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RESUMO

MACHADO, lzabely Silva. Extratos vegetais de fruteiras nativas no controle de
Sclerotinia sclerotiorum. 2021. 34p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado

em Agronomia) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2021.

Com a crescente busca por formas de controle de fitopatégenos a utilizagao de
extratos vegetais vem ganhando mais espago, em especial utilizando fruteiras nativas,
por estas apresentarem propriedade antifungico. Diante disto, o objetivo deste
trabalho foi identificar o potencial antifungico dos extratos de aragazeiro amarelo,
aracazeiro vermelho e jabuticabeira hibrida contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum. O
experimento foi realizado no laboratério de Fitopatologia da Universidade Tecnolégica
Federal do Parana — UTFPR, campus Dois Vizinhos. Os extratos foram obtidos
utilizando solventes agua e etanol 70%. Para avaliar se os extratos possuem atividade
antimicrobiana foram utilizados os métodos de Concentracdo Minima Inibitéria e Spot-
test. Com este trabalho, foi possivel identificar que o extrato etandlico de Aracga
amarelo apresentou a melhor atividade antifungica sobre o fungo, também observou-
se que os extratos etandlicos apresentaram agao fungicida em menores
concentragdes quando comparados ao extratos aquosos, o que nos mostra que a
forma de extracao interfere na acdo dos extratos. Conclui-se, portanto, que séao
necessarios mais estudos sobre o controle dos extratos sobre fungos, ja que na

literatura diversos autores relatam a atividade antibacteriana destes extratos.

Palavras-chave: Fitopatologia, Myrtaceas, mofo branco.



ABSTRACT

MACHADO, Izabely Silva. Plant extracts of native fruit trees in the control of Sclerotinia
sclerotiorum. 2021. 34p. Completion of Course Work (Agronomy Course) Parana's

Federal Technological University. Dois Vizinhos, 2019.

With the growing search for ways to control phytopathogens, the use of plant extracts
has been gaining more space, especially using native fruit trees, as they have
antifungal properties. In view of this, the objective of this work was to identify the
antifungal potential of extracts of aragazeiro amarelo, aragazeiro vermelho and
jaboticaba hibrida against the fungus Sclerotinia sclerotiorum. The experiment was
carried out in the Phytopathology laboratory of the Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana - UTFPR, campus Dois Vizinhos. The extracts were obtained using water
and 70% ethanol solvents. To assess whether the extracts have antimicrobial activity,
the Minimum Inhibitory Concentration and Spot-test methods were used. With this
work, it was possible to identify that the ethanol extract of Araca Amarelo showed the
best antifungal activity on the fungus, it was also observed that the ethanol extracts
showed fungicidal action in lower concentrations when compared to aqueous extracts,
which shows us that the form of extraction interferes with the action of the extracts. It
is concluded, therefore, that more studies are needed on the control of extracts on
fungi, since in the literature several authors report the antibacterial activity of these

extracts.

Keyword: plant pathology, Myrtaceas, white mold.
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1. INTRODUGCAO

O Brasil € um pais que possui grande biodiversidade de espécies florestais,
que abrangem desde madeireiras até frutiferas. Dentre as espécies de frutiferas
nativas a familia Myrtaceae apresenta grande destaque, com diversas espécies para
a utilizacdo em projetos de reflorestamento, pomares, arborizagdo e ornamentagéo.
Esta familia pode ser encontrada em toda a América Latina, com maior concentragao
na Mata Atlantica (LORENZI, 1949).

A familia Myrtaceae possui cerca de 133 géneros e aproximadamente 3.800
espécies, as quais estao distribuidas principalmente na regido tropical e subtropical
do mundo (WILSON et al., 2001). Dentre estas estdo presentes, os géneros Psidium,
Plinia e Eugenia, aos quais pertencem o aragazeiro, jabuticabeira e uvaieira,
respectivamente. Estes géneros apresentam frutos muito apreciados pela populagao,
sendo consumidos in natura ou processados (LORENZI, et al., 2006). Além disso, vem
aumentando o interesse de tais plantas pelas industrias alimenticias, de cosméticos e
farmacos.

Estudos elencam maiores utilidades para as fruteiras nativas, buscando
aumentar a sua valorizacdo e importadncia econbmica, além da utilizagdo para
alimentagdo humana, estas espécies podem ser utilizadas na construcao civil, pela
resisténcia de sua madeira (LORENZI, et al., 1949), na industria farmacoldgica, de
cosméticos pelos seus compostos fendlicos e pelas suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (BITTENCOURT, 2018). Os compostos fendlicos que
se encontram em maior quantidade nas folhas de Plinia sp. e Psidium cattleianum
Sabine sdo a catequina, o acido ferulico, o acido galico e a epicatequina galato
(Fabiane, 2019). Medina (2016), constatou em suas pesquisas a eficiéncia de 6leos
essenciais de Araga no controle de doengas fitopatogénicas.

Com o crescente aumento da procura por uma vida mais saudavel por parte da
populagao, pesquisadores tém desenvolvido novas formas de controle de pragas em
plantas, afim de minimizar o uso de produtos quimicos. Atrelado a isto encontra-se o
uso de plantas na forma de extratos brutos e Oleos esséncias para controle de
doencas e pragas (ARAUJO, 2014).

Silva et al. (2008) ao utilizarem O6leo essencial oriundo de goiaba vermelha
(Pisidium guajava), concluiram que existe potencial para inibir o fungo Colletotrichum

gloeosporioides que causa danos na cultura do maracujazeiro, chegando a obter
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100% de inibicdo na germinacéo do fungo. Além disso, o uso excessivo de fungicidas
para o controle de doencgas na produgao agricola acarreta em um aumento de selegao
de individuos resistentes, o que diminui a eficiéncia de principios ativos.

A incidéncia de doencas nas culturas € uma das principais preocupacdes dos
agricultores, dentre elas o mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) € uma das doengas
que possui um grande numero de hospedeiros, atacando diversas culturas com
importancia econdmica como, a soja, o feijao e o algodao (DEMANT, C. A. R., 2010).
Ocasionando assim um grande impacto na produgdo destas comodities, sendo
necessario, portanto, a busca por formas alternativas e eficientes de controle deste
fungo. GARCIA et al.,, 2012 estudou os efeitos que os extratos brutos e 6leos
esséncias de diferentes espécies causam no fungo Sclerotinia sclerotiorum.

Afim de buscar uma alternativa para o seu controle, o objetivo deste trabalho é
testar o uso de extratos vegetais que podem ser estudados quanto ao seu efeito
fungicidas ou fungistatico para o controle de doengas, pois apresentam metabolitos

secundarios que tem por fung¢ao a protegédo das plantas contra pragas e doengas.



2. JUSTIFICATIVA

Com o uso crescente de fungicidas para a produgao agricola brasileira &
necessario a busca por controle alternativo de doengas. Sabendo-se que o pais € um
dos maiores consumidores de defensivos agricolas atualmente, sdo necessarios
maiores estudos que buscam por um controle alternativo, de facil acesso e alta
eficiéncia, visando diminuir custos ao produtor, problemas de contaminagdo ao meio
ambiente e de pessoas.

Ao utilizar fruteiras nativas buscou-se a valorizagao da flora brasileira, ja que
esta apresenta importancia econémica ao pais, com diferentes modos de exploracgao,
podendo ser citada a obtengdo de madeiras, frutos ou extratos brutos e Oleos
essenciais, que podem ser utilizados na industria cosmética ou de farmacos, além da
exploragédo da sua agao antimicrobiana, que pode ser usada na agricultura organica
ou na formulagédo de novos defensivos agricolas.

O foco deste trabalho foi o estudo de extratos brutos de fruteiras nativas
(aragazeiro e jabuticabeira hibrida) no controle do fungo Sclerotinia sclerotiorum, afim
de controlar o fungo que causa doengas em diversos hospedeiros que possuem

importancia econdmica, podendo ser citada a soja um importante comodities do pais.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Identificar o potencial antifungico dos extratos de aragazeiro amarelo,

aracazeiro vermelho e jabuticabeira hibrida contra o fungo Sclerotinia sclerotiorum.
3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e o efeito fungicida ou fungistatico
dos extratos sobre Sclerotinia sclerotiorum.

b) ldentificar o extrato vegetal mais eficiente no controle de Sclerotinia sclerotiorum.



4, REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 FRUTEIRAS NATIVAS
4.1.1 Psidium cattleyanum Sabine

O aragazeiro (Psidium cattleyanum Sabine) esta presente em toda a regiao de
costa Atlantica do Brasil, com exemplares desde a Bahia até o Rio Grande do Sul,
sendo registrado também no Uruguai, Paraguai e Argentina. Essa frutifera é cultivada
com frequéncia em pomares domeésticos da regido Sul do Brasil (LORENZI et al,
2006). Possui porte variando de arbusto até arvore com altura de 1 a 9 m e tronco e
ramos com casca lisa e descamante de coloragao parda. As folhas sédo coriaceas,
glabras, brilhantes e aromaticas, com comprimento de 5-9 cm. As flores possuem
coloragéo branca, florescendo de setembro a dezembro. Os frutos s&o do tipo baga
globosa, glabra, coroadas pelo calice (LORENZI, H., 1949), com coloragdo amarela e
vermelha, com polpa suculenta doce-acido, muito apreciados pelas comunidades
locais. A maturagéo ocorre nos meses de janeiro a margo (LORENZI et al, 2006).

A planta pode ser usada em fundos de quintal, pomares e até em projetos de
reflorestamento. A madeira oriunda do aragazeiro pode ser empregada na confec¢ao
de pecas que exijam resisténcia, pois € muito pesada com densidade de 1,12 g/cm?,
compacta, resistente e de longa duragao em locais secos (LORENZI, 1949).

O araga é consumido principalmente in natura, com alta quantidade de vitamina
C, chegando a possuir trés vezes mais que em frutos citricos como a laranja. O araga
pode ser utilizados no preparo de doces, sorvetes, geleias e licores (BEZERRA et al.,
2016).

As folhas do aracazeiro podem ser utilizadas para a extragdo de Oleos
essenciais e extratos brutos, pois apresentam ag¢ao antioxidante e antimicrobiana
sobre fungos e bactérias (BITTENCOURT, 2018; GARCIA, 2013; MEDINA, 2011). A
acao antioxidante destes frutos esta relacionada com sua composicao fendlica, sendo
identificados 54 diferentes acidos fendlicos em sua composi¢do (MALLMANN, 2019;
GHINI e KIMATI, 2002).

O araga apresenta capacidade antioxidante e antimicrobiana (FABIANE, 2019;
MELO, 2019; SCUR, 2016). Fabiane (2019) utilizou extratos de araga vermelho e
amarelo para a deteccao do seu potencial antioxidante e antimicrobiano, relatando
que estes potenciais sdo possiveis pelo fato das folhas de araca serem ricas em

compostos fenaolicos. Scur (2016) também comparou a atividade antimicrobiana de P.
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cattleianum, utilizando extratos aquosos e etandlicos de em bactérias Gram (+) e
Gram (-). Ambos estudos avaliaram a atuagao dos extratos sobre as bactérias E. coli,

S. aureus, S. enterica e P. aeruginosa.

4.1.2 Plinia sp

A Plinia sp., ou como € popularmente conhecida jabuticabeira, ou jabuticabeira-
paulista, trata-se de uma frutifera nativa pertencente a familia Myrtaceae. Esta
disseminada por todo o Brasil, muito cultivada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste.
Também pode ocorrer na regiao central, no cerrado, Mato Grosso do Sul e Mata
Atlantica (LORENZI et al, 2006). Possui porte arbéreo que pode chegar até 15 m de
altura, com tronco e ramos de casca lisa, de cor pardo-clara, com folhas glabras, flores

aglomeradas sobre o caule, o florescimento ocorre na primavera e no verao.

Os frutos possuem forma globosa com polpa suculenta, que pode ser
consumida in natura (LORENZI et al, 2006) por apresentar sabor adocicado,
adstringente e levemente acido, ou na forma de sucos, licores, vinhos, geleias,
sorvetes e farinhas (CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011; MACEDO et al., 2020).

A jabuticaba é um fruto muito apreciado, principalmente pelo seu sabor
adocicado e por sua polpa suculenta, apresentando propriedades nutricionais, é fonte
de ferro, fésforo, vitamina C e niacina e a sua casca possui compostos fendlicos que
conferem a ela alta capacidade antioxidantes (VOLPATO, 2015; SALOMAO et al,
2018). A jabuticaba € descrita como uma superfruta pelas suas propriedades
nutricionais e por apresentar alta quantidade compostos fendlicos, como antocianinas,

taninos, acidos fendlicos e flavonoides (WU, et al. 2013).

Por possuir uma grande quantidade de compostos fendlicos € um fruto que
pode ser utilizado no tratamento de doencas cronicas como, o cancer, diabetes,
colesterol e problemas cardiovasculares, sendo um alimento com potenciais
funcionais (FIDELIS et al, 2021; WU, et al. 2013).

Fidelis et al. (2021), desenvolveram estudos utilizando extratos de sementes
liofilizadas (LJE) de jabuticaba incorporado em iogurte com o intuito de avaliar a

atividade antioxidante e efeito citotdxico, tendo como resultado o efeito citotdxico



contra células cancerosas, o qual é relacionado a atividade pro-oxidante da semente

de jabuticaba e pode ser explicado pelas suas propriedades antioxidantes.

A utilizagdo de extratos brutos e 6leos essenciais de jabuticaba revelam que
estes apresentam potencial antimicrobiano sobre determinados fungos, leveduras e
bactérias gram-positivas e gram-negativas (FABIANE, 2019; FIDELIS et al., 2020;
VENTUROSO et al., 2011). Venturoso et al, (2011) utilizou a casca de jabuticaba para
a determinagdo do seu potencial antifungico sobre diferentes espécies de fungo,
obtendo como resultado que a jabuticaba exerceu efeito de controle sobre o fungo

Colletotrichum sp.

4.2 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, agente etiologico do mofo-branco, trata-se de
um Ascomiceto, que sobrevive através de esclerddios. Sua dispersao ocorre através
de restos culturais, plantas infectadas, maquinarios e sementes. Por tratar-se de uma
forma de parasitismo necrotrofico, causa a morte das células infectadas, impedindo o
transporte de nutrientes e agua via xilema e floema, pois o local infectado s&o as
hastes (TRIGIANO, et al., 2010).

Trata-se de um fungo de solo com importancia mundial, que ataca diversas
culturas como soja, feijao, algodao e tomate. Por possuir uma natureza polifaga, com
mais de 400 hospedeiros a sua erradicacao se torna dificil, outro fator que contribui
para isto € a sobrevivéncia em restos culturais e a conservacgao de esclerédios viaveis
por longos periodos de tempo (DEMANT, 2010).

Os esclerddios atuam como forma de inoculagao inicial e podem germinar de
duas formas, formando micélios (germinag&o miceliogénica) e/ou formando apotécios
(germinacéo carpogénica). Quando sao formados apotécios estes liberam ascdsporos
que sao facilmente carregados pelo vento e podem fazer a infecgdo de flores de
plantas hospedeiras quando o ambiente é favoravel (ADAMS e AYERS, 1979;
CLARKSON et al., 2003). Condi¢gdes ambientais e culturais como temperatura entre
18-25 °C, molhamento foliar de 7 a 26 horas, monocultura ou rotacédo de cultura com
espécies susceptiveis e adensamento de plantas, podem ser favoraveis para a
ocorréncia da doenca (MICHEREFF; BARROS, 2001).



Por ser uma doenga que causa grandes problemas em cultivos comerciais,
buscam-se diferentes formas de controle para este fungo, utilizando 6leos essenciais
e extratos brutos de plantas, bactérias, fungos e micovirus, apresentam possivel agéo
antifungica sobre S. sclerotiorum (SILVA et al., 2020; GARCIA, et al., 2012; LI et al.,
2020; XIE e JIANG, 2021; ZHANG et al., 2021).

A utilizacao de cepas de Bacillus sp. identificadas como B. amyloliquefaciens,
B. Methyl nutricional e B. subtilis apresentam eficiéncia de inibicdo do fungo S.
sclerotiorum acima de 85%, sendo considerada uma alta taxa de inibicdo, os
resultados encontrados indicam que as cepas produzem substancias antimicrobianas
quando sao fermentadas (ZHANG et al., 2021).

Silva et al (2020) estudou o potencial de inibigdo e a interferéncia de cepas de
diferentes espécies de Trichoderma sobre S. sclerotiorum, tendo como resultado que
todas as cepas foram capazes de causar inibicdo de crescimento micelial, variando a
sua porcentagem em relagdo a cepa utilizada e que estas causam a redugado da
largura das hifas do patdgeno. A cepa que se mostrou mais promissora como agente

de biocontrole foi a T. azevedoi.

5. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), do campus Dois Vizinhos, no ano de 2019.
Foram utilizados extratos obtidos de folhas de Jabuticabeira, aracazeiro
amarelo e vermelho, que se encontram em cultivo na Unidade Viveiro de mudas e o
fungo utilizado foi oriundos da Micoteca do Laboratério de Fitopatologia, ambos da
respectiva instituicdo. Como solvente para os extratos foram utilizados etanol 70% e

agua destilada.

5.1 EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos foram preparados utilizando folhas maduras, coletadas
manualmente dos quatro quadrantes de cada fruteira, totalizando 1kg por espécie.
Apds a sua coleta, estas foram armazenadas em papel Kraft®, em seguida foram

secas em estufa de circulagéo forcada em temperatura de 37 °C (£1°C) por 24 horas.
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Na sequéncia, realizou-se a trituragao das folhas completamente secas com o
auxilio de moinho Tecnal TE-648, resultando em um material completamente
fragmentado e homogéneo, estes foram armazenados em sacos plasticos envoltos
por papel aluminio em congelador a -18°C.

Para a utilizagdo dos materiais foi realizada a corre¢gdo da massa secade 1 g,
utilizando um cadinho que foi levado a estufa a 105°C. Apds a corregao iniciou-se o
preparo dos extratos, onde foram pesado 2 g do material vegetal seco disposto em
tubos do tipo Falcon. Para a preparacdo do extrato com solvente etilico foram
adicionados 25 ml de etanol 70% ao material vegetal, em seguida estes tubos foram
colocados em imersdo em banho maria por 45 minutos e homogeneizados a cada 15
minutos. Ao término do tempo, os extratos foram filirados e reestabelecido o volume
novamente para 25 mL em baldo volumétrico com o solvente. Para os extratos com
solvente agua se repetiu 0 mesmo processo. Para os extratos com solvente etanol foi

realizada a rota-evaporagao em evaporador rotativo.

Figura 1. Pesagem das folhas moidas utilizadas na extragao

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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Figura 2. Preparagao dos Extratos

(A) Afericao da temperatura do banho-maria (B) Imersao em banho-maria

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Figura 3. Filtragem dos extratos.

(A) Extratos em solvente agua (B) extratos em solvente etanol 70%

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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Figura 4. Rota-evaporacéo dos extratos com solvente etanol 70%.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

5.2 ISOLAMENTO DO FUNGO

O fungo foi isolado com o auxilio alga de platina, onde retirou-se esclerédios e
micélios oriundos de placas de Petri® com colbnias puras da micoteca da
universidade. Estes foram repicados em placas de Petri® vertidas com meio de cultura
sintético do tipo B.D.A. (batata-dextrose-agar). Apés a repicagem, os fungos foram
armazenados em camara B.0O.D. a 25 °C = 1 °C com fotoperiodo de 12 horas, por 15

dias.

Figura 1. Col6nia do fungo Sclerotinia sclerotiorum.

Fonte: Autora, 2019.
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53 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Este teste foi realizado seguindo a norma da CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) identificada como M27-A2 Vol. 22 No. 15 (Método de Referéncia
para Testes de Diluicdo em Caldo para Determinacédo da Sensibilidade de Leveduras
a Terapia Antifungica: Norma Aprovada — Segunda Edi¢ao).

Para a confecgao do teste foram utilizados os fungos isolados em meio B.D.A.
(batata-dextrose-agar) com 15 dias de inoculagdo. Os extratos foram preparados na
concentracdo de 30% extrato e 70% solvente, a solugédo de micélios do fungo foi
triturada em um triturador do tipo mixer, juntamente com agua autoclavada. Ao final
deste processo deu-se inicio a montagem dos testes, utilizando placas de Elisa com
96 pocgos. Como forma de controle foram utilizados dois fungicidas comerciais
(nistatina e fluconazol), disposto em 2 colunas da placa de Elisa, o extrato puro e o
cultivo do patégeno.

Para a montagem do teste, foram depositados nos trés primeiros pogos da
primeira coluna 200 uL do extrato preparado. Nos demais pogos adicionou-se 100 uL
de meio dextrose-batata. Na sequéncia, foi realizada a diluicdo dos extratos, fazendo
a retirada de 100 yL da primeira coluna e passando para o segundo pogo, com 0O
auxilio de um pipetador multicanal. Em seguida fez se a retirada de 100 pyL do segundo
poco, o qual foi adicionado no terceiro e assim sucessivamente até completar as 12
colunas. Ao final de cada transferéncia foi necessaria a homogeneizagéo do extrato
com o meio dextrose-batata. Apds ocorreu a adigdo da solugao fungica em todos os

pocos foi realizada a incorporacao de 20 uL da solugao.

ApsGs a montagem do teste, as placas foram armazenadas em cémara de
germinagao do tipo B.O.D. (SOLAB SL 200/334) com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25 °C = 1 °C, por um periodo de 72 horas. Posteriormente, para fazer
a avaliagdo dos resultados foram incorporados aos pogos 20 PL de solugdo de
tretazdlio, o qual mostrou pela alteragao da coloragao a presencga de células vivas nos

POGOS.

As concentracdes dos pocos da placa de Elisa estdo descritas na tabela 1,

sendo descrita conforme as espécies dos extratos vegetais.
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Tabela 1.

Concentragao dos extratos vegetais, conforme os pogos da placa de Elisa.

Concentragées dos pocos do CIM em mg ml!

1 2 3 4 5

Aracga 17,52 8,76 4,38 2,19 1,10
amarelo

Araga 17,76 8,88 4,44 222 1,11
vermelho

Jabuticaba 18,08 9,04 452 226 1,13

6 7 8 9 10 1 12
0,548 0,2738 0,13688 0,06844 0,03422 0,01711 0,00856

0,555 0,2775 0,13875 0,06938 0,03469 0,01734 0,00867

0,565 0,2825 0,14125 0,07063 0,03531 0,01766 0,00883

Fonte: autora, 2019.

A avaliacao se deu através da presenca de coloracido rosada nos pogos onde

nao ocorreu a inibicdo do crescimento micelial do microrganismo. A concentragao

minima inibitoria € caracterizada pelo pog¢o anterior ao que apresentou a coloracéo

citada. Também foi avaliada a turvagao dos pocgos, os quais indicavam a presenga de

micélios do fungo.

Figura 5. Esquema da placa de Elisa utilizada para fungos.

Extrato diluido - repeticdo 1 A
Extrato diluido - repeticdo 2 B

Extrato diluido - repeticdio 3  ©

D
Controle 1 — extrato £
Controle 2— Nistidina F
G

Controle 3 — Fluconazol

Controle 4 - Microorganismo

Fonte: Adaptado de Bernardi, 2019.
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Figura 6. Confecgao do teste

Fonte: Autora, 2019.
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54  SPOT-TEST

O Spot-Test foi realizado utilizando placas de Petri contendo meio de cultura
B.D.A. (batata-dextrose-agar) secas durante cinco dias em estufa a 37°C até que
estivessem completamente sem a presenca de umidade. A montagem do teste se deu
ao final do tempo de avaliagao do CIM, este foi realizado antes da adigao do tetrazodlio
nos pogos da placa de Elisa, retirando-se 2 L do pog¢o onde foi observada a formacéao
de “botons”, bem como 0s 2 pog¢os anteriores e 0s 2 pogos posteriores. Os materiais
retirados foram adicionados a placa com distancia de 1 cm? entre cada poco utilizando
papel milimetrado previamente demarcado (figura 7).

Apos o tempo de incubacao do teste de CIM foi analisado a presenca de
“botons”. Ao identificar a presenca de botons na coluna foram escolhidas duas colunas
antes e duas depois para a realizagao do teste. De cada poco foi retirado 2 uL de
solucdo, que foram adicionados a placa com distancia de 1 cm? entre cada poco. O
controle foi realizado utilizando a solugdo do patdgeno presente no teste de
concentracdo minima inibitéria.

A avaliagao se deu apés 24 horas da montagem do teste, onde foi analisado se
ocorreu o crescimento do fungo. A agdo dos extratos foi classificada da seguinte
forma: Fungistatico quando ndo houve crescimento no meio liquido em contato com o
extrato e quando foi colocado em meio sélido e condigdes ideais ocorreu a retomada
do crescimento e fungicida quando nao houve crescimento do fungo mesmo quando
transferido para meio sélido.

Figura 7. Protétipo da placa de Petri para Spot-test

Controle com microrganismo O O O O O O

CMI dos extratos - Rep. 01 O O O O O O
CMI dos extratos - Rep. 02 O O Q O (‘) (‘)
CMI dos extratos - Rep. 03 OO0000O0

Fonte: Adaptado de Bernardi, 2019.

17



Figura 8. Montagem do Spot-test, utilizando um papel previamente demarcado como
gabarito.

Fonte: Autora, 2019.
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6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA
A analise dos dados foi em formato descritivo e comparativo.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Concentragdo Minima Inibitoria

Os resultados obtidos com o teste da concentracdo minima inibitéria podem
ser observados na tabela 2, com o produto e respectivamente a concentragdo de
extrato em mg.ml".

Tabela 2. Concentragdao minima inibitéria dos extratos etanoicos de araca vermelho

(AV70%) e araca amarelo (AM70%). E dos extratos aquosos de araga vermelho
(AVH), araca amarelo (AMH) e jabuticaba hibrida (JBH).

PRODUTO cMmi

AV70% 1,110 mg mL"’
AVH 17,760 mg mL-"
AM70% 0,137 mg mL""
AMH 17,520 mg mL-"
JBH Nenhum controlou

Fonte: Autora, 2021.

Os extratos de aragazeiro apresentaram atividade antimicrobiana sobre o fungo
Sclerotinia sclerotiorum, sendo que os extratos que apresentaram melhor resultado
foram os utilizando solvente etanol. A concentragao inicial do extrato de araga amarelo
foi de 17,52 mg mL™", a CMI com melhor resultado foi o extrato diluido em etanol foi
de 0,14 mg mL™".
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Figura 9. Microplaca de Elisa testando concentragdes de extrato de Araca amarelo
sobre S. sclerotiorum.

—b-.'.""’" ..5 ....,yq—r. MM&- 6"-

ey -'-’-0-#. -&‘-&-x N i-.- d..- q....-
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(A)Extrato de araga amarelo em solvente etanol (B) Extrato de araga amarelo em
solvente agua.

Fonte: Autora, 2019.

A concentragdo inicial do extrato de araga vermelho foi de 17,76 mg mL™', a
CMI que apresentou o melhor resultado foi do extrato diluido em etanol na
concentragéo de 1,110 mg mL™". Fabiane (2019) ao analisar o efeito os extratos sobre
bactérias, observou que o do extrato de aragd vermelho, possui atividade
antibacteriana, tendo como resultado a CMI de 0,14 mg mL" para E. coli, S. aureus e
S. enterica e de 1,12 mg mL" para P. aeruginosa.
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Figura 10. Microplaca de Elisa testando concentracdes de extrato de Araga vermelho
sobre S. sclerotiorum.

(A) Extrato de araga amarelo em solvente etanol (B) Extrato de araga amarelo em
solvente agua.

Fonte: Autora, 2019.

O araca apresenta potencial antimicrobiano sobre bactérias Gram positivas e
Gram negativas (FABIANE, 2019; GARCIA, 2018; MEDINA, 2011; SCUR et al., 2016).
Ao avaliar extratos etandlicos de araga Scur et al. (2016) observou que este tem maior
potencial de inibicdo sobre bactéria Gram positivas e negativas, comparados a
extratos aquosos. Com excegao das bactérias P. aeruginosa, P. mirabilis e B. subtilis

onde nao ocorreu diferenciacdo dos valores de CIM entre os extratos. Ao analisar o
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CIM contra as cepas de algumas bactérias Bitencourt (2018) avaliou que a
concentragdo minima foi de 15,62 mg mL™" para as bactérias Pseudomonas aeruginsa
e Staphylococcus aureus, 7,81 mg mL™"' para Bacillus cereus e 3,91 mg mL" para
Listeria monocytogenes.

Quando analisada a atividade antibacteriana de extratos aquosos de folhas de
araca, Dacoreggio, et al. (2019), relatou que a concentragdo minima inibitoria para as
bactérias S. aureus, L. monocytogenes, E. coli e S. enteritidis variam de 6,28 ug mL™’
a 35,95 yg mL-'. Enquanto Garcia (2018) encontrou variagéo de 48,9 a 244,4 mg mL-
', relatou ainda que a concentracdo que apresentou a melhor concentragdo inibitoria
foi de 244,2 mg mL-', porem nenhuma concentragdo obteve atividade bactericida. Esta
variagdo nas concentragdes inibitéria para os mesmos microrganismos e utilizando
extratos oriundos da mesma espécie pode ser explicada pelo método de extracao,
Dacoreggio et al. (2019) relata que o teor de compostos fendlicos responsaveis pela

atividade antimicrobiana € afetado pelo método de extracdo dos extratos.

O extrato aquoso de Jabuticabeira hibrida neste trabalho ndo apresentou
controle sobre o patégeno em nenhuma concentracdo. Porém, Fabiane (2019)
evidenciou a atividade antimicrobiana de jabuticabeira hibrida sobre as bactérias E.
coli, S. aureus e S. entérica, obtendo como CMI 0,29 mg mL-", sendo esta considerada
uma atividade moderada e para P. aeruginosa de 1,14 mg mL™, uma atividade
antimicrobiana fraca.

Figura 11. Microplaca de Elisa testando concentracbes de extrato aquoso de
jabuticabeira hibrida sobre S. sclerotiorum.

P 600660 eccae.
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Fonte: Autora, 2019.
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Venturoso et al. (2011), ao estudar a agédo antifungica de diferentes extratos
sobre fungos fitopatogénicos, teve como resultado que o extrato aquoso de jabuticaba
teve acao fungicida sobre o fungo Colletotrichum sp. Bona et al. (2014) estudou a
atividade antimicrobiana de extratos de trés diferentes espécies de Myrtaceas, as
quais apresentaram concentragdo inibitoria variante entre 6,25 a 100 mg mL™" para
bactérias Gram (+) e 0,39 a 25 mg mL"" para bactérias Gram (-), sendo o extrato de
jabuticaba atuante somente sobre bactérias Gram (-). Fabiane (2019) detectou que a
CMI da jabuticabeira para as bactérias E. coli, S. aureus, S. enterica foi de 0,29 mg

mL-" e de 1,14 mg mL"" para P. aeruginosa.

7.2  Spot-test

Seguindo a metodologia para a realizagdo dos testes, foram observados os
pocos que apresentaram crescimento em cada tratamento e retirou-se a aliquota, a
qual foi transferida para meio sélido e foi possivel obter os seguintes resultados:
Tabela 2. Avaliagao da atividade fungicida dos extratos etandlicos de araga vermelho

(AV70%) e araca amarelo (AM70%). E dos extratos aquosos de araga vermelho
(AVH), araga amarelo (AMH) e jabuticaba hibrida (JBH).

PRODUTO SPOT TEST

AV70% Fungicida

AVH Fungicida acima de 17,76 mg.ml-’
AM70% Fungicida

AMH Fungicida acima de 17,52 mg.ml"’
JBH Fungistatico

Fonte: Autora, 2021.

Ao analisar a atividade dos extratos em meio sdlido, foi possivel comprovar que
o extrato etandlico de aragd vermelho apresentou atividade fungicida nas
concentragdes de 4,44; 2,22; 1,11; 0,55; 0,2775 mg mL™". J& o extrato diluido em
solvente agua apresentou apenas agéo fungicida na concentragdo de 17,76 mg mL-".
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Figura 12. Spot-test crescimento de S. sclerotiorum apés tratamento com extrato de
Araca vermelho.

(A) Extrato de Araga vermelho solvente etanol (B) Extrato de Araga vermelho
solvente agua.

Fonte: Autora, 2019.

Na CMI o extrato que apresentou melhores resultados foi o araga amarelo
etandlico com concentragéo de 0,1368 mg mL™", este quando foi transferido para meio
solido demonstrou agdo fungicida nas concentragdes 0,547 mg mL™", 0,274 mg mL"",
0,137 mg mL™", 0,068 mg mL-' e 0,034 mg mL-'. Porém quando avaliado o extrato
aquoso de araga amarelo, este demonstrou agao fungicida apenas na concentragao
de 17,52 mg mL-' a mesma de CMI, sendo as demais concentragdes fungistaticas,
devido ao retorno do crescimento do fungo.

Figura 13. Spot-test crescimento de S. sclerotiorum apds tratamento com extrato
etandlico de Araca amarelo

(A) Extrato de Araca vermelho solvente etanol (B) Extrato de Araga vermelho
solvente agua.

Fonte: Autora, 2019.
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O extrato de jabuticabeira hibrida aquoso n&o apresentou atividade antifungica
sobre o fungo na CMI e todas as concentragdes foram fungistaticas, como pode ser
observado na figura 14.

Figura 14. Spot-test crescimento de S. sclerotiorum apds tratamento com extrato
aquoso de Jabuticaba.

Fonte: Autora, 2019.

A acio antimicrobiana dos extratos esta associada a quantidade de compostos
fendlicos (Fabiane, 2019; Fidelis, 2020; Gomes, 2016; Garcia, 2018). Como
complementa Dacoreggio et al. (2019) as folhas de Psidium cattleianum Sabine tem
potencial atividade antioxidante, antimicrobiano e alelopatico. Com isto, torna possivel
a comparacao dos efeitos fungicidas dos resultados apresentados, pois os
exemplares utilizados apresentam os mesmos padroes de comparagdo, sendo

conivente com os resultados da agao fungicida.

A acdo antibacteriana pode ser explicada pelo fato de reagirem com a
membrana celular bacteriana, causando a inativagcdo de enzimas essenciais para o
funcionamento do metabolismo destas (Medina et al, 2011). Em fungos a agéo
antifungica esta relacionada a propriedades hidrofébicas, significando que ao entrar
em contato com o fungo o extrato interage com sua mitocondria e lipidios da
membrana plasmatica, o que causa a alteragdo de sua permeabilidade, isso resulta
em disturbios estruturais, promovendo a exposi¢gao do conteudo celular (Bakkili et al,
2008; Costa et al, 2011).

Ao realizar a avaliagdo do potencial fungistatico de extratos de Calendula
officinalis sobre B. cinerea, Mazaro et al (2013) analisou que a inibigdo do crescimento
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do fungo variou conforme o preparo dos extratos, sendo a extragdo por maceragao a
mais eficiente e observou também que os extratos que foram submetidos ao processo
de infusdo e aquecimento para retirada do solvente podem ter sofrido desnaturagao
de algumas moléculas ou compostos antimicrobianos. Com isto se pode observar que
0 processo de aquecimento dos extratos pode diminuir o seu potencial antimicrobiano,
pela perda de funcionalidade de algumas moléculas, além de ser possivel comprovar
que o método de extragcdo tem grande influéncia sobre o potencial antifungico dos
extratos. Requerendo assim que sejam realizados mais estudos, avaliando a atividade

antimicrobiana sobre outros patdégenos e explorando diferentes métodos de extracao.

8. CONCLUSAO

Conclui-se que o aragazeiro (vermelho e amarelo) possui potencial antifungico,
podendo ser uma solugao alternativa para o controle de fungos em cultivos orgéanicos,
como formas alternativas de controle de doengas em manejos integrados, ou na busca
de novas moléculas para o desenvolvimento de fungicidas. Dentre os extratos
utilizados foi possivel concluir que o extrato de araga amarelo com solvente etanol

70% apresentou o melhor desempenho no controle do fungo S. sclerotiorum.
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