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Resumo

O aumento na utilizagdo de agrodefensivos quimicos, decorrente da ampliagdo da agropecuaria, re-
sulta em uma produgdo de curto prazo e massiva, porém € grande a prevaléncia destes compostos
nos produtos vegetais, bem como no ambiente em que s&o produzidos. Ha, portanto, necessidade de
pesquisas sobre o potencial de utilizagdo de substancias naturais no controle de fitopatégenos, como
uma alternativa economicamente viavel, garantindo-se a sanidade ambiental, dos consumidores e dos
produtores. Com o presente trabalho objetivou-se a avaliar in vitro o efeito do extrato etandlico da casca
do caule de Croton urucurana Baillon (Sangra d’ Agua) como agente inibidor da proliferagéo do fungo
Fusarium oxysporum, sendo este responsavel por varias patologias em vegetais de grande importancia
ambiental e comercial. O extrato etandlico de Sangra d’ Agua foi testado nas concentracdes de 0 (tes-
temunha), 100, 200, 300, 400 e 500 mg.L". O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com seis tratamentos, sendo | testemunha e de 1l-VI concentragdes do extrato (100, 200, 300, 400 e
500 mg.L") com dez repetigbes cada e os resultados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis ao
nivel de 5% de significancia. As anadlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software AS-
SISTAT 7.7 Beta. O extrato proporcionou uma inibi¢cao total do crescimento do fungo, in vitro, a partir da
concentragdo de 300 mg.L' nas condigbes avaliadas.

Palavras-chave: Agricultura. Controle alternativo. Fitopatdégeno. Fitoquimicos.

Efficacy in vitro of ethanol extract of Sangra d’ Agua on the fungus Fusarium
oxysporium

Abstract

The increase in the use of agrochemicals due to the expansion of agriculture, resulting in a short-term
production and massive, but there is a great prevalence of these compounds in plant products, as well
as the environment in which they are produced. There is therefore need for research on the potential
use of natural substances in the control of plant pathogens, as an economically viable alternative, guar-
anteeing environmental health, of the consumers and producers. The present study aimed to evaluate
in vitro the effect of ethanol extract from the bark of Croton urucurana Baillon (Sangra d’ Agua) stem as
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an inhibitor of proliferation of the fungus Fusarium oxysporum, which is responsible for many diseases
in plants of great environmental and commercial importance. The ethanol extract of Sangra d’ Agua was
tested at concentrations of 0 (control), 100, 200, 300, 400 and 500 mg.L"'. The experimental design was
completely randomized with six treatments, being | control and II-VI extract concentrations (100, 200,
300, 400 and 500 mg.L"") with ten repetitions each, and the results were submitted to Kruskal —Wallis
test at 5% significance level. Statistical analyzes were performed with the aid of software ASSISTAT 7.7
Beta. The extract caused a total inhibition of fungal growth in vitro at concentrations of 300 mg.L™" in the

evaluated conditions.

Keywords: Agriculture. Alternativecontrol. Phytopathogen. Phytochemicals.

Introdugéao

O aumento da populagao mundial eleva
a necessidade do incremento da producéo de
alimentos. Porém, a pratica da agricultura traz
como consequéncia a ocorréncia de doencgas
de plantas em niveis que exigem o seu contro-
le. Nesse sentido, Souza Junior et al. (2009)
ressaltam que as fitopatologias tém contribuido
significativamente na reducéo da producao e do
fornecimento de alimentos a populacao.

De acordo com Motoyama et al. (2003),
0 uso de agrotéxicos no controle de doencgas
tem sido cada vez mais frequente na agricultu-
ra. Esta pratica apresenta-se como uma alterna-
tiva bastante atraente pela sua simplicidade e
resultados satisfatérios em curto prazo, porém
os aspectos positivos desse sistema sao supri-
midos com o passar do tempo em fung¢do dos
problemas decorrentes, tais como: a ocorréncia
de micro-organismos resistentes, o acumulo de
substancias nocivas, contaminag¢ao do ambiente
e do préprio homem, e o desequilibrio ambiental
pela falta de seletividade dos produtos utilizados
(TALAMINI; STADNIK, 2004). Diante disso os
agricultores tém buscado métodos alternativos
para o controle de pragas e doengas (BERNAR-
DO et al., 2002; ZANELLA et al., 2015; PILON et
al., 2016).

A utilizacao de extratos vegetais no con-
trole de fitopatdgenos tem recebido destaque
pela abundancia e diversidade da vegetacao
brasileira e pelo facil acesso do produtor rural
(DEQUECH et al., 2008; SIMOES et al., 2010).
Além disso, compostos de origem vegetal po-
dem constituir importantes agentes de contro-
le de pragas e micro-organismos patogénicos,
pela facil obtencgao e utilizacdo, pelo baixo custo
€ por minimizarem os problemas apresentados
pelos produtos quimicos sintéticos (MORAIS
et al., 2009; ARAUJO; OLIVEIRA; TEIXEIRA,
2014).

As substancias quimicas extraidas das
plantas, normalmente sao classificadas em me-
tabdlitos primarios, que sdo substancias neces-
sarias ao desenvolvimento fisiolégico destas e
possuem relevante fungdo no metabolismo celu-
lar basico (TAIZ; ZEIGER, 2004); e em metabo-
litos secundarios, estes por sua vez, sdo subs-
tancias sintetizadas em células especializadas
e em estagios de desenvolvimento distintos, en-
volvidos em processos defensivos das plantas
e utilizados comercialmente como produtos far-
macéuticos, fungicidas, inseticidas e herbicidas
(VIVAN, 2005; RAMOS et al., 2015).

Vérias espécies vegetais apresentam
fitoquimicos com grande potencial para pesqui-
sa. Dentre elas as espécies do género Croton
pertencente a familia Euphorbiaceae, com cer-
ca de 800 espécies distribuidas entre as Amé-
ricas e a Asia (STEINMANN, 2002), s&o ricas
em terpenoides, flavonoides e alcaloides ativos
e varias espécies sao conhecidas como plantas
medicinais, com atividades anti-inflamatdrias,
anti-ulcerogénicas, analgésicas e anti-hiperten-
sivas (WANDERLEY et al., 2002; RANDAU et
al., 2004).

De acordo com Brum (2006), os fungos
do género Fusarium destacam-se como agentes
fitopatogénicos que podem causar danos signi-
ficativos ao setor agricola, principalmente por
possuirem uma grande gama de hospedeiros,
dentre eles: o tomate, o maracuja, o feijdo, a
soja, entre outras espécies de interesse agron-
mico.

Partindo do principio que os extratos ve-
getais tém capacidade de atuar como agentes
antimicrobianos, objetivou-se estudar o efeito
in vitro do extrato etandlico de Sangra d’ Agua
(Crotonu rucurana Baillon) no controle do fungo
fitopatogénico Fusarium oxysporum.
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Material e métodos

O experimento foi conduzido no periodo
de setembro de 2014 a fevereiro de 2015 nos
laboratérios de Bioquimica/Biologia celular e
de Microbiologia do Instituto Federal Goiano —
Campus Ceres, localizado na zona rural do mu-
nicipio de Ceres, Goias.

Obtenc¢ao dos extratos vegetais

As amostras de cascas do caule de San-
gra d’ Agua foram coletadas em propriedades
rurais localizadas na proximidade do municipio
de Rubiataba, Goias situadas a latitude S 15°
9’ 25.98”, longitude W 49° 47°24.89”. As coletas
foram realizadas no periodo matutino, entre os
meses de setembro a outubro de 2014.

No Laboratério de Bioquimica, selecio-
naram-se as amostras a serem utilizadas, ex-
cluindo-se as partes danificadas e deterioradas.
Posteriormente as amostras foram levadas para
a secagem em estufa de ventilagdo forcada a
50°C por 48 horas em bandejas de aco inox. As
amostras das cascas secas foram submetidas
ao processo de percolagdo em etanol 92,8% por
30 dias em potes de vidro, que foram cobertos
com papel aluminio para que a luz ndo alterasse
as caracteristicas dos compostos quimicos du-
rante a fase de percolagao. Apds o periodo de
percolacdo, executou-se a filiragem do extrato
com camadas de gaze estéril e, posteriormente
procedeu-se a evaporagao dos extratos em ba-
nho Maria a 50°C para a subtragdo do excesso
de etanol e obtencao dos extratos (ROSA et al.,
2014).

Analise da atividade inibitéria do extrato so-
bre o fungo Fusarium oxysporum

Para realizacdo da analise microbiol6-
gica uma placa purificada de Fusarium oxyspo-
rum (doagéo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria unidade Arroz e Feijao - Embra-
pa). O isolado passou pelo processo de repica-
gem em meio de cultivo Potato Dextrose Agar
(P. D. A) e em seguida as placas foram levadas
para a estufa de crescimento bacteriolégico (B.
0. D)a 27°C £ 2°C, por sete dias.

O extrato etandlico foi pesado em balan-
¢a de precisdo analitica em gramas e solubiliza-
do em etanol 99,5% a fim de dilui-los e verté-los
em Placas de Petri juntamente com aliquotas de
20 mL de P. D. A, em cada placa, com homoge-
neizagao de todas as dosagens por movimentos
giratoérios lentos e repetitivos (Herold, 2006). Os
procedimentos foram realizados em camara de
fluxo vertical. Apos a solidificagdo, um disco de
5 mm de didmetro do micélio dos fitopatdégenos,
com 7 dias de idade, foi repicado para o centro
de cada placa, as quais foram vedadas com fil-
me plastico e mantidas a 27°C + 2°C, onde per-
maneceram por sete dias. Para a testemunha o
substrato consistiu somente de meio BDA sem a
adicao do extrato.

Para o teste microbiolégico foram apli-
cadas cinco concentragbes do extrato etané-
lico de Sangra d’ Agua (100, 200, 300, 400 e
500 mg.L") e a testemunha, que continha ape-
nas o meio de cultura sem adigao de extrato. A
avaliacdo do crescimento micelial (CM) se deu
através da medicdo do CM da colbnia estabe-
lecendo-se a média de duas medidas tomadas
em sentido diametralmente opostos até que a
testemunha tenha tomado toda a extenséo da
placa. A porcentagem de inibicdo do crescimen-
to micelial (P.I.C.), foi calculada segundo Edgin-
ton et al. (1971), onde P.I.C = [crescimento da
testemunha — crescimento do tratamento/cres-
cimento da testemunha] x 100.0 delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casuali-
zado (DIC) composto pelas seis concentragdes
(0,100, 200, 300, 400 e 500 mg. L ') com dez
repeticbes cada. Os dados foram submetidos
ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk). A falta
de normalidade levou a realizagéo do teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de
significancia. As andlises estatisticas foram rea-
lizadas com o auxilio do software ASSISTAT 7.7
Beta.

Resultados e discussao

Na Tabela 1, sdo apresentados os dados
experimentais referentes as medianas do cres-
cimento micelial (C.M) de Fusarium oxysporum,
e da Porcentagem de Inibigdo do Crescimento
(P.1.C) em fungéo das diferentes concentragbes
do extrato de Sangra d’ Agua.
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Tabela 1 - Efeito das diferentes concentragdes do extrato etandlico de Sangra d’ Agua sobre o cres-
cimento micelial (C.M.) e a porcentagem de inibicdo do crescimento (P.I.C.) de Fusarium

oxysporum
Concentragdes CM P.I.C
(mg.L7) (mm) (%)

100 71,8b 20,2 b
200 47,4 ab 47,3 ab
300 0,0a 100 a
400 0,0a 100 a
500 0,0a 100 a

Testemunha (0) 90,0b 0,0b

Nota: Medianas seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de KRUSKAL-WALLIS a

5% de significancia.
Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

E possivel observar que, a partir da
dosagem de 300 mg.L" do extrato etandlico de
Sangra d’Agua ndo houve crescimento micelial
de Fusarium oxysporum (TABELA 1), indicando
assim a eficiéncia do extrato frente ao fungo, a
partir da mesma dosagem € possivel observar
que houve um percentual de inibicdo de 100%
do crescimento do fungo. Venturoso et al. (2011)
obtiveram redugdo de 100% no crescimento
micelial de Fusarium solani utilizando o extrato
aquoso de cravo-da-india na concentragao de
20%.

Em estudos semelhantes realizados por
Cunico et al. (2004), onde avaliou-se o efeito
antifungico de extratos alcodlicos e aquosos de
folhas, caules e raizes de Otfonia martiana co-
nhecida popularmente por “anestésia” sobre trés
fitopatdégenos (Fusarium sp., Colletotrichum sp.
e Rhizoctonia sp.), foi observado que o extrato
aquoso de folhas frescas (nas concentragdes de
0,102 mg.mL"" e 0,204 mg.mL"") apresentou ini-
bicado (em torno de 10%) sobre Rhizoctonia sp.,
enquanto que o extrato etandlico inibiu o cres-
cimento dos trés fungos em mais de 50% nas
concentracdes de 0,051 mg.mL™"; 0,102 mg.mL""
e 0,204 mg.mL™".

E possivel observar ainda que a dosa-
gem de 100 mg.L" apresentou resultado seme-
Ihante a testemunha; indicando que a dosagem
nao foi suficiente para promover efeito satisfaté-
rio no controle do crescimento fungico.

Amaral e Bara (2005), avaliando a ati-
vidade antifungica de extratos etandlicos de
acafrdo, coragdo de negro e 6leo essencial de
cravo-da-india, sobre os fitopatégenos: Fusa-
rium oxysporum, Fusarium solani, Macrophomi-
na phaseolina, Rhizoctonia solani e Sclerotium

rolfsii, observaram que o extrato de “agafrao” ini-
biu em mais de 50% o crescimento de R. solani,
porém nao apresentaram a mesma eficiéncia
sobre os demais fungos.

Souza et al. (2014) avaliaram o extrato
etanodlico de sementes de Pachira aquatica que
promoveu a inibicdo do crescimento micelial e
esporulagédo de Fusarium sp., na concentragao
de 25 mg.mL"'. Por sua vez, Souza; Araljo;
Nascimento (2007) constataram que extratos
etanodlicos vegetais de “alho” e “capim santo”,
controlaram in vitro o crescimento de Fusarium
proliferatum.

Diante do observado, varias espécies
vegetais apresentam substancias capazes de
inibir o crescimento de Fusarium sp., entretanto
as analises fitoquimicas e microbiolégicas sao
sempre necessarias para comprovagao destes
efeitos, pois em alguns casos os extratos ve-
getais possuem efeito reverso, promovendo o
crescimento dos micro-organismos.

Os resultados encontrados nessa pes-
quisa contrastam com outros na linha de contro-
le alternativo de fitopatégenos, como os encon-
trados por Amaral; Bara (2005), que ao utiliza-
rem o extrato etandlico de Albizzia lebbeck na
concentracao de 1% em Fusarium solani e Scle-
rotium rolfsii, provocaram o estimulo ao cresci-
mento micelial dos fungos, o que permite presu-
mir a existéncia de alguma substancia ativadora
deste crescimento no extrato. De acordo com
o estudo realizado por Venturoso et al. (2011),
este mesmo efeito estimulador sobre Fusarium
solani também foi observado quando utilizado o
extrato de “nim” na concentragédo de 20%.

Ha casos em que o extrato vegetal
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pode ndo apresentar efeito significativo sobre
determinado micro-organismo, como em estudo
realizado por Régo et al. (2011), onde extratos
etanolicos de Annona crassiflora nao apresenta-
ram efeito no crescimento micelial de Fusarium
solani, mesmo na maior concentragao utilizada
(1600 pg.mL™).

Conclusao

O extrato etandlico de Sangra d’ Agua,
inibe o crescimento do fungo Fusarium oxys-
porum, in vitro a partir da concentragao de 300
mg.L™".

Respalda-se a importancia da continui-
dade das pesquisas em campo para avaliagao
in loco, para o desenvolvimento de novos mé-
todos de controle de fitopatologias em diversas
culturas de interesse agrondémico.
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