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RESUMO: O uso indiscriminado de defensivos agricolas sem acompanhamento técnico tem
provocado o aumento da resisténcia de patdégenos de plantas. Principios ativos presentes em
extratos de plantas medicinais podem ser utilizados para fornecer protecédo contra o ataque de
organismos patogénicos. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito in vitro de extratos das
plantas: PNO1 (Alternanthera dentata), PNO2 (Alternanthera tenella), PNO3 (Jpomoea alba),
PNO04 (Allamanda blanchetii), PNO8 (Lippia alba), PNO9 (Plantago major), PN12 (Solanum
cordifolium), PN11 (Cecropia glaziovii) PN13 (Solanum torvum), PN17 (Rhizophora mangle),
PN18 (Chamomilla recutita) and PN20 (Melissa officinalis), sobre o crescimento do fungo
Colletotrichum musae, agente causal podriddo pds-colheita da banana e avaliar atividade
citotéxica utilizando como modelo a toxicidade a larvas de Artemia salina. O extrato PNO3 foi
0 que apresentou maior potencial de controle, reduzindo em 78% no crescimento do fungo
C. musae. Os extratos PNO1, PNO4, PN08, PN10, PN12 e PN13 apresentaram redugao de
crescimento de 45,5%, 22,9%, 59,1%, 43,8%, 44,3% e 60,0% respectivamente. Os extratos
PN11, PNO2, PN0O9 e PN17 nao diferiram estatisticamente do tratamento controle, ndo
apresentando potencial no controle do fungo. Somente os extratos PNO1, PN02, PN10, PN11
e PN12 apresentaram atividade citotdxica. A analise do perfil cromatografico, das espécies
avaliadas mostrou predominancia de polifendis. Considerando que as espécies estudadas sao
encontradas abundantemente na flora brasileira, esses resultados podem sinalizar uma forma
alternativa e acessivel de controle da antracnose na pds-colheita de banana.
Palavras-chave: Controle Alternativo, Antracnose, Plantas Medicinais.

ABSTRACT: Effect of some medicinal plant crude extracts on growth of Colletotrichum
musae, causal agent of banana anthracnose. Pest and disease control are critical processes
for the agricultural industry and typically require the application of large amounts of at least one
chemical compound on the plant or soil for treatment. However, herbal extracts can be used to
provide crop protection against attack by pathogens, reducing the detrimental and toxic effects
on humans and the environment. Therefore, the aim of this study was to assess the in vitro
effect of twelve plant extracts PNO1 (Alternanthera dentata), PNO2 (Alternanthera tenella), PNO3
(lIpomoea alba), PN04 (Allamanda blanchetii), PNO8 (Lippia alba), PNO9 (Plantago major), PN12
(Solanum cordifolium), PN11 (Cecropia glaziovii) PN13 (Solanum torvum), PN17 (Rhizophora
mangle), PN18 (Chamomilla recutita) and PN20 (Melissa officinalis) on growth of Colletotrichum
musae, post-harvest rot of banana and evaluate the potential cytotoxicity by using Artemia
salina model. The extract PNO3 showed the greatest potential for control, reducing by 78%
in the growth of Colletotrichum musae; PNO1, PN04, PNO8, PN10, PN12 and PN13 inhibited
the fungal growth by 45.5%, 22.9%, 59.1%, 43.8%, 44.3% and 60.0%, respectively. On the
other hand, PN11, PN02, PN09 and PN17 did not present activity. Only extracts PNO1, PN02,
PN10, PN11 and PN12 showed toxicity to brine shrimp. By the analysis of the chromatographic
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profile, these extracts showed a predominance of polyphenols. Considering these species are
found abundantly in the flora, these results may indicate an alternative and accessible control

of postharvest rot.

Keywords: Alternative Control, Anthracnose, Medicinal Plants.

INTRODUGAO

Fungos fitopatogénicos séo considerados
0s maiores responsaveis por perdas pos-colheita,
representando entre 80 a 90% das perdas (Dantas
et al. 2003). Na cultura da banana os géneros de
fungos prevalentes sédo Colletotrichum, Alternaria,
Thielaviopsis, Phomopsis, Phytophthora, Rhyzopus,
Botrytis, Deightoniella, Fusarium, Phyllosticta,
Mycosphaerella, Nigrospora, Trichothecium,
Verticilliun (Moraes et al. 2006). A antracnose e a
podridao da coroa sao as principais doencas que
ocorrem em pés-colheita de bananas e os patégenos
associados a essas podriddes variam com o local e
época do ano (Moraes et al. 2006).

O controle dessa doenga é feito basicamente
em duas fases: durante o cultivo e a colheita, por
meio de tratamento quimico e praticas culturais; e na
pds-colheita, por meio do uso de fungicidas (Bastos
e Albuquerque 2004). Contudo, o uso de fungicidas
convencionais tem sido questionado pela sociedade,
em decorréncia dos seus efeitos no meio ambiente
como a poluicdo da agua e do ar, a contaminagéo de
alimentos, o aumento da resisténcia de patégenos
aos produtos e, consequentemente, os possiveis
danos as plantas, aos animais e ao homem (Koepf
et al. 1986). Tais efeitos relacionados a utilizagéo
de agrotdxicos constituem um problema sério pois
esta ligado ao uso inadequado, principalmente a
aplicacao de doses excessivas.

Na busca de alternativas menos agressivas,
extratos de plantas tém sido utilizados com sucesso
no controle de fungos fitopatogénicos (Oh et al.
2000; Queiroz et al. 2005; Silva et al. 2006; Nguyen
et al. 2009; Badillo et al. 2010). Tal propriedade
antifungica é devida a presenca de determinados
metabdlitos secundarios, que apresentam atividade
de inibicdo de crescimento desses organismos, néo
raro, em baixas concentra¢des (Dixon 2001; Nguyen
et al. 2009; Sher 2009; Cruz-Cruz et al. 2010).

Os extratos de folhas de Bucida buceras
L., Breonadia salicina (Vahl) Hepper & J.R..Wood,
Harpephyllum caffrum Bernh., Olinia ventosa (L.)
Cufod., Vangueria infausta Burch. e Xylotheca
kraussiana Houchst. foram ativos contra os fungos
patogénicos Cryptococcus neoformans e Candida
albicans. Ests espécies também apresentaram inibigao
de crescimento dos fungos fitopatogénicos A. niger, A.
parasiticus, Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium
Janthinellum, P. expansum, Trichoderma harzianum e
Fusarium oxysporum (Salome et al. 2009).

O ¢leo essencial de folhas secas de Piper

aduncum L. foi avaliado in vitro e in vivo quanto
a capacidade de inibigdo sobre Colletotrichum
musae. Em concentragdes acima de 100 pg/ml, o
6leo inibiu, em 100%, o crescimento micelial e a
germinacéo dos conidios. No teste in vivo, utilizando
frutos de banana prata inoculados com o fungo, o
Oleo na concentracdo 1% foi capaz de impedir a
manifestacdo de podriddes (Bastos e Albuquerque
2004). O extrato aquoso bruto de folhas frescas de
Artemisia camphorata a 1% apresentou atividade
de inibicdo (41%) de C. musae tanto em testes in
vitro quanto in vivo (Schwan-Estrada et al. 2006).

Apesar das fortes evidéncias de atividade,
o uso de extratos de plantas no controle de doengas
pos-colheita € uma alternativa que ainda nao foi
bem explorada, e se comprovada, possibilitara
equacionar as dificuldades decorrentes do uso do
controle quimico convencional.

Considerando que a busca por alternativas
naturais para o controle de fungos patogénicos,
principalmente de origem vegetal tem crescido nos
ultimos anos, o objetivo deste trabalho foi avaliar
extratos de plantas medicinais quanto a citotoxidade
e o efeito sobre o crescimento do fungo C. musae.

MATERIAIS E METODOS

As espécies vegetais: Alternanthera dentata
Scheygrond, Alternanthera tenella Colla, Ipomoea
alba L., Allamanda blanchetii A.DC., Lippia alba
(Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson, Plantago major
L., Solanum cordifolium Dunal, Cecropia glaziovii
Snethl., Solanum torvum Sw., Rhizophora mangle
L., Chamomilla recutita (L.) Rauchert e Melissa
officinalis L. foram coletadas e depositadas. Apds o
depdésito, o material vegetal foi seco em temperatura
inferior a 40 °C, posteriormente pulverizado e
extraido, separadamente, por maceragdo com
etanol. O solvente foi eliminado por evaporacgéo a
vacuo e os extratos etandlicos brutos obtidos foram
utilizados para os testes biolégicos. Os rendimentos
destes estdo apresentados na Tabela 1.

O efeito citotdxico foi avaliado utilizando
como modelo a toxicidade a larvas de Artemia
salina Leach. (Meyer et al. 1982). Dez larvas de A.
salina em estado nauplii (48 horas apds a eclosao)
foram expostas a diluigbes dos extratos brutos,
preparadas como descrito a seguir. Os extratos
foram solubilizados em 0,2 ml de dimetilsulfoxido
(DMSO) e o volume foi completado para 20 ml com
solugédo salina (36 g/l), fornecendo uma diluicao de

Rev Bras Plantas Med / Braz J Med Plants (2020) 22:193-199.




1000 ppm. Desta solugéo foram preparadas diluicdes
sucessivas (500, 250 e 125 ppm). Como controle
positivo foi utilizado dicromato de potassio (2 mg)
solubilizado em 0,2 ml de DMSO e acrescentado
de quantidade suficiente de solugado salina para
completar 20 ml. Tubos contendo 0,2 ml de DMSO
e 10 larvas de A. salina, nas mesmas condi¢des da
amostra foram utilizados como controle negativo. Os
tubos foram mantidos sob luz e, apoés de 24 h, as
larvas sobreviventes foram contadas. O calculo da
DL, foi realizado utilizando o programa PROBITOS
(Meyer et al. 1982).

Isolados do fungo C. musae, causador da
podriddo pos-colheita da banana, foram obtidos
diretamente de lesdes esporulantes em banana
prata. Os esporos foram transferidos para tubos
de ensaio contendo batata dextrose agar (BDA) e
apos sete dias de incubagao, cepas puras foram
repicadas para placas de Petri estéreis, contendo
BDA, devidamente identificados e armazenados
para os ensaios.

Para a Avaliagcao de atividade antimicética
de extratos de plantas a quantidade suficiente dos
extratos brutos foi vertida em frasco Erlenmeyer
contendo 30 ml de BDA previamente autoclavado,
cuja temperatura se encontrava ao redor de 48
°C, fornecendo a concentragéo final do extrato
(1000 pl/1). O meio contendo o extrato foi vertido
em placas de Petri. Discos de micélio de C. musae,
com 0,7 cm de didmetro e sete dias de idade foram
depositados na superficie do meio de cultura e
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incubado por 120 h. O delineamento experimental
utilizado foi o delineamento inteiramente casualizado,
com quinze tratamentos e trés repetigdes. Os
dados foram submetidos analise de variancia e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Os extratos que apresentaram atividade
antifungica, foram selecionados e submetido ao
procedimento descrito no item anterior. Os extratos
etandlicos das plantas foram diluidos em 150 pl
de DMSO, vertidos e homogeneizados em frasco
Erlenmeyer contendo 30 ml de BDA previamente
autoclavado, cuja temperatura encontrava-se em
48 °C, sendo obtida uma diluigdo seriada da faixa
de 1000, 100, 10, 1 e 0 ppm. O meio de cultura
contendo os extratos foi vertido em placas de Petri.
Ap0bs periodo de resfriamento e solidificagdo do BDA,
discos de micélio de 0,7 cm de didmetro dos fungos
C. musae com sete dias de idade foram depositados
no meio da placa de Petri. O crescimento radial
médio do micélio foi avaliado apds 120 h.

Para cada extrato de planta foi determinada
a menor concentragdo que proporciona maior
inibicdo do crescimento radial do patégeno em meio
de cultura. Os extratos foram submetidos a testes
farmacognésticos classicos (Wagner e Bladt 1996),
para detectar as classes de metabdlitos secundarios
presentes. Esses testes correspondem as primeiras
iniciativas para a definicdo de parametros de
controle da qualidade para utilizagédo destes extratos
na cultura da banana.

Tabela 1. Espécies estudadas no controle alternativo pés-colheita da antracnose em banana prata.

Codigo Espécies Local de Coleta Exsicata Parte Rendimento
n° e local de deposito utilizada (%)
PNO1 Alternanthera dentata Governador Valadares 726- Univale Parte aérea 20,2
PNO2  Alternanthera tenella Governador Valadares 727- Univale Parte aérea 25
PNO3 Ipomoea alba Governador Valadares 744- Univale Parte aérea 48,3
PNO04 Allamanda blanchetti Campinas 142021- UEC folhas 16,9
PNO8  Lippia alba Governador Valadares 280- Univale Parte aérea 8,1
PNO9 Plantago major Governador Valadares 143 - Univale Parte aérea 18,4
PN11 Cecropia glaziovii Espirito Santo 7547 — VIES - UFES Folhas 21,4
PN12 Solanum cordifolium Espirito Santo 12357-1 VIES - UFES galhos 20,8
PN13 Solanum torvum Espirito Santo 12687-0 VIES - UFES galhos 21,4
PN17 Rhizophora mangle Espirito Santo 11587-0 VIES - UFES folhas 54,3
PN18 Chamomilla recutita * * sumidades 15,2
floridas
PN20 Melissa officinalis * * folhas 12,9

* Amostra gentilmente cedida pela empresa Centroflora Extragdes Ltda (Botucatu)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 12 extratos, dos quais
foi possivel identificar trés com alto potencial de
controle do patégeno estudado, a saber: PNO3 com
capacidade de inibir 78% do crescimento micelial
do patoégeno; as amostras PN0O8 e PN18 que
apresentaram capacidade de redugdo em torno de
60% (Tabela 2). Os extratos PN02, PNQO9, PN11 e
PN17 nao foram capazes de inibir o crescimento do
fungo, nao diferindo estatisticamente da testemunha
ao nivel de 5% pelo teste de Tukey. Os demais
estratos apresentaram valores intermediarios com
capacidade de inibicdo do crescimento do fungo
variando de 23 a 59,1% (Tabela 2). A capacidade
de inibir o crescimento a partir de 78% ¢é altamente
desejavel, porém deve-se considerar que estes
testes sao preliminares.

Na Figura 1 é possivel observar o
crescimento radial das col6nias do fungo em fungao
da concentragdo do extrato etandlico das plantas
PN18 e PNO3.

O extrato da PN18 apresentou resposta a
redugao da dose, porém néo foi obtida a inibi¢gdo de
100% do crescimento micelial na maior concentragao
(1000 ppm), atingindo-se a reducao de 48% nesta
concentragdo. O extrato PNO3 apresentou forte
efeito no crescimento do fungo testado, mantendo
uma reducao no crescimento do fungo em torno
de 70%, mesmo na concentragao de 1 ppm. Este
poder de inibigdo é interessante, contudo néo foi
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observada resposta a dose do produto. A partir
destes dados podemos inferir que a espécie . alba
apresenta boa perspectiva no controle do patégeno
estudado.

Os extratos apresentaram baixa toxicidade
utilizando A. salina como modelo (Tabela 3), onde
verifica-se que oito extratos ndo apresentaram
atividade citotoxica frente a A. salina, apresentando
DL,, > 1000 ppm, o que sugere a seguranga de
utilizacéo destas espécies.

Os resultados observados durante os
testes da triagem farmacognoéstica permitiram a
identificagéo dos tipos de substancias presentes nos
extratos, seja por precipitagao ou coloragao (Tabela
4). Aespécie mais ativa detectada neste trabalho foi
I. alba [Syn. I. bona-nox (L.), Calonyction aculeatum
(L.) House], pertencente a familia Convolvulaceae. E
uma especie considerada daninha e frequentemente
encontrada em lavouras. E também explorada como
planta ornamental (Ellis 1999; Oliva et al. 2002;
Fischer et al. 2007). Na culinaria, o calice é utilizado
no preparo de sopas (Jacobs 2002; Pott et al. 2004;
Arinathan et al. 2007; Joshi et al. 2007).

O uso dessa espécie é relatado na
etnomedicina mundial. Por exemplo, no Panama,
€ utilizada para “expulsar a placenta de vacas”
(Gupta 2004); no México, no tratamento da asma
(Haiat e Bucay 2009), no Havai, como cicatrizante
(Krauss 2001). No Brasil, ha relatos de que as
sementes e folhas eram usadas pelos escravos

Tabela 2. Reducgao de crescimento micelial do fungo C. musae em placas de Petri, submetidos a concentragéo

de 2000 ppm de diferentes extratos etandlicos de plantas.

Tratamento Diametro da col6nia (cm) Inibicdo de crescimento (%)
Testemunha 8,00 A 0
PN 11 (C. glaziovii) 7,66 A 43
PN 02 (A. tenella) 7,63 A 4.6
PN 09 (P. major) 7,63A 4,6
PN 17 (R. mangle) 7,60 A 50
DMSO 7,50 AB 6,3
PN 20 (M. officinalis) 7,10 AB 1,3
PN 04 (A. blanchetti) 6,17 B 22,9
PN 12 (S. cordifolium) 4,46 CD 44,3
PN 01 (A.dentata) 436 D 455
PN 08 (L. alba) 327 E 59,1
PN 18 (C. recutita) 313 E 60,0
PN 03 (L. alba) 217 E 78,0
CV(%) 3,90
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HPN 18

Crescimento Radial (cm)

1000 100 10 1 0
Concentragao (ppm)

Figura 1. Crescimento radial das colénias do fungo Colletotrichum musae em fungcado da concentragdo dos
extratos das plantas Chamomilla recutita (PN 18) e Lippia alba (PN 03).

Tabela 3. Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina.

Tratamento Espécie DL,, (ppm)

PNO1 Alternanthera dentata 337,62

PNO2 Alternanthera tenella 325,90

PNO3 Ipomoea alba >1000

PNO4 Allamanda blanchetii >1000

PNO8 Lippia alba >1000

PNO9 Plantago major >1000

PN11 Cecropia glaziovii 517,38

PN12 Solanum cordifolium 608,80

PN13 Solanum torvum >1000

PN17 Rhizophora mangle >1000

PN18 Chamomilla recutita >1000

PN20 Melissa officinalis L >1000
africanos como sucedaneo do café e em rituais afro- indélicos (Mmutlane et al. 2005), bem como
brasileiros, a fim de propiciar o estado de abertura derivados do &cido lisérgico (Witters 1975) em suas
da mente, facilitando o transe, tendo provavelmente sementes podem justificar, ao menos em parte, o
propriedades alucindgenas. A presenca de alcaloides uso ritualistico como alucinégeno.

Rev Bras Plantas Med / Braz J Med Plants (2020) 22:193-199.




198

Tabela 4. Triagem Farmacognostica das espécies estudadas no controle in vitro do fungo Colletotrichum musae.

Heterosideos
Espécie Alcaloides Flavonoides Saponinas Triterpenos Esteroides Taninos Cumarinas Naftoquinonas
antracénicos

Alternanthera
dentata Presente  Presente Ausente Ausente  Ausente Presente Presente Ausente Ausente
Alternanthera
tenella Presente  Presente Presente  Ausente Presente Presente Presente Ausente Ausente
Ipomoea alba
Presente  Presente Presente  Ausente Presente Presente Presente Ausente Ausente
Alamanda
blanchetti Ausente  Presente Ausente Ausente  Ausente Presente Presente Ausente Ausente
Lippia alba
Presente  Presente Ausente Ausente Presente Presente Presente Ausente Ausente

Plantago
majo Presente  Presente Ausente  Presente Ausente Presente Presente Ausente Ausente
Solanum
cordifolium Presente  Presente Presente  Presente Ausente Presente Presente Ausente Ausente
Cecropia
glaziovii Presente  Presente Ausente  Presente Ausente Presente Presente Ausente Ausente
Solanum
cordifolium Presente  Presente Presente  Presente Ausente Presente Presente Ausente Ausente
Solanum
torvum Presente  Presente Presente  Ausente Presente Presente Presente Ausente Ausente
Rhizophora
mangle Ausente  Presente Ausente  Ausente Presente Presente Presente  Presente Ausente
Chamomilla
recutita Presente  Presente Presente  Ausente Presente Presente Ausente Ausente Ausente
Melisssa
officinalis Presente  Presente Ausente Ausente  Ausente Presente Presente Ausente Ausente
CONCLUSAO Os resultados indicam a possibilidade

O extrato de planta com maior potencial no de dar continuidade as pesquisas, avangando
controle da doenca estudada foi obtido da /. alba. para testes in vivo e para o desenvolvimento de

Os extratos A. dentata, A. tenella, C. formulagdes para veicular o produto em condicdes
glaziovii e S. cordifolium apresentaram atividade reais de mercado.

citotdxica frente a Artemia salina. A analise do perfil
cromatografico, das espécies avaliadas mostrou
predominancia de polifenodis, principalmente
flavonoides.
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