fina e delgada, e em seu interior apresentam elementos denominados de gitulas (SOUSA,
2010).

A disseminacdo deste patdgeno de uma planta para outra pode ocorrer por intermédio
de diversos agentes do ambiente aéreo. Segundo Couto e Menezes (2004),a disseminagdo dos
conidios de C. musae ocorre por meio do vento e insetos. “As sementes infectadas também

podem disseminar o patégeno de uma 4rea para outra e, quando semeadas, poderdo transmiti-
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lo para plantulas, induzindo sintomas de damping-off de pré e pés-emergéncia” (MENEZES,
2006, p.173).

Diversos fatores influenciam diretamente na germinagdo e esporulacio dos conidios de
C. musae, como o pH, a luminosidade, temperatura e umidade (OLIVEIRA, 2009).
Condigdes de alta temperatura e umidade favorecem o patdgeno, pois, a infecg¢do € favorecida
quando as frutas sdao submetidas a um periodo de molhamento de 36 horas associado as
temperaturas em torno de 25 e 30 °C(PESSOA et al., 2007). Segundo Goos e Tschirsch (1962
apud FERNANDES, 2011, p.12), além do pH 6,0, considerado 6timo para a germinagdo de
conidios de C. musae, a luminosidade, associada ao periodo de exposicao, também exercem
influéncia na taxa de germinacdo de conidios, cujo maximo foi obtido em 8 h, sendo a

umidade relativa de 98-100% relevante nesse processo fisiologico.

2.4.3 Controle na pés-colheita

As medidas de controle da antracnose devem ser iniciadas ainda no campo, onde as
infec¢des normalmente ocorrem nos estadios apds a floracdo, durante o desenvolvimento dos
frutos, ou ainda por aberturas naturais e ferimentos causados durante a colheita e no manuseio
durante o transporte e armazenamento. Deve se proceder com a eliminagdo de folhas velhas,
bracteas e restos florais, que sdo locais onde o fungo se mantém no campo, atuando como
repositério do patégeno. Recomenda-se ainda, realizar a cobertura do cacho com saco de
polietileno perfurado, preferencialmente antes da abertura das pencas; executar a limpeza e
desinfeccdo dos tanques de despencamento e lavagem apds O uso; promover a renovacao
periddica da dgua dos tanques, para evitar a lavagem dos frutos em altas concentracdes de
in6culo (CORDEIRO et al., 2005).

Em poés-colheita, a interveng¢do mais utilizada para controle da antracnose consiste na
aplicagdo de fungicidas quimicos por meio de pulverizacdes ou imersdes dos frutos, sendo
tiabendazol e imazalil os tnicos liberados para uso nesta cultura em pos-colheita (AGROFIT,
2014).

De acordo com Marangoni et al. (2012) o controle quimico possui elevadas vantagens,
devido sua eficicia e facilidade de uso e obten¢do. No entanto, embora o uso racional desses
fungicidas gere a curto prazo um efeito positivo para o produtor,sua utilizacdo em longo prazo
leva ao surgimento de fitopatogenos resistentes as substincias quimicas utilizadas, além de
trazer como consequéncia danos a saude humana e ao meio ambiente, por meio da

acumulacgdo de residuos téxicos em alimentos e a contamina¢do da dgua e do solo devido a
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poluicdo causada pelos resquicios desses agentes (PERES et al. ,2009; CORREA e
SALGADO, 2011).

Diante dos efeitos indesejdveis dos agrotoxicos e do aumento do interesse da
sociedade pela implantacdo de praticas sustentdveis na agricultura, é crescente a necessidade
por métodos alternativos para o controle de pragas e doencgas, visando a redu¢do da utilizagao
de agentes quimicos empregados na agricultura, bem como a dependéncia aos agrotdxicos.
Assim, o controle da populacdo de fungos e outros micro-organismos, através do emprego de
6leos, balsamos e extratos vegetais, tem tido um considerdvel implemento nos dltimos anos

(DAVID et al., 2006).

2.5 Extratos Vegetais no Controle de Fitopatogenos

Entre os produtos alternativos, com potencial para aplicacio no controle de
fitopatdgenos, estdo os compostos obtidos a partir de plantas. Sua utilizagdo na investigacao
de novos agentes de controle é justificivel devido a grande variedade de metabdlitos
primdrios e secundarios (alcaloides, flavonoides, taninos, 6leos essenciais e heterosideos)
biologicamente ativos com atividade fungicida, inseticida, citotoxica, antiviral, tranquilizante,
analgésica, entre outros (ROZWALKAet al., 2008). Para Farias (2004), o uso de produtos
obtidos a partir de vegetais no manejo de micro-organismos fitopatogénicos conduz a uma
agricultura ndo completamente livre de agrotéxicos, mas bem menos dependente dessa
pratica.

A exploracdo de compostos bioativos extraidos de plantas, na forma de extratos
buscando explorar suas propriedades fungitéxicas constitui-se atualmente, uma das
alternativas pesquisadas de controle para a antracnose, visto que extratos e 6leos essenciais de
plantas mostraram-se eficientes no controle do crescimento de uma ampla variedade de
micro-organismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias (ANGELICO, 2011).

Extratos vegetais sdo misturas complexas, que possuem Varios compostos organicos
arométicos, como monoterpenos, sesquiterpenos e flavondides, podendo ser obtidos a partir
de raizes, folhas, frutos etc (BAKKALI et al., 2008). Os varios componentes presentes nesses
extratos e 6leos vegetais pode atuar de forma sinérgica e apresentar vasta atuacio fungicida
ou fungistatica (SILVA, 2001), como observado em testes in vitro. Segundo Fontenelle et al.
(2007), os principais constituintes de Oleos essenciais extraidos de plantas que exercem
atividade antifingica importante sdo compostos fendlicos como o timol, carvacrol ou eugenol

de comprovada atividade antimicrobiana.
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Na literatura tem-se verificado o registro da efici€ncia de extratos vegetais, obtidos de
diversas espécies botanicas no controle de fitopatégenos. No que se refere ao controle do
fungo Colletotrichum musae, vérios estudos comprovam a eficiéncia de extratos e 6leos
essenciais de plantas, como é o caso do cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus), alecrim-
pimenta (Lippia sidoides cham.) (OLIVEIRA, 2009), eucalipto (Eucalyptus citriodora)
(PEREIRA et al.,2007), alecrim (Rosmarinus officinalis) e pimenta (Capsicum frutenscens)
(FERNANDES, 2011), meldo-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.) (CELOTO et al.,
2011), pimenta-de-macaco (Piper aduncum L.) (BASTOS e ALBUQUERQUE, 2004), nim
(Azadirachta indica A. Juss) e alho (Allium sativum) (NEGREIROS et al., 2013), tomilho
(Thymus vulgaris),canela (Cinnamomum zeylanicum)erva-doce (Pimpinella anisum)
manjericao(Ocimum basilicum), capim-limao (Cymbopogon citratus)e orégano (Origanum
vulgaris) (BORGES, 2011) , na inibicio do desenvolvimento deste patégeno causador da
antracnose.

Considera-se ainda que a variedade de substincias existentes nas plantas poderiam ser
utilizadas de forma direta pelo produtor, por meio do cultivo da planta possuidora dos
compostos bioativos, preparo e aplicagdo direta do extrato nas culturas comerciais (CELOTO
et al., 2008). No entanto, € importante ressaltar que, embora a utilizacdo de extratos vegetais
no controle de doencas apresente diversas vantagens, ainda existem limitagdes para o
incremento de sua utilizacdo, visto que, a eficiéncia dos extratos no controle de doencas de
plantas depende, muitas vezes, do periodo de coleta da planta, das condicdes de
armazenamento, do tipo de patdgeno a ser controlado e dos processos tecnoldgicos utilizados

na obten¢do e manipulagdo do extrato (SILVA et al., 2007).

2.6 Potencial de Espécies Vegetais Nativas da Caatinga

A atividade antimicrobiana de extratos e 6leos essenciais de plantas nativas tem sido
estudada em muitos paises que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo na
utilizacdo de plantas medicinais tais como o Brasil, Cuba, India e México (DUARTE, 2006).
No Nordeste brasileiro, onde estd localizada a maior parte da regido semidrida, encontra-se a
vegetacdo da caatinga que abrange 800.000 km’e cerca de 10 % do territério brasileiro (LEAL
et al., 2003), com plantas adaptadas, fisiologicamente, as condi¢des de deficiéncia hidrica
(TROVAO et al., 2007).

A flora da caatinga € bastante utilizada pela populagdo local na medicina caseira para

os mais diversos fins, com plantas tipicas da regido que ja possuem suas acdes bem definidas
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no conhecimento popular (SANTOS, 2010). Segundo Barros et al. (2012), avaliar o potencial
antimicrobiano de compostos produzidos por vegetais que apresentam propriedades
medicinais, constitui-se como uma das estratégias para obten¢do de compostos destinados ao
controle de fitopatégenos. Devido ao indice de radiacdo, a sintese de metabdlitos secundérios
antioxidantes das plantas da Caatinga é, significativamente, aumentada pela radiacdo UV,
(MORALIS et al, 2006), compostos estes de comprovada atividade antimicrobiana.

Apesar da sua grande diversidade cultural e biolégica, poucos estudos etnobotanicos e
farmacoldgicos s@o realizados no bioma Caatinga (ALBUQUERQUE et al., 2007). Sendo
assim, constituem-se um desafio os estudos destas espécies endémicas, tendo em vista a
exploracdo sustentdvel e a conservacdo das plantas do bioma Caatinga. Diante do potencial
botanico deste bioma e da necessidade de se encontrar novos compostos para o controle de
agentes patogénicos, extratos de plantas da Caatinga podem constituir uma alternativa

promissora para controle do fungo Colletotrichum musae.

2.6.1Aroeira (Astronium urundeuva [Fr. All.] Engl.)

A espécie Astronium urundeuva [Fr. All.] Engl., popularmente conhecida como
aroeira-preta ou aroeira-do-sertdo, trata-se de uma espécie arbdrea, nativa da regido semi-
arida do Nordeste brasileiro, de relevante valor socioecondmico, com potencial medicinal,
madeireiro e energético nas industrias e nas propriedades rurais (MEDEIROS et al., 2000). A
distribuicdo desta planta se limita a América do Sul, nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-
Oeste (GAINO et al., 2010).

A ampla utilizacdo de espécies do género Astronium na medicina popular, a sua
distribuicdo por todo o pais e incipi€éncia de dados quimicos aprofundados justificam os
estudos fitoquimicos deste importante género botanico. Dentre cerca de 35 espécies que
compdem este género, a espécie Astronium urundeuva foi a mais estudada (SOUZA, 2012).

A espécie apresenta grande uso farmacoldgico. Na medicina tradicional nordestina, é
conhecida pela utilizacdo do extrato aquoso do caule sob a forma de semictpio (“banho-de-
assento”) ap6s o parto (FERNANDES, 2011). Além disso, possui propriedades anti-
inflamatdrias e cicatrizantes, sendo indicada também no tratamento de gastrites, ulceras
gdstricas, cervicites, vaginites, hemorroidas (LORENZI, 2008).

Segundo Cunha et al. (2009),a aroeira (A. urundeuva) apresenta como principais

constituintes fitoquimicos 6leos essenciais, taninos hidrolisdveis e condensados, considerados



25

os principais responsdveis pelas atividades terapéuticas apresentadas.Em corroboragdo,
Monteiro et al. (2006) afirma que, os principais componentes quimicos encontrados na aroeira
(A. urundeuva) sdo os taninos.

Jandu et al. (2013), realizaram o estudo da atividade antioxidante, antimicrobiana e
citotoxica do extrato metandlico do caule de A. urundeuva. O extrato apresentou atividade
contra todos os micro-organismos testados (Aspergillus niger, Bacillus subtilis, C. albicans,
Enterococcus feacalis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus e S. aureus), e foi
capaz de potencializar o efeito da eritromicina contra algumas estirpes de S. aureus
clinicamente isoladas. Além da atividade antimicrobiana, o extrato de A. wurundeuva
apresentou atividade antioxidante.

Em um recente trabalho, Costa et al. (2010), testaram a atividade antimicrobiana dos
extratos etanolicos da aroeira-da-praia (Schinus terebinthifolius Raddi), aroeira-do-sertdao
(Astronium urundeuva [Fr. All.] Engl.), ameixa-do-mato (Ximenia americana L.), quixabeira
(Syderoxylum obtusifolium [Roem et Schult.]) e do hipoclorito de sédio (NaOCl a 2,5%),
contra o Enterococcus faecalis. Os autores observaram que todos os extratos vegetais
analisados apresentaram atividade antimicrobiana contra o Enterococcus faecalis. Entretanto,
o estudo mostrou que a aroeira-do-sertdo e a aroeira-da-praia apresentaram halos de inibi¢ao
contra o Enterococcus faecalis superiores aos demais extratos vegetais testados, em todas as
concentragoes.

Pinho et al. (2012), avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes concentracdes
de extratos hidroalcdlicos das folhas de alecrim-pimenta, aroeira, barbatimao, erva baleeira e
do farelo da casca de pequi, contra Staphylococcus aureus eEscherichia coli. O estudo
mostrou que os extratos ndo apresentaram atividade sobre E.coli. No entanto, os extratos de
aroeira (>200mg mL™), barbatimio (>300mg mL™) e erva-baleeira (>400mg mL™") inibiram o
crescimento deS. Aureus.

Alves et al. (2009) testaram in vitro a atividade antimicrobiana, antifingica e
antiaderente da aroeira, sobre micro-organismos do biofilme dental e candidose oral.
Observou-se que o extrato da aroeira apresentou atividade antifingica sobre as cepas de
Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei, sendo o Lactobacillus casei 0 mais

sensivel ao extrato hidroalcélico da planta.
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2.6.2 Alecrim-do-campo (Lippia microphylla Cham.)

O género Lippia, pertencente a familia Verbenaceae, em sua maior parte estd
concentrado no Brasil, México, Paraguai e Argentina, com poucas espécies endémicas na
Africa (SAMPAIO, 2009). Este género compreende cerca de 200 espécies de ervas, arbustos e
pequenas arvores (XAVIER, 2011). Destas espécies, aproximadamente 120 encontram-se no
Brasil, difundidas no cerrado e na Caatinga, onde se sobressaem por seu aspecto chamativo no
periodo da floragdo e aroma forte, geralmente agradavel (GOMES; NOGUEIRA e MORAES,
2011).

As plantas que compdem este género t€m sido objeto de diversos estudos no Brasil e
no mundo, pois muitas delas sdo bastante utilizadas na medicina popular com muitas
finalidades, o que despertou o interesse da comunidade cientifica em elucidar seus efeitos
(TEOFILO, 2012). De acordo com Gomes, Nogueira e Moraes (2011), indmeras espécies de
Lippia sao usadas na medicina popular para o tratamento de resfriados, gripes, bronquites e
tosse. A utilizacdo popular de vdrias delas se da por suas propriedades analgésica, anti-
inflamatoria, antipirética, sedativa, antifingica, anti-hipertensiva, diurética, larvicida,
antimicrobiana, antiviral, moluscicida, antimaldrica, antiespasmddica, anticonvulsivante e
estimulante, ji conhecidas da populacdo (MONTEIRO et al., 2006; SILVA et al., 2010;
XAVIER, 2011).

A espécie Lippia microphylla Cham., popularmente conhecida como alecrim-do-
campo, alecrim-de-tabuleiro e alecrim-do-mato, € uma espécie medicinal nativa do semidrido
do nordeste brasileiro que possui elevado potencial de uso pela industria farmacéutica
(SILVA, 2012). Na medicina popular esta espécie € utilizada como anti-séptico e para o
tratamento de distirbios gastrointestinais e respiratorios, incluindo gripes, resfriados, tosse e
infeccoes (PASCUAL et al., 2001; AGRA et al., 2008).

Na forma de extrato e Oleo essencial, o alecrim-do-campo, segundo relatos de
pesquisadores (Oliveira et al.,2007; Rodrigues et al., 2011) apresenta alta eficiéncia contra
patégenos fingicos e bacterianos; este efeito € atribuido ao cineol, carvacrol e timol,
principais constituintes monoterpenos desta espécie, responsdveis por sua agdo
antimicrobiana.

Xavier (2011), investigou a atividade antitumoral e a toxicidade do 6leo essencial das
folhas de L. microphylla, através de ensaios in vitro e in vivo. Com base no estudo, foi
possivel inferir que o 6leo essencial de L. microphylla apresentou atividade antitumoral in

vitro frente a células da linhagem sarcoma 180 e K562, sendo mais potente nessa ultima
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linhagem. Apresentou ainda significante atividade antitumoral in vivo de maneira dose-
dependente. O 6leo essencial apresentou in vivo, uma toxicidade menor do que a comumente
observada para antineoplésicos utilizados atualmente na clinica médica.

Barros et al. (2012), avaliaram a potencialidade antimicrobiana dos extratos vegetais
etandlicos de Lippia microphylla, Astronium urundeuva, Anadenanthera colubrina e Mimosa
hostilis contra os fitopatégenos Pythium sp., Colletotrichum sp., Moniliophthora perniciosa,
Cercosporidium sp., Curvularia sp. e Sclerotium sp. Observou-se no estudo que apenas o
extrato de Lippia microphylla foi efetivo, inibindo significativamente a 400 ppm, o
crescimento dos fungos com taxas variando de 50% a 100%, dependendo do organismo alvo.
Na concentragdao de 4000 ppm, a inibi¢do foi de 100% para todos o micro-organismos.

Lima et al. (2010), testaram o efeito das plantas da Caatinga, alecrim do campo
(Lippia microphylla Cham), aroeira (Astronium urundeuva Engl.), angico (Anadenanthera
macrocarp Benth.), manicoba (Manihot aesculifolia H.B.K), jurema preta (Mimosa Hostilis
Mart.) e catingueira rasteira (Caesalpinia microphylla Mart.) sobre o crescimento micelial do
fungo Lasiodiplodia theobromae ( Pat.) Griffon e Maubl. Os resultados mostraram que o
extrato de alecrim-do-campo promoveu o maior percentual de inibicdo do crescimento
micelial, tendo sido observado 100% de controle do crescimento micelial para o fungo L.
theobromae.

Em um estudo realizado por Souza, Schurt e Silva (2014), foi possivel verificar que o
Oleo essencial de L. microphylla possui eficicia no controle da mancha-bacteriana do feijao-
caupi causada por Xanthomonas axonopodis pv. vignicola, pois a testemunha apresentou
severidade média de 31%, enquanto o tratamento com 6leo essencial apresentou média de 1

%, diferindo estatisticamente entre si.

2.6.3 Catingueira [Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz]

Conhecida popularmente como catingueira, a Poincianella pyramidalis € uma espécie
vegetal arborea pertencente a familia Caesalpiniaceae (SANTANA et al., 2011). A mesma €
uma das principais espécies nativas do bioma Caatinga que possui ampla dispersao na regiao
semidrida do Nordeste brasileiro. E vastamente utilizada na medicina, possuindo atividade
bioldgica e antimicrobiana reconhecida nos meios cientificos (CRISTIANE et al., 2009).

Segundo Oliveira et al. (2014), gracas as suas varias propriedades terapéuticas, esta
espécie € utilizada na medicina popular,principalmente no tratamento das infecc¢des

respiratérias e intestinais. Em corroboracdo, Albuquerque et al. (2007), afirmam que
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popularmente esta espécie € utilizada para o tratamento da tosse, bronquite, infeccdo
respiratoria, asma, gastrite, cOlicas, febre, azia, diarreia, ferimentos, diabetes, e dores de
estomago, sendo ainda utilizada como afrodisiaco e expectorante.

De acordo com Silva (2011), as folhas de P. pyramidalis possuem altos teores de
flavonoides, taninos, além de alto teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante. A
triagem fitoquimica do extrato etandlico da casca interna da catingueira revelou a presenca de
flavonoéides, fendis, saponinas, esterdides, taninos e triterpenos (Santos et al., 2011).

Oliveira et al. (2014), avaliaram a atividade antibacteriana de extratos aquosos de
sementes de catingueira (Poincianella pyramidalis). No estudo foi verificado que todos os
extratos apresentaram compostos com atividade antibacteriana, uma vez que foram capazes de
inibir o crescimento de Staphylococcus aureus.

Conforme Saraiva et al. (2012), os extratos metandlicos da folha, casca do caule e flor
da catingueira apresentam atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Salmonela sp.,Staphylococcus aureus e Pseuddémonas
aeruginosa. Para os autores, a presenga de metabodlitos secundérios de reconhecida atividade
antioxidante (flavondides e dcidos fendlicos), estd intimamente relacionada com a acdo
antimicrobiana desta espécie.

Cristiane et al. (2009), realizaram o estudo do perfil antimicrobiano e do potencial
larvicida dos extratos secos obtidos por extracdo hexandlica do cerne da Poincianella
pyramidalis. Observou-se que os extratos usados neste modelo apresentaram atividade
antimicrobiana sobre o0s micro-organismos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtillis, Staphylococcus sp. coagulase negativa, Micrococcus sp. Ja o
extrato hexandlico do cerne apresentou baixo potencial larvicida.

Estudos envolvendo a determinagdo da atividade antibacteriana do extrato aquoso das
folhas de Poincianella pyramidalis demonstraram que o mesmo apresenta atividade contra
todas as bactérias associadas a cavidade oral testadas, bem como atividade antioxidante
(SALVIANO et al., 2008).

Santos et al. (2011), testaram os efeitos do extrato etandico de Poincianella
pyramidalis utilizando vérios modelos agudos de nocicep¢do e inflamacdo em roedores. O
estudo apresentou o efeito anti-inflamatério do extrato de Poincianella pyramidalis em
camundongos, confirmando as indicagdes observados em préticas farmacéuticas tradicionais.
Além disso, este estudo sugere pela primeira vez que, P.pyramidalis possui propriedades

antinociceptivas relevantes em modelos animais comportamentais de dor aguda.
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Amorim (2013), investigou a atividade antimicrobiana dos extratos das folhas de
Azadiracta indica, Poincianella pyramidalis e Cnidoscolus phyllacanthus (M. Arg., Pax et
Hoffm.) sobre bactérias isoladas dos tetos de cabras leiteiras em testes in vitro e in vivo. Das
cepas submetidas ao teste de susceptibilidade in vitro, observou-se eficidcia do extrato de
catingueira (80mg.mL™") para as bactérias Cellulomonas sp., Micrococcus sp., Staphylococcus
intermedius e Staphylococcus saprophyticus. Os extratos de catingueira e favela diminuiram o
nimero de coldnias de bactérias mesofilas nos tetos de cabras de aptidao leiteira in vivo. O
estudo mostrou potencial de aplicacdo do extrato da catingueira como medida de profilaxia
em manejo de cabras.

Santana (2011), demonstrou o efeito do extrato etandico das cascas de Poincianella
pyramidalis sobre a resposta inflamatoria e hiperalgesia abdominal em camundongos com

pancreatite aguda.

2.6.4 Angico (Anadenanthera colubrina var.cebil)

A Anadenanthera colubrina var.cebil, popularmente conhecida como angico ou
angico-vermelho, pertence a familia Mimosacea e possui como sinonimia botinica a
Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan e a Piptadenia macrocarpa Bentham var. cebil
(DIAS, 2011). Esta espécie € uma planta tipica da caatinga e de grande ocorréncia nas areas
semidridas do Brasil, sendo utilizada na medicina popular para os mais diversos fins
(SANTOS, 2010).

O angico € uma espécie rica em atividade bioldgica, sendo promissor o isolamento e
identificacdo de novos compostos bioativos e agentes terapéuticos, o que justifica o uso
tradicional desta planta medicinal pela populacdo, e principalmente, refor¢a a importancia da
mesma como fitoterdpico no Brasil (SILVA, 2011).

Segundo Santana et al. (2011), as espécies do género Anadenanthera sao conhecidas
como fontes de alcaldides, flavonodides, taninos, triterpenos e esterdides. A investigacdao
fitoquimica dos extratos etandlicos do angico revelaram a presencga de taninos e alcaldides e
flavonéides (SANTOS, 2010). A casca desta espécie € rica em taninos, possuindo ampla
utilizacdo em curtumes, podendo ser antidesintérica e utilizada para a cura de udlceras, bem
como expectorante energético. Além disso, sua resina possui aplicagcdes medicinais e
industriais. (SILVA FILHO, 2007).

Esta espécie apresenta potencial terapéutico de facil acesso, reconhecida pela

medicina popular e muito utilizada como antisséptico e cicatrizante (WEBER et al., 2011).
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Monteiro et al. (2006), avaliaram o uso popular da A. macrocarpa e verificaram que a sua
maior aplicacio medicinal estd ligada ao tratamento de problemas respiratérios e de
inflamacdes de um modo geral, sendo a entrecasca a parte mais utilizada.

Conforme Weber Sobrinho (2010), o extrato da casca do caule de Anadenanthera
colubrina apresenta potencial de inibicdo da proliferacdo de células tumorais, podendo ser
possivelmente utilizado como medicamento alternativo no tratamento e controle de
neoplasias. Apresenta ainda acdo bactericida e fungicida, possuindo assim valor terapéutico
como um agente antibacteriano contra vdrias linhagens de micro-organismos resistentes aos
antibidticos.

Farias et al. (2010), avaliaram a toxicidade dos extratos aquosos de sementes de
Anadenanthera macrocarpa contra larvas de Aedes aegypti. O estudo mostrou que sementes
de angico sao promissoras fontes de metabolitos com atividade larvicida contra Aedes aegypti,
pois o extrato em estudo causou 100% de mortalidade apds 1 a 3 h de exposi¢dao. Dentre os
constituintes do metabolismo secundério, os extratos das sementes apresentaram taninos,
fendis, flavonas, flavondis, xantonas, saponinas e alcalodides.

Figueredo et al. (2013), verificaram as possiveis interacdes entre extratos etanolicos de
Amburana cearensis e Anadenanthera macrocarpa (Benth) Brenan, combinado com seis
medicamentos antimicrobianos contra cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Os resultados indicam que os extratos etandlicos de A. cearenses e A.
macrocarpa sao uma fonte alternativa de produtos naturais com a¢do antibacteriana.

Em um recente estudo, Silva (2011) observou que os extratos etandlicos da casca,
galho e folha de A. macrocarpa apresentam atividade antimicrobiana, antiaderente,

antioxidante, anti-inflamatoria e antinociceptiva.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitossanidade do Semidrido
(LAFISA), situado no Centro de Desenvolvimento Sustentivel do Semiarido (CDSA), da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), durante os meses de outubro de 2014 a
fevereiro de 2015.

3.1 Coleta das Espécies Vegetais

Foram utilizadas quatro espécies de plantas da Caatinga identificadas com base na
literatura, para os testes com os extratos hidroetandlicos, sendo estas: aroeira (Astronium
urundeuva [Fr. All.] Engl.), angico (Anadenanthera colubrina var.cebil),alecrim-do-campo
(Lippia microphylla Cham), e catingueira [Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz]. As
partes aéreas das espécies vegetais sadias foram coletadas na Caatinga situada nos arredores
do CDSA, no periodo da manha. O material vegetal foi acondicionado em sacos plasticos e

conduzido ao LAFISA, onde foi submetido ao desfolhamento.
3.2 Obtencao dos Extratos Hidroetanoélicos

Na preparacdo dos extratos foram utilizados 100g do material vegetal (folhas e ramos).
Procedeu-se a lavagem das folhas em dgua corrente, seguido de desinfeccdo com hipoclorito
de sédio a 1% durante 15 minutos, com a finalidade de eliminar micro-organismos presentes
na superficie das plantas, Em seguida o material vegetal foi lavado em agua destilada para
retirar o excesso de hipoclorito de sédio. As folhas foram trituradas em liquidificador,
contendo 250mL de &4gua destilada esterilizada (ADE) e 250 mL de éalcool etandlico,
colocados em um recipiente de vidro fechado e submetidos por um periodo de 96horas, para a
extracdo dos principios ativos.

Posteriormente, os extratos foram filtrados em camada dupla de gaze, a fim de reter
particulas maiores, e os liquidos resultantes filtrados através de papel de filtro esterilizado e
mantidos em recipiente aberto, durante 72 horas, para favorecer a evaporagdo do dlcool. Apds
esse periodo, o material foi submetido a radiag@o ultravioleta por 30 minutos em camara de
fluxo laminar, acondicionado em frascos de vidro tipo dmbar previamente esterilizados e
armazenados em refrigerador a 4°C para o uso subsequente nos ensaios em laboratério (Figura

2).
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Figura 2. Obtencido dos extratos hidroetandlicos de plantas nativas da Caatinga. Fonte: o autor.

3.3 Obtencao do Isolado de Colletotrichum musae

O isolado fingico de C. musae foi obtido pela utilizagdo do método de isolamento
indireto a partir de bananas “cv. Prata”, com sintomas caracteristicos da antracnose,
provenientes de um supermercado local, situado na cidade de Sumé, PB.

Para o isolamento, com o auxilio de um estilete procedeu-se a retirada de pequenos
fragmentos de tecido da regido de transi¢do entre a drea lesionada e a 4rea sadia da casca do
fruto. Para desinfestacdo, esses fragmentos foram imersos em dlcool 70% durante 1 minuto e
em solucdo de hipoclorito de sédio 2,0% por 1 minuto. A fim de eliminar os residuos
provenientes da desinfestacdo, os fragmentos foram enxaguados trés vezes em dgua destilada
esterilizada (ADE).

Em seguida, foram depositados em papel de filtro para eliminacdo do excesso de
umidade, com posterior transferéncia para placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(batata, dextrose e dgar), onde foram incubadas em condi¢des ambiente por sete dias, sob
fotoperiodo de 12h(25 = 2 °C e UR de 65 + 1%). Os isolados fungicos foram purificados
através de subcultivos de extremidades de hifas, as coldnias foram analisadas de acordo com a
literatura pelas suas caracteristicas culturais e morfolégicas e o fungo foi identificado como
Colletotrichum. musae. Ap6s a obtencdo da cultura pura, a mesma foi conservada em camara

climatizada BOD a 4°C para posterior utilizacao.

3.4 Atividade Fungitéxica de Extratos ao Crescimento Micelial de C. musae
3.4.1 Instalaciao do ensaio

Para este ensaio, aliquotas dos extratos das diferentes espécies vegetais foram
adicionadas ao meio de cultura BDA, fundente (45°C) nas concentragdes de 25%, 50%, 75%
e 100%. Em seguida os meios com as diferentes concentragdes obtidas foram transferidos

para placas de Petri de 9 cm de didmetro.
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Ap6s solidificagido, com auxilio de um furador, discos de Smm de didmetro do fungo
foram retirados de colonias do fungo apds sete dias de crescimento e transferidos
individualmente no centro de cada uma das placas componentes de cada concentragdo, as
quais foram vedadas com filme pldstico e mantidas em temperatura ambiente sob fotoperiodo
de 12h durante 5 dias. A testemunha consistiu do disco de Smm de didmetro do fungo,

cultivado em meio BDA em placas de Petri de 9 cm de didmetro.

3.4.2 Avaliacao

O efeito das diferentes concentracdes dos extratos vegetais sobre o crescimento
micelial foi avaliado as48, 72, 96 e 120h, apds a inoculacdo por meio de medi¢des do
diametro da colonia flngica, em dois eixos ortogonais (media de duas medidas
diametricamente opostas), com o auxilio de um escalimetro, e comparando com o controle
que ndo recebeu extrato, sendo posteriormente calculada a média dos resultados obtidos.

Figura 3. Teste “in vitro” dos extratos vegetais de espécies da Caatinga (A) e crescimento micelial do fungo
Colletotrichum musae (B). Fonte: o autor.

3.4.3Analise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, em
esquema fatorial 4x4+1, sendo composto por quatro concentracdes, quatro extratos e a
testemunha.. Cada repeti¢do foi representada por uma placa de Petri. As varidveis respostas
foram: didmetro médio da col6nia (cm) mensurado as 48 horas, didmetro médio da coldnia
(cm) mensurado as 72 horas, didmetro médio da coldnia (cm) mensurado as 96 horas e
didmetro médio da coldnia (cm) mensurado as 120 horas.Os dados obtidos nesse estudo foram

submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knottao
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nivel de 5% de probabilidade, com o auxilio do programa estatistico SISVAR versdo 4.0

(Ferreira, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das andlises estatisticas para a varidvel resposta, didmetro médio da colonia,
mensurado as 48, 72, 96 e 120 horas, evidenciou que a precisdo experimental, avaliada pelo
coeficiente de variagdo (CV), foi satisfatdria para todas as varidveis respostas.

De acordo com as andlises estatisticas houve diferencas altamente significativas para
todas as fontes de variac@o, inclusive para aquelas que envolvem interacdo entre os fatores
Extratos de espécies vegetais e Concentragdes, como € possivel observar na tabela 1. Esta
interacdo significativa também foi observada por Borges (2011) e Poltronieri (2012) ao
avaliarem a atividade fungitéxica in vitro dos 6leos essenciais de diferentes espécies sobre o

crescimento micelial de Colletotrichum musae e Colletotrichum gloeosporioides.

Tabela 1 Resumo da andlise de varidncia com respectivos niveis de significincia, valores médios (u) e
coeficientes de variacdo da varidvel didmetro médio da coldnia (cm) mensurados as 48h, 72h, 96h e 120h, de
experimento fatorial simples com testemunha adicional 4 x 4 +1 (concentracdes x extratos vegetais +
testemunha). UFCG, Sumé, PB, 2015.

FV GL QM (48h)” QM (72h) QM (96h) QM (120h)
TRATAMENTOS (TRAT.) 4 0,2932%*  1,0060%*  1,7753**  2,9208**
EXTRATOS (EXT.) 3 0,2785%*%  0,9840**  1,8602%*  3,1431%**
GRUPOS 1 0,3374%*%  1,0718%*%  1,5208**  2,2900%*
CONCENTRACOES (CONC.) 3 0,1582**  0,5212*%* 0,9318** 1,2446%**
TRAT. x CONC. 12 0,0296**  0,0925%*  0,1653** (,2217**
EXT. x CONC. 9 0,0262%*  0,0799%*  0,1427*%*  0,1919%*
GRUPOS x CONC. 3 0,0396%*  0,1303** 0,2329*%*  (,3111%**
RESIDUO 60 0,0013 0,0033 0,0076 0,0078
MEDIA GERAL () 1,03 1,66 2,24 2,95
CV (%) 2,57 3,58 4,98 4,58

™Ngo significativo. e Significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.
Y(dados expressos como Raiz (x+1) em que x é o didmetro médio - cm).
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Os resultados da avaliagdo in vitro dos extratos vegetais sobre crescimento micelial de
C. musae sao apresentados na tabela 2. Os dados obtidos para os extratos revelaram que
alecrim-do-campo (Lippia microphylla Cham.) foi o produto mais efetivo, inibindo em 100 %
o crescimento micelial do patégeno em todas as concentracdes testadas (25, 50, 75 e 100 %)
para todas as varidveis respostas, estando presente no grupo de menor didmetro médio da
coldnia e apresentando, na grande maioria dos casos, diferenca significativa pelo teste Scott-
Knott, a 5 % de probabilidade, quando comparado aos demais extratos testados, o que
evidencia o elevado potencial fungitéxico desta espécie. Este elevado potencial de inibi¢do do
crescimento de C. musae, como também da varios outros fungos pelo extrato de alecrim-do-
campo tem sido associado aos seus componentes majoritdrios, o timol, o carvacrol e o cineol,
compostos esses de comprovada atividade antimicrobiana.

A reducdo do crescimento micelial de patégenos, utilizando extratos de alecrim-do-
campo foi evidenciada anteriormente em estudos realizados por Pinheiro (2011), que relata a
inibicao total in vitro do crescimento micelial do fungo Moniliophtora perniciosa pelo extrato
das folhas de alecrim-do-campo (Lippia microphylla) em concentracdes abaixo de 4000
ug/mL. Recentemente, Barros et al. (2012) ao avaliarem o efeito de diferentes concentracdes
do extrato etandlico desta espécie contra fitopatdgenos de diferentes classes, Pythium sp.,
Colletotrichum sp., Moniliophthora perniciosa, Cercosporidium sp., Curvularia sp. e
Sclerotium sp. demonstraram a total inibi¢do de todos os micro-organismos quando utilizada a

concentragdo de 4000ppm, dados estes que confirmam a eficiéncia do extrato.

Tahela 2 Didmetromédio da coldnia (cm) do fungo Collstotrichummusas ™) quando submetidos a extratos de}t espécies vegetais da Caatinga sobre 4 diferentes concentracbes,
mensurados as 48 Horas, 72 Horas, 96 Horas e as 120 Horas. UFCG, Sume, PB, 2013,

Concentragdes

Extratos 48 horas 72 Horas 96 Horas 120 Horas

2¥% % 7% 100% 3% 0% 7% 100% 3% 0% T3%  100% 3% 0% 7% 100%

Aroeira 196Cc(2) 1,06 Bc 1,00Bc 068Ab 345Cc 188Bc 165Bc 076Ab 481Dc 275Bc 233Be 086Ab 605Cc 3355Be 3,14Bc 125 Ac
Catinguera 193Cc 129Bd 119Bd 0,79Ac 336Dc 230Cd 2,02Bd 120Ac 466Dc 323Cc 236Bc 165Ac 601Dc 440Cd 367Bd 2,15 Ad

Angico 120Cb 073Bb 063Bb 031Aa 226Db 133Cb 098Bb 036Aa 334Db 204Cb 133Bb 069Aa 443Db 308Ch 174Bb 091 Ab
Alecrim 0,30Aa 030A3 030Aa 030Aa 030Aa 030Aa 030Aa 030Aa 030Aa 030Aa 030Aa 030Aa 030A3 030Aa 030Aa 030Aa

Testernunha  1.39Ab  130Ad 130Ad 139Ad 236Ab 236Ad 236Ad 236Ad 3.15Ab 315Ac 315Ac 315Ad 413Ab 413 Ac 413Ad 413 Ae

(1) Anilise estatistica referente ao didmetro médio micelial do fungo C. musae com transformagio dos dados para Raiz (x+1), apresentados os dados origimais. & Médias
seguidas pela mesma letra miniscula na coluna e maiiscula na linha, pertencem ao mesmo grupo, pelo teste de Scott-Enott, a 3% de probabilidade de emo.

O efeito do extrato de angico (Anadenanthera colubrina var.cebil) sobre

Colletotrichum musae, ndo foi observado quando este foi submetido na concentra¢do 25%,
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ndo diferindo estatisticamente da testemunha. Nas concentracdes 50, 75 e 100%, este extrato
demonstrou desempenho superior a testemunha e aos extratos de aroeira e catingueira para
todas as varidveis respostas,estando sempre presente em um grupo diferente destes, pelo teste
de Scott-Knott, a 5 % probabilidade (Tabela 2). Efeitos mais significativos de inibi¢do do
crescimento de Colletotrichum musae foram obtidos quando o fungo foi exposto ao extrato de
angico na concentracdo 100%, visto que para esta concentracdo, este ndo diferiu do extrato de
melhor desempenho, o alecrim-do-campo estando presente no mesmo grupo, pelo teste de
Scott-Knott, a 5 % probabilidade, em todos os momentos de avaliacdo, exceto as 120 horas,
como pode ser observado na tabela 2. Observou-se que com o aumento da concentragdo, o
extrato de angico foi capaz de reduzir consideravelmente o crescimento do fungo,
demonstrando seu potencial fungitéxico.

O efeito do extrato de angico observado neste ensaio € superior ao relatado por Lima
et al. (2010) que ao testarem o efeito do extrato etandlico das folhas de angico
(Anadenanthera colubrina) sobre o fungo Lasiodiplodia theobromae, obtiveram um controle
do crescimento de apenas 9,12 %.0 extrato etandlico do angico (Anadenanthera colubrina) é
citado ainda por Costa et al. (2013) como tendo atividade contra a bactéria Enterococcus
faecalis.

De acordo com a literatura esta espécie € conhecida como fonte de alcaldides,
flavondides, taninos, triterpenos e esterdides. Sugere-se que estes compostos sejam
responsaveis pela inibicdo do crescimento do fungo Coletotrichum musae visto que segundo
Amusantet al. (2007), existe uma relacdo entre as propriedades antioxidantes de metabdlitos
secundérios principalmente flavondides e taninos com a atividade fungicida de extratos.

Quando o Colletotrichum musae foi exposto ao extrato de aroeira (Astronium
urundeuva), fol observado para todas as varidveis respostas um crescimento micelial do fungo
significativamente superior ao da testemunha, nos tratamentos contendo o extrato na
concentracao de 25 %. Como é possivel observar na tabela 2, para o meio de cultura contendo
extrato de aroeira na concentragdo de 25% foram observados os piores resultados quanto ao
crescimento do patdgeno que atingiu apos cinco dias de incubacio o didmetro micelial de 6,01
centimetros, pressupondo que possam existir substancias nas folhas e talos da planta que
estimulam ou favorecam o crescimento do fungo. Este favorecimento no crescimento de
fitopatogenos também € relatado por Venturoso (2009), que destaca o estimulo ao
crescimento de Penicillium sp pelos extratos de cavalinha (Equisetum sp.) e jabuticaba
(Myrcia cauliflora). De acordo com o autor, o extrato de cavalinha (Equisetum sp.)

proporcionou maior crescimento do fungo até o sexto dia de incubagdo.
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Desconsiderando a concentragdao de 25 %, para o extrato de aroeira, o fungo teve seu
crescimento proporcionalmente inibido conforme o aumento da concentracdo de extrato
testada, no entanto, 0 mesmo promoveu apenas a inibicao parcial do crescimento de C. musae,
alcancando em todos os dias de avalia¢do didametros da colonia consideraveis, demonstrando a
baixa eficiéncia desse extrato quando comparado ao obtido do alecrim-do-campo, que inibiu
em 100 % o crescimento do fungo, em meio BDA, jd na concentragdo de 25 %. O mesmo
esteve presente no grupo com desempenho superior ao extrato de catingueira, pelo teste Scott-
Knott, a 5 % de probabilidade nas concentracdes 50, 75 e 100 % para a varidvel resposta
diametro médio da col6nia mensurada as 48 e 72 horas. Entretanto, para a varidvel resposta 96
horas, esse desempenho se repetiu apenas para a concentracdo de 100 %. Na varidvel
didmetro médio da colonia medida as 120 horas foi verificada a superioridade deste,
novamente, ao extrato de catingueira e a testemunha, quanto ao controle do crescimento
micelial de C. musae, tanto nas concentracdes de 50 %, como nas de 75 e 100 % (Tabela 2). O
efeito do extrato das folhas de aroeira observado nesse estudo € atribuido aos 0leos essenciais,
taninos hidrolisdveis e condensados, constituintes fitoquimicos desta espécie que possuem
comprovado efeito antimicrobiano.

Embora reducdes considerdveis do diametro das colonias de C. musae ndo tenham
sido determinadas na presente pesquisa para o extrato da aroeira, os resultados encontrados
corroboram outros que encontraram atividade antimicrobiana em diferentes concentra¢des do
extrato hidroalcdlico das folhas de aroeira contra bactérias e fungos (ALVES et al, 2009;
PINHO et al, 2012).

No caso do extrato de catingueira (Poincianella pyramidalis) este esteve presente no
mesmo grupo do extrato da aroeira na concentracdo de 25 %, pois ndo diferiu estatisticamente
do mesmo, estimulando o crescimento do patdgeno para todas as varidveis respostas (Tabela
2). Quando nas concentragdes 50 € 75 % o extrato de catingueira ndo apresentou nenhum
efeito inibitério sobre o crescimento do Colletotrichum musae, estando presente no mesmo
grupo da testemunha para todas as varidveis respostas. Entretanto apenas quando este extrato
foi empregado na concentracio de 100 % ele esteve um grupo de desempenho superior ao da
testemunha, para todas as varidveis respostas, pois foi observado um lento desenvolvimento
do Colletotrichum musae.

Pode-se afirmar que para este estudo, o extrato de catingueira foi o extrato que
apresentou menor efeito inibitdrio sobre o crescimento micelial do C. musae. Entretanto,
estudos anteriores constataram o potencial desta espécie no controle de diversos micro-

organismos, como evidenciado por Saraiva et al. (2012), ao relatarem a atividade dos extratos
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metanodlicos da folha, casca do caule e flor da catingueira (Poincianella pyramidalis) contra
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Salmonela sp.,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Estes autores acrescentaram, ainda, que
os metabdlitos secunddrios flavondides e dcidos fendlicos estariam intimamente relacionados
com a acdo antimicrobiana desta espécie. Lima et al. (2010) ao avaliarem a ac¢do antagdnica
do extrato etandlico da catingueira rasteira (Caesalpinia microphylla Mart.) sobre o
colletotrichum gloeosporioides penz., agente causal da antracnose em vitis vinifera,
observaram que o mesmo apresentou efeito significativo quando comparado a testemunha,
alcangando, no entanto uma eficiéncia de inibi¢do do crescimento do fungo de apenas 22,22
%.

Com base no diametro médio da colonia fungica (Figura 4) verificou-se efeito positivo
dos extratos utilizados, uma vez que eles inibiram ainda que em menor ou maior grau o
crescimento micelial do Colletotrichum musae. Foi também observado que com o aumento
das concentragdes dos extratos das espécies vegetais testadas, houve uma deducdo
significativa do crescimento do fungo, visto que menores didmetros da col6nia foram
observados, com excecdo do alecrim-do-campo, apenas quando se empregou maiores
concentragoes.

Na figura 4, observam-se as equagdes de regressao referentes a interagcdo entre o fator
concentracdes e a varidvel resposta diametro médio da colénia do C. musae, onde para os
extratos de aroeira, catingueira e angico houve o ajustamento do modelo que explica a
existéncia de correlacdo entre a redugdo do crescimento micelial do C. musae com o aumento
das concentracdes, fato este intensificado, pois todas as equagdes ajustadas apresentam teste
significativo a 5% pelo teste de ¢ de Student. E oportuno, ainda, evidenciar que para todas as
equacOes dos extratos ajustadas, os coeficientes de determinacao (R?) foram acima de 90 %,
evidenciando que grande parte da variacdo observada no diametro médio da coldnia do C.
musae € explicada pela concentracio.

Resultados semelhantes aos relatados nesse estudo foram observados anteriormente
por Celoto (2005) que avaliando o efeito do extrato de meldo-de-Sao-Caetano (Momordica
charantia L.) observou uma reducdo do crescimento micelial deste mesmo fungo com o
aumento das concentracdes testadas. De acordo com Thangavelu et al. (2004), o grau de
inibigdo in vitro estd diretamente correlacionado com a concentragdo de extratos em meio de
BDA. Ao avaliarem os extratos de Solanum torvum em diferentes concentragdes contra o C.
musae, 0s autores observaram a completa inibicdo quando utilizaram as maiores

concentracdes em estudo (25 e 50 %).
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Figura 4. Efeito in vitro dos extratos de aroeira, catingueira, angico e alecrim-do-campo, nas concentragdes 25%,
50%, 75% e 100%, sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae, medido pelo didmetro médio da
colonia mensurado as 48,72,96 e 120 horas. UFCG, Sumé, PB, 2015.
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De acordo com a figura 4, verifica-se que nenhum modelo estatistico se ajustou para o
extrato vegetal de alecrim-do-campo, entretanto pode-se constatar que este foi o unico extrato
que apresentou desempenho consistente frente as diferentes concentragdes, evidenciando
inclusive seu potencial na inibicio do crescimento micelial do C. musae para todas as
varidveis respostas.

O comportamento consistente do extrato de alecrim-do-campo, frente as diferentes
concentracdes, possibilita inferir que para uma possivel utilizacdo deste extrato como
alternativa de controle da antracnose, a menor concentracdo empregada no estudo (25 %)
seria a mais eficiente, visto que os custos de aquisicdo do extrato seriam menores, pois seria
necessaria uma menor producdo do mesmo, descartando-se ainda a necessidade de utiliza¢do
de maiores concentragdes do extrato para a obtencdo de um controle satisfatério deste fungo
pos-colheita.

Nas avaliagdes in vitro do efeito das concentracdes dos extratos vegetais sobre o

crescimento micelial do fungo observou-se que para todas as varidveis respostas, em todos os
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extratos vegetais, com exce¢do do alecrim-do-campo para a concentracdo 100 % uma maior
atividade fungitdxica, visto que o fungo foi controlado de forma significativa comparado as
demais concentragdes (Tabela 2). Nota-se ainda que para estes extratos as concentracdes 50 e
75 % apresentaram o mesmo efeito sobre o crescimento do fungo, para a varidvel resposta
diametro médio da colonia mensurado as 48 h. No entanto, para as demais varidveis respostas
estas concentracdes diferem quanto a inibi¢do do crescimento micelial do patégeno, sendo a
de 75 % superior a de 50 %, pelo teste de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade, isto para os
extratos de angico e catingueira (Tabela 2).

A efetividade da a¢do fungitoxica sobre o desenvolvimento de fungo C. musae in vitro
constatada com base no diametro da coldnia flingica que de modo geral, evidenciou que os
compostos presentes das espécies vegetais da caatinga utilizadas nesse estudo, na forma de
extratos hidroetandlicos, apresentam-se como potenciais no controle deste fungo

fitopatogénico, destacando-se entre eles o extrato do alecrim-do-campo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

O controle total ou parcial observado com o uso dos extratos provenientes do bioma
Caatinga sobre o crescimento micelial de Colletotrichum musae demonstrou a

existéncia de compostos com atividade fungitdxica;

Para todos os extratos vegetais testados, a concentracdo de 100 % foi a que

proporcionou maior controle sobre Colletotrichum musae;

O extrato que apresentou melhor efeito fungitéxico foi o proveniente do alecrim-do-
campo, que demonstrou uma inibi¢do total do crescimento micelial do Colletotrichum

musae em todas as concentragdes testadas;

Os extratos de aroeira, angico e catingueira nas concentracdes 50 e 75 % em todos os
casos, ndo apresentaram desempenho consistente. Os mesmos, na concentracao de 25

% estimularam o crescimento micelial do Colletotrichum musae;

A eficiéncia do extrato hidroetandlico de alecrim-do-campo no controle de
Colletotrichum musae, evidencia a necessidade de novos estudos in vivo para que seja
possivel sua utilizacdo em larga escala no controle da antracnose, como uma

alternativa a utilizacdo de fungicidas quimicos.
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