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Resumo

Diversos estudos sdo desenvolvidos com o objetivo de buscar novas tecnologias, como a utilizagéo
de plantas alimenticias nao convencionais no controle de fitopatdgenos. O objetivo desta pesquisa foi
avaliar o efeito de extratos vegetais de Luffa cilyndrica, Xanthosoma sagittifolium e Momordica
charantia, em diferentes concentragbes, sobre o crescimento micelial do fungo Fusarium sp. O
procedimento foi realizado a partir dos extratos obtidos da maceragédo de folhas secas e moidas,
incorporados ao meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA), nas concentragdes de 0, 5, 15, 25 e
50%. Subsequentemente, discos de papel-filtro contendo micélio de Fusarium sp. foram aplicados
sobre o agar e mantidos em estufa a 25 °C. Apdés 48 horas de incubacgdo, as avaliagbes foram
realizadas em intervalos de 24 horas, permanecendo por sete dias, ou até o momento em que o
micélio de Fusarium sp. da placa controle (0%) alcangou os bordos da placa de Petri. O extrato de
Xanthosoma sagittifolium a 50% e todas as concentragbdes do extrato de Momordica charantia, com
excegao da 5%, tiveram acgado inibitéria ao crescimento micelial de Fusarium sp., podendo ser

consideradas alternativas diferenciadas e promissoras no controle do fitopatégeno.

Palavras-chave: PANCs. Fitopatégenos. Bucha. Taioba. Melado-de-sdo-caetano.

Abstract

Antifungal activity of extracts of Luffa cilyndrica, Xanthosoma
sagittifolium and Momordica charantia against Fusarium sp.

Several studies have been developed aiming the discovery of new technologies, such as the use of

unconventional food plants in the control of phytopathogens, The objective of this work was to
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evaluate the effect of plant extracts of Luffa cilyndrica, Xanthosoma sagittifolium and Momordica
charantia, at different concentrations, on the mycelial growth of Fusarium sp. Dried and ground leaves
were macerated and then supplemented into Potato Dextrose Agar (PDA) at 0, 5, 15, 25 and 50%
concentrations. Later, filter paper disks containing mycelium of Fusarium sp. were applied on the agar
and incubated at 25 °C. After 48 hours of incubation, evaluations were performed every 24 hours, for
seven days, or until the mycelium of Fusarium sp. in the control sample (0%) reached the edges of the
Petri dish. The extracts of Xanthosoma sagittifolium at 50% and all concentrations of Momordica
charantia, except for the 5%, had an inhibitory activity against Fusarium sp., and therefore those could

be considered promising alternatives in controlling phytopathogens.
Keywords: UFPs. Phytopathogens. Sponge gourd. Tannia. Bitter gourd.

Introducao

Fungos do género Fusarium sao responsdveis por diversas injurias causadas em diferentes
culturas, tornando-se um dos géneros fungicos mais estudados, pois afeta de forma negativa a
economia, além de possuir ampla distribuicdo geografica (O'DONNEL et al., 2013). Algumas espécies
desse género sobrevivem em remanescentes culturais, por apresentar estruturas de resisténcia
chamadas clamiddsporos, resultantes de transformacgdes de hifas, o que dificulta seu controle em
diversas areas. A infeccdo do patdgeno inicia-se pelas raizes, através ou ndo de ferimentos. A
colonizagdo comega no sistema vascular, o que facilita a sua distribuicdo e reprodugao por toda a
planta, com crescimento de micélio e produgido de conidios (AMORIM et al., 2011; DEAN et al.,
2012).

O principal método de controle para esse fitopatégeno € o controle quimico. Contudo, o uso
de compostos quimicos, a longo prazo, causa efeitos negativos aos seres humanos e demais
animais, bem como para os ecossistemas. Ainda, o uso continuo do controle quimico como unico
método de controle pode resultar no aumento de populagées de fitopatdgenos resistentes ao uso de
fungicidas. Nesse contexto, é imperativo que novas abordagens para o controle de fitopatdégenos
sejam desenvolvidas. Assim, um potencial método alternativo de controle de fitopatdgenos, que
apresenta custos e impactos ambientais reduzidos, € o uso de extratos brutos ou dleos essenciais
extraidos a partir de diferentes espécies de plantas (CHAGAS et al., 2016; PINOTTI; SANTOS, 2013).
Destaca-se o fato que o Brasil possui grande diversidade de vegetagao, cujo potencial biotecnolégico
ainda é pouco explorado, apresentando uma caréncia de resultados acerca das potencialidades de
uso dessas riquezas.

Nesse contexto, salienta-se que uma ampla variedade de espécies de plantas apresenta
diversos principios ativos antifungicos em seus extratos com potencial aplicacao tecnoldgica. Essas
propriedades sao relacionadas com uma série de fatores inerentes as plantas, principalmente partes
vegetativas utilizadas, estadio fenologico e idade. A sua potencialidade depende da espécie

envolvida, o tipo de patologia a ser controlada e das tecnologias utilizadas para extracdo e

Rev. Elet. Cient. UERGS, v.4, n5, p. 734-742, 2018.



Jeislane C. S. K. de Brito et al. Atividade antifungica dos extratos de Luffa cilyndrica, Xanthosoma sagittifolium 736

manipulagdo do extrato. A aplicagdo de extratos vegetais com agbes antifungicas podera se
estabelecer como uma alternativa agricola viavel, podendo complementar os métodos tradicionais de
controle de fitopatdgenos, além de ser uma forma ecoldgica, com reduzidos impactos para o
ambiente (CHAGAS et al., 2016; VENTUROSO et al., 2011).

Entre as plantas que apresentam principios ativos antifingicos com potencial aplicagdo
biotecnolégica, destaca-se o grupo das plantas alimenticias ndo convencionais (PANCs), que séo
aquelas as quais ainda nao existem estudos completos por parte da comunidade cientifica; que nao
sdo consumidas por um todo, além de nao serem facilmente encontradas no comércio (BRASIL,
2010). Muitas delas sao conhecidas devido ao uso medicinal e ndo alimenticio (FLECK et al., 2015).
Segundo Kinupp e Lorenzi (2014) existem cerca de 5.000 espécies de PANCs no Brasil e que além
da sua importancia na culinaria e medicina, também s&do usadas em pesquisas para formulagéo de
novos produtos. Apesar de diversos relatos destacarem a atividade antifungica de extratos de plantas
para diferentes espécies de fitopatogenos (CHAGAS et al, 2016; PINOTTI; SANTOS, 2013;
VENTUROSO et al.,, 2011), ainda existe uma ampla variedade de espécies de plantas onde esse
potencial biotecnoldgico foi pouco explorado para o controle de Fusarium sp.

Dentre as PANCs com potencial antifungico, e que apresentam poucos estudos relacionados
a esse potencial no controle de Fusarium sp., destacam-se as espécies melao-de-sao-caetano
(Momordica charantia L.), bucha (Luffa cylindrica L.) e taioba (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott). A
atividade antifungica de extratos de M. charantia e de L. cylindrica ja foi relatada para o controle do
desenvolvimento micelial de Fusarium solani L. (AHMAD e KHAN, 2011), enquanto o extrato de M.
charantia foi promissor contra Colletotrichum musae (Berk. & Curtis) Arx. (CELOTO et al., 2011),
Fusariumsolani L. (WANG et al., 2016) e Fusarium oxysporum Schlitdl. (GUPTA et al., 2016). Ja Luffa
acutangula L. inibiu o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
(CELOTO et al., 2008). Para a espécie X. sagittifolium nao foi observado na literatura cientifica
consultada estudos que avaliassem o potencial antifingico dessa espécie.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do extrato aquoso, em diferentes concentragbes, de
bucha vegetal, taioba e melao-de-sao-caetano no crescimento micelial de Fusarium sp.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia, da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), Campus de Laranjeiras do Sul-PR. As partes aéreas das plantas bucha vegetal
(L. cylindrica), taioba (X.sagittifolium) e meldo-de-sdo-caetano (M.charantia) foram coletadas na
cidade de Laranjeiras do Sul, nas coordenadas 25° 24’ 28” S 52° 24’ 58” W, e cadastradas no SisGen
(numero do cadastro AE26D84). O fungo Fusarium sp. (SisGen A87D2DB, UFFS-LS/21), utilizado no
experimento, foi coletado e isolado também em Laranjeiras do Sul, e encontra-se preservado na
micoteca do Laboratério de Fitopatologia da UFFS, Campus Laranjeiras do Sul.

As plantas foram coletadas na parte da manha com o auxilio de uma tesoura e, em seguida,

realizada a retirada de talos, flores e folhas danificadas por insetos ou doengas. Posteriormente
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procedeu-se a lavagem das folhas em agua corrente, seguida de desinfestagdo com solucdo de
hipoclorito de sodio a 10% por 20 minutos. Em sequéncia, o material foi lavado trés vezes com agua
destilada para retirar o excesso da solugédo de hipoclorito. Subsequentemente, as partes aéreas das
plantas foram colocadas sobre uma mesa forrada com papel absorvente, por 24 horas, para remover
excesso de umidade.

Posteriormente, o material foi acondicionado em sacos de papel e colocado em estufa, com
circulacéo for¢cada de ar, por 72 horas, a 40 °C. Apds a secagem total o material foi moido em moinho
de facas, armazenado em recipiente de vidro e mantido em condi¢des laboratoriais até o momento do
preparo dos extratos. A extragdo foi realizada a partir de maceracdo de 20 g de material vegetal
preparado e 80 mL de agua (20:80). O extrato aquoso foi obtido com a adigdo de agua destilada
fervente ao material seco, com posterior repouso de duas horas. Apds este periodo, procedeu-se a
filtragem em funil, contendo uma pequena por¢do de algoddo como elemento filirante. O filtrado
obtido foi entdo acondicionado em recipiente de vidro, embrulhado com papel aluminio para evitar a
entrada de luz, e mantido em refrigerador a 4 °C, até o momento da utilizaco.

Para a obtengdo do micélio fungico utilizado nos experimentos de inibicdo de crescimento
micelial, Fusarium sp. foi cultivado em placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose (BDA) e
mantido em estufa a 25 °C, por seis dias. No dia zero (0), ou seja, no primeiro dia do cultivo, foram
aplicados discos estéreis de papelfiltro sobre a placa de BDA, em uma distancia de
aproximadamente 1 cm de onde o fungo foi cultivado, para que o crescimento micelial ocorresse
sobre estes discos. Ao final dos seis dias propostos, os discos foram entdo removidos e utilizados nas
placas controle e nas placas acrescidas de extrato.

Para os ensaios de inibicao do crescimento micelial de Fusarium sp., ao meio de cultivo BDA
foram acrescidos extratos das PANCs nas concentragbes 0, 5, 15, 25 e 50% e, posteriormente, a
mistura foi esterilizada a 120 °C, por 20 minutos. Apds o preparo das placas de Petri, estas passaram
por controle de esterilidade (24 horas em estufa a 35 °C), para garantir a auséncia de microrganismos
contaminantes. Os tratamentos controles foram representados pelo cultivo dos discos contendo
micélio fungico em BDA.

Posteriormente, os discos de Fusarium sp.foram transferidos para as placas de Petri
contendo BDA adicionado das diferentes concentragbes dos trés extratos, individualmente, e
incubados em estufa a 25 °C. As avaliagbes iniciaram-se apos 48 horas de incubacgdo, com
repeticbes a cada 24 horas, permanecendo por sete dias, ou até que o micélio de Fusarium sp. da
placa controle atingisse o bordo da placa de Petri. O parametro analisado foi estabelecido na
determinacdo da meédia do diametro diario da colénia, em duas posi¢des perpendiculares entre si, de
acordo com a metodologia proposta por Celoto (2005).

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado, constituido do
isolado de Fusarium sp., de 13 tratamentos, extrato de trés plantas (bucha vegetal, taioba e melao-
de-sdo-caetano), quatro concentragdes (5, 15, 20 e 50%, em relagdo ao volume), dos controles (BDA

puro — 0%) e em quatro repetigdes.
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Os resultados foram submetidos a analise de variancia e em caso de significancia as médias

foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, e analise de regresséo.

Resultados e Discussao

Os extratos de bucha vegetal demonstraram, em todas as avaliagbes, nao possuir atividade
antifungica sobre o patégeno, pois na maior parte do experimento, o crescimento micelial do fungo

em presenca da bucha foi maior do que na placa contendo apenas BDA (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito de diferentes concentragdes do extrato de bucha vegetal (Luffa cylindrica) no crescimento
micelial de Fusarium sp., medido em milimetros, em cinco dias de avaliagdes.

Dia 1* Dia 2* Dia 3* Dia 4* Dia 5*

Controle 32,25+0,96° 46,00+0,82° 59,00+0,82° 70,75+0,96° 90,00+0,00?

Bucha 5% 32,75+2,22° 48,13+1,18° 63,38+0,63° 74,88+0,48° 90,00+0,00°

Bucha 15% 33,13+1,25° 46,25+0,65° 62,13£0,75% 70,750,87° 90,00+0,00°

Bucha 25% 31,13+1,11° 48,13+2,43° 59,88+1,44% 73,38+2,02° 90,00+0,00°

Bucha 50% 33,38+0,25° 49,13+2,10° 63,63+3,50° 74,00£0,58° 90,00+0,00°

CV** (%) 4,05 3,36 2,90 1,54 0

*Valores que apresentam a mesma letra, em uma coluna, ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. ** CV: coeficiente de variagéo.

Fusarium sp. é considerado cosmopolita em sua ocorréncia, sendo descrito como importante
causador de diversas patologias em plantas, incluindo a bucha. Silva et al. (2012) descreveram
ocorréncia relevante deste fitopatdgeno em bucha comestivel, 0 que pode explicar os resultados
negativos com o uso de extrato aquoso de bucha vegetal na inibicdo do crescimento micelial de
Fusarium sp. observados neste estudo. Ao contrario, pesquisas realizadas no Paquistao revelaram
atividade antifungica significativa de Luffa sp. contra Fusarium sp. (AHMAD; KHAN, 2013).

Nos experimentos de inibicdo de crescimento micelial de Fusarium sp. utilizando extrato
aquoso de taioba, apenas a concentragao 50% revelou atividade antifungica em todos os dias de
incubacgédo, ja com maior efeito inibitério a partir o segundo dia de avaliagbes em comparagdo com a

placa controle (Figura 1).
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-5~ Controle | Y= 17,53 + 14,03*X | R = 0,99 |

-f=}- Taioba 5 % | Y= 19,61 + 14,16*X | R2 = 0,99 |
A~ Taioba 15% | Y= 22,06 + 13,22*X | R? = 0,98]
-/-- Taioba 25% | Y= 17,19 + 14,24*X | R? = 0,99
-3 Taioba 50% | Y= 21,36 + 10,79*X | R = 0,99|

Figura 1 - Crescimento micelial de Fusarium sp. sob a agéo de taioba (X. sagittifolium), medido em milimetros,
em cinco dias de avaliages.

Os resultados desta pesquisa poderiam trazer uma opgao barata e sustentavel de controle de
Fusarium sp., no entanto, a elevada concentragdo de extrato de taioba (50%) necessario para a
inibicdo de apenas 17% de crescimento micelial do fungo avaliado (Figura 1) pode ser fundamentada
no fato de que diferentes espécies de Fusarium séo patogénicas para Xanthosoma sp., ocasionando
a doenca da podriddo radicular. Esta enfermidade é considerada importante, principalmente nos
paises com habito de consumo desta PANC, como Nigéria e Indonésia (AGU et al., 2014; WIDODO;
SUPRAMA, 2011).

O extrato aquoso de melao-de-sdo-caetano, nas concentragbes 15, 25 e 50%, foi efetivo. A
inibicdo do crescimento micelial de Fusarium sp. foi observada desde o primeiro até o quinto dia,
sendo estatisticamente diferente da placa controle. No segundo dia de incubagédo foi verificada a
superioridade desses extratos, onde a inibicdo do crescimento micelial variou de 39 a 48%
proporcionalmente a placa controle (100%) (Figura 2). Observando-se a figura 2 também pode-se
notar que o extrato aquoso de melao-de-sdo-caetano a 15% causou redugdo mais expressiva de
crescimento micelial do fungo, podendo ser considerada a menor concentragao inibitoria (47,77%) “in

vitro” promissora para uso com antifungico.
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—5— Controle | Y= 17,61 + 14,01*X | R2= 0,99 |

-7~ Meldo 5% | Y= 19,20 + 13,77*X | R = 0,99 |
~/- Meldo 15% | Y= 23,08 + 4,974*X | R? = 0,99
-~ Meldo 25% | Y= 9,913 + 9,513*X | R? = 0,98
-G Meldo 50% | Y= 9,001 + 9,775*X | R? = 0,98|

Figura 2 - Crescimento micelial de Fusarium sp. sob a agdo de meldo-de-sdo-caetano (M. charantia), medido em
milimetros, em cinco dias de avaliagoes.

Em consonancia com esta pesquisa, diferentes trabalhos revelaram efetividade de
Momordica charantia no biocontrole de fitopatégenos como Fusarium sp. (AHMAD; KHAN, 2013;
GUPTA et al., 2016; ZHU et al., 2018; WANG et al.,, 2016). Além do mais, esta PANC também
apresenta atividade inibitéria sobre outros fitopatdgenos como descrito por Celoto et al. (2008), que
utilizando extratos de meldo-de-sdo-caetano em uma concentracdo de 20%, sobre o fungo
Colletotrichum gloeosporioides, observaram que houve a inibicdo de mais de 90% do micélio do
patégeno. Em pesquisa subsequente, Celoto et al. (2011) utilizaram extrato aquoso de meldo-de-sao-
caetano no controle de Colletotrichum musae e descreveram que o extrato a 50% proporcionou 71%
de inibigdo de crescimento micelial do fitopatdogeno utilizado. Os estudos desenvolvidos ao longo dos
anos demonstram que o extrato de meldo-de-séo-caetano é potencialmente viavel no controle de
diferentes fitopatégenos.

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs — “ribosome inactivating proteins”), como
lufacilina, isolada de L. cylindrica, e alfa ou beta-momorcarina, de M. charantia, foram descritas com
alta atividade antifungica contra Fusarium sp. (ZHU et al., 2018), o que aponta para a necessidade
de extragao e isolamento das substancias descritas acima e realizagdo de ensaios “in vitro”. Ademais,
na literatura consultada nao foi possivel encontrar relatos de substancias responsaveis pela atividade
antifangica de X. sagittifolium.

Fungicidas e extratos de plantas utilizados contra fungos fitopatogénicos tém sido

comparados em seu modo de acdo por décadas. Comprovadamente, os produtos naturais
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representam alternativas sustentaveis ao uso de produtos sintéticos (WANG et al., 2016). De acordo
com Celoto et al. (2008), as plantas com efeito inibidor ao desenvolvimento de fitopatdgenos
poderiam ser diretamente empregadas pelos produtores rurais, tanto através de cultivo consorciado,
quanto com o uso de solugdo aquosa, bem como, a partir das RIPs identificadas, novos produtos
poderiam ser sintetizados pela industria de produtos naturais.

Assim exposto, ha a necessidade de estudos de varredura para a determinagdao de
substancias com potencial antifungico a partir de taioba e posterior empregabilidade das substancias
isoladas de bucha, meldo-de-sdo-caetano e taioba em estudos clinicos para o controle de fungos
fitopatogénicos.

Conclusao

As concentragdes 15, 25 e 50% de extrato de meldo-de-sédo-caetano e de taioba a 50%
podem ser consideradas alternativas diferenciadas e promissoras no biocontrole de Fusarium sp1.
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