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Resumo: O fungo Diplodia macrospora é agente causal de doencas na cultura do milho,
sendo responsavel por diminuicdo da producgado. Entre inimeras formas de controle de
doencas pode-se citar a utilizacdo de extratos vegetais. Diante disto, o objetivo deste
estudo foi verificar a acdo do extrato de guaco, orégano, arruda, gengibre, penicilina,
pulmondria, alecrim, eucalipto, romad e osmarin, contra D. macrospora. O ensaio foi
realizado em delineamento interiramente casualisado sendo utilizado para cada extrato
as concentragoes 0; 1; 2,5; 5; 7,5; e 10%. Os extratos foram obtidos pela trituracdo de
parte do vegetal com agua sendo o extrato bruto aquoso resultante utilizado na confec¢ao
dos meios de cultura. Realizou-se a avaliagdo do crescimento micelial a cada 24 horas,
calculou-se a area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACCM) e
realizada uma analise de regressdo para cada extrato. Os extratos de guaco, orégano,
arruda, gengibre, penicilina, pulmonaria, alecrim, eucalipto, roma e osmarin,
proporcionaram redug¢do de aproximadamente 60, 85, 80, 55, 35,42, 53, 89,87 e 23% no
crescimento micelial, sendo possivel concluir que houve efeito positivo dos extratos
contra o fungo D. macrospora.

Palavras Chave: Controle alternativo, Crescimento micelial, Mancha foliar de
macrospora.

In vitro evaluation of the fungitoxic activity of plant extracts against Diplodia
macrospora

Abstract: The fungus Diplodia macrospora is a causal agent of diseases in the corn crop,
being responsible for the decrease of the production. Among countless forms of disease
control we can mention the use of plant extracts. The objective of this study was to verify
the action of guaco extract, oregano, rue, ginger, penicillin, pulmonary, rosemary,
eucalyptus, pomegranate and osmarin against D. macrospora. The assay was performed
in an entirely randomized design with concentrations of 0; 1; 2.5; 5; 7.5; e and 10% being
used for each extract. The extracts were obtained by crushing part of the vegetable with
water and the resulting crude aqueous extract used in the preparation of the culture
media. The mycelial growth evaluation was performed every 24 hours, the area under the
mycelial growth progression curve (AUMGP) was calculated and a regression analysis
was performed for each extract. Extracts of guaco, oregano, rue, ginger, penicillin,
pulmonaria, rosemary, eucalyptus, pomegranate and osmarin provided a reduction of

Acta Iguazu, Cascavel, v.9,n.1, p. 113-122, 2020

113


mailto:eloisa-lorenzetti@hotmail.com

Lorenzetti et al.

approximately 60, 85, 80, 55, 35, 42, 53, 89, 87 and 23% in mycelial growth, and it was
possible to conclude that there was a positive effect of the extracts against the fungus D.

macrospora.

Keywords: Alternative control, Mycelial growth, Macrospora leaf spot.

Introducao

0 fitopatogeno Diplodia
macrospora (=Stenocarpella
macrospora) é agente causal da diplodia
em milho, doenca presente em inimeras
regides brasileiras (Ribas, 2015). Este
patégeno pode causar podridoes de
espigas e colmos ou manchas foliares
caracterizadas por lesdes necroticas e
elipticas, sendo possivel observar o
ponto de infeccdo onde inicia-se a
formacao de picnidios (Carvalho et al,,
2016).

Por se tratar de uma doenga que
causa prejuizos a cultura do milho,
busca-se a utilizacdo de métodos para
seu controle, sendo o controle quimico o
mais utilizado (Ribas, 2015), mas apesar
de ser eficiente e pratico, provoca danos
ao meio ambiente (Silva Junior e Behlau,
2018).

Buscando diminuir estes danos
tem-se estudado métodos denominados
alternativos, os quais apresentam menor
impacto ambiental, sdo de facil acesso e
economicamente viaveis, englobando
também os extratos de varias plantas que
tem seu potencial contra fitopatégenos
registrados em inumeros trabalhos
(Garcia et al., 2012; Bernardo et al,
2015).

Algumas plantas apresentam
potentes fitoquimicos, que servem como
fungicidas naturais controlando
fitopatoégenos (Efstratiou et al, 2012;
Hussain et al., 2011) e ainda podem
produzir diferente sustancias como
compostos fendlicos, alcaloides,
saponinas, glicosideos, esteroides,
terpenos e flavonoides com varios
atributos biolégicos como a acgdo
antimicrobiana (Naseer et al, 2014).

Dentre uma infinidade de
plantas, tem-se o guaco (Mikania
glomerata), o orégano (Origanum vulgare
L), a arruda (Ruta graveolens L.), o
gengibre  (Zingiber  officinale), a
penicilina (Alternanthera Brasiliana L.), a
pulmonaria (Stachys byzantina C. Koch.),
o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), o
eucalipto (Corymbia citriodora), a casca
da roma (Punica granatum) e o osmarin
(Helichrysum italicum).

Diante do exposto, o presente
estudo teve como objetivo verificar a
atividade antimicrobiana de diferentes
concentracoes (0%, 1%, 2,5%, 5%, 7,5%
e 10%) dos extratos aquosos de folhas de
guaco, folhas de orégano, folhas de
arruda, rizomas de gengibre, folhas de
penicilina, folhas de pulmonaria, folhas
de alecrim, folhas de eucalipto, casca de
romd e folhas de osmarin contra D.
macrospora.

Materiais e Métodos

O isolado de D. macrospora foi
obtido através do isolamento indireto do
fungo em folhas de milho acometidas
naturalmente pelo patégeno, sendo este
cultivado em meio de cultura batata,
dextrose e agar (BDA).

Quanto aos materiais vegetais
utilizados para a confecg¢ao dos extratos,
as folhas de guaco, orégano, arruda,
penicilina, pulmonaria, alecrim,
eucalipto e osmarin foram utilizadas
frescas colhidas na manha do mesmo dia
em que o experimento foi realizado, para
o extrato de gengibre utilizou-se o
rizoma fresco também colhido na manha
do dia em que o experimento foi
montado, e no caso da casca de roma
realizou-se a colheita dos frutos
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diretamente da planta e retirou-se
pequenos pedacos de casca os quais
foram secos a sombra durante uma
semana para posterior utilizagao.

Para todos os materiais vegetais
utilizados realizou-se o mesmo processo
de confeccao do extrato bruto aquoso
sendo utilizados 50 g do material vegetal
triturado em liquidificador juntamente
com 450 mL de agua destilada, durante
aproximadamente 2 minutos. O triturado
resultante foi peneirado, a fim de retirar
o bagacilho mais grosso, e obteve-se o
liquido denominado extrato bruto
aquoso do material vegetal utilizado na
concentragdo de 10%.

Para todos os extratos vegetais
foram utilizadas as concentragdes 0; 1;
2,5; 5; 7,5; e 10%, assim, a concentragao
10% foi diluida pelo acréscimo de agua
destilada, enquanto que a concentracgao
0%, correspondeu a utilizagcdao de apenas
agua destilada.

As diferentes concentragdes de

cada extrato vegetal foram
acrescentadasao meio de cultura BDA em
p6 (quantidade recomendada pelo

fabricante), sendo os meios fundidos em
micro-ondas e posteriormente
autoclavados a 120 °C durante 20
minutos.

Os meios foram vertidos em
placas de Petri esterilizadas em
autoclave a 120 °C durante 20 minutos, e
esperou-se a total solidificagdo para
adicao de um disco de 0,5 cm de diametro
do fungo D. macrospora.

As placas contendo o meio nas
diferentes concentracdes dos extratos
foram identificadas, vedadas e 24 horas
ap6s a instalacio do experimento,
realizou-se a primeira avaliacdo a partir
da medida dos diametros das placas de
Petri (medida diametralmente oposta)
utilizando régua graduada.

As avaliacbes foram realizadas
todos os dias, ou seja, a cada 24 horas, até
o momento em que o fungo atingisse a
borda das placas de Petri.

Os dados obtidos foram utilizados
para o calculo da area abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM) utilizando
a equacdo de Shaner e Finney (1977) que
utiliza os valores de crescimento da
colonia fungica em duas avaliagdes
consecutivas e considera o intervalo
entre as avaliagdes.

Foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado
(DIC) apresentando para cada extrato
vegetal, seis concentracdes (0%; 1%;
2,5%; 5%; 7,5% e 10%) e cinco
repeticdbes. Assim, realizou-se uma
regressao para cada extrato testado,
totalizando 10 regressoes (folhas de
guaco, folhas de orégano, folhas de
arruda, rizoma de gengibre, folhas de
penicilina, folhas de pulmonaria, folhas
de alecrim, folhas de eucalipto, casca seca
de romad e folhas de osmarim). Para
realizacdo da estatistica (regressao)
utilizou-se o software livre GENES (Cruz,
2013).

Resultado e Discussio

Para todos os extratos de plantas
verificou-se que os resultados foram
representados por equacao de segundo
grau, sendo possivel observar, para cada
dose do extrato sua correspondente
AACCM. Para o extrato de osmarim
calculou-se através da equacdo o ponto
de maxima, enquanto que para todos os
demais extratos utilizados, calculou-se
através da equacao, o ponto de minima.

Conforme Figura 1A, para o
extrato de guaco encontrou-se a menor
AACCM na concentragdao 8,4%, assim,
nesta concentracdo a reducao foi de
aproximadamente 60% comparada a
concentracao 0% do extrato.

Utilizando o extrato aquoso de
orégano, encontrou-se o ponto de
mimica na concentracao 7,24%. Nesta
concentracdo a reduc¢do do crescimento
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micelial foi de cerca de 85% comparadaa
concentracao 0% do extrato (Figura 1B)

De acordo com a Figura 1C, o
extrato de arruda apresentou ponto de
minima na concentracdao 7,25% do
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extrato, ou seja, nesta concentracao
houve a menor AACCM, sendo esta cerca
de 80% menor que a AACCM registrada
para a testemunha agua, ou seja, 0% do

extrato.
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Figura 1. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Diplodia macrospora
em meio de cultura sélido acrescido de diferentes concentracdes (0%, 1%, 2,5%, 5%,
7,5% e 10%) de extrato bruto de A) guaco (Mikania glomerata), B) orégano (Origanum
vulgare L.), C) arruda (Ruta graveolens L.), D) gengibre (Zingiber officinale), E) penicilina
(Alternanthera Brasiliana L.), F). CV=15,68%; 9,12%; 17,54%; 11,21%; 4,97%. Marechal

Candido Rondon, PR, 2018.
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Figura 2. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de Diplodia macrospora
em meio de cultura sélido acrescido de diferentes concentracdes (0%, 1%, 2,5%, 5%,
7,5% e 10%) de extrato bruto de A) alecrim (Rosmarinus officinalis L.), B) eucalipto
(Corymbia citriodora), C) roma (Punica granatum), D) osmarin (Helichrysum italicum).
CV=16,54%; 11,14%; 7,40% e 10,96%. Marechal Candido Rondon, PR, 2018.

Para o extrato de gengibre, o
ponto de minima calculado através da
equacao apresentou menor AACCM na
concentragdo  12,34%, porém, foi
utilizada como concentragdo maxima
10% do extrato, assim considerou-se
essa concentracdo a que apresentou
menor reducdo da AACCM entre as
concentracdes testadas, apresentando
reducdo de aproximadamente 55%
comparada a agua (Figura 1D).

Quanto ao extrato de penicilina,
este proporcionou o ponto de minima, ou
seja, a menor AACCM na concentragao
7,71% do extrato sendo 35,78% menor
que a concentracdo 0% deste extrato
(Figura 1E).

Para o extrato de pulmonaria
pode-se observar menor AACCM no
ponto de minima correspondente a
concentracao 11,41% do extrato, sendo a
reducdo comparada a agua, de
aproximadamente 42% (Figura 1F).

Para o extrato de alecrim, o ponto
de minima corresponde a concentragdo
6,76% do extrato bruto de alecrim,
assim, nesta concentracdo, obteve-se a
menor AACCM apresentando redugao de
53,53% comparado a agua (Figura 2A).

Utilizando o extrato bruto de
folhas de eucalipto, conforme a Figura
2B, verificou-se efeito positivo do extrato
na diminuicdo do crescimento micelial
do fungo, sendo o ponto de minima de
7,92%. Nesta concentracdo do extrato,
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houve reducdo de aproximadamente
89% no crescimento micelial do fungo,
comparado a concentracio 0% do
extrato.

De acordo com a Figura 2(,
utilizando a casca de roma como extrato,
o ponto de minima da equagdo foi
registrado na concentracdao 7,4% do
extrato, apresentando redug¢do superior
a 87% na AACCM, comparado a 0% do
extrato, ou seja, agua.

Para o extrato de osmarim, o
comportamento das concentragdes foi
registrado por equacdo de segundo grau
com concavidade para baixo, ou seja,
apresentando um ponto de maxima na
concentracdo 2,39% do extrato. Nesta
concentragdo verificou-se a maior
AACCM, sendo apenas 3,5% superior a
concentragdo 0% do extrato, porém, a
partir do ponto de maxima (2,39% do
extrato), verificou-se diminuicdo dos
valores de AACCM, sendo que na maior
concentragdao utilizada do extrato, ou
seja, 10%, verificou-se diminuicdo de
23,27% da AACCM comparada a
concentragao 0% do extrato,
demostrando efeito deste na diminui¢do
da AACCM para o fungo em estudo
apenas em concentracdes superiores a
2,30% (Figura 2D).

Estudando o extrato de guaco,
Murilho etal. (2009) verificaram reduc¢ao
do crescimento micelail de Pleurotus
ostratus relatando a presenca de
substancias com atividade fungicida.

Pedroso et al. (2008) e Venturoso
et al. (2011) também relataram a
presenca de substancias e verificaram o
efeito antimicrobiano e indutor de
resisténcia de compostos presentes no
guaco, como por exemplo, alcaloides,
flavonodides, cumarinas e esteroides.
Assim, pode ser que a presenca destes
compostos e substincias  sejam
responsaveis pela atividade antifingica
apresentada pelo extrato neste estudo.

Matsubara et al. (2017)
estudando o extrato de orégano,

verificaram potencial antifungico para
Fusarium oxysporum f. sp. fragaria
através de trabalho in vitro utilizando
meio de cultura Czapec-Dox. Estudando
este mesmo extrato, Marcondes et al.
(2014) também registraram diminuicao
do crescimento micelial contra o fungo
Colletotrichum gloesosporioides,
registrando assim, a acdo antifingica do
extrato.

Garcia et al. (2012) estudando o
extrato de arruda, encontraram
diminuicdo do crescimento micelial de
Sclerotinia sclerotiorum, assim como
Mamprim et al. (2013) utilizando o
mesmo extrato verificaram diminuicdo
das unidades formadoras de colonias de
Metarhizium anisopliae e Pedroso et al.
(2009) observaram a acao fungidxica
deste extrato sobre Alternaria solani.

Trés et al. (2010), realizando um
trabalho parecido com extrato de folhas
de penicilina, obtiveram controle de
Phakopsora pachyrizi, agente causal da
ferrugem asiatica em soja. Para o extrato
de pulomonaria, resultados semelhantes
foram encontrados por Jamshidi et al.
(2011) estudando a atividade
antimicrobiana deste extrato contra
Staphylococcus aureus.

J& para o extrato de alecrim,
Lorenzetti et al. (2017a) estudando o
crescimento micelial de Macrophomina
phaseolina em meio BDA contendo
diferentes concentragdes do extrato de
alecrim verificaram a menor AACCM na
concentragdao de 4,5% do extrato.
Utilizando o mesmo extrato, Diaz
Dellavalle et al. (2011) também
verificaram inibicdo do crescimento
micelial de Alternaria spp. e Lorenzetti et
al. (2017b) de Fusarium solani e
Phytophthora sp..

Corrobando com os resultados
encontrados para o extrato de gengibre,
Amorim et al. (2011) utilizando este
extrato, observaram reducdo do
crescimento micelial de Ralstonia
solanacearum, enquanto Rozwalka et al.
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(2008), também observaram redugdo do
crescimento micelial de Glomerella
cingulata e Colletotrichum
gloeosporioides.

Bonaldo et al. (2007), utilizando o
extrato de eucalipto, verificaram
diminuicdo do crescimento micelial de
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii,
Phytophthora sp., Colletotrichum
sublineolum e Alternaria alternata.

Trindade et al. (2009) utilizando a
tintura da casca do fruto de roma
verificaram reducdo da atividade de
Staphylococcus aureus e S. pyogenes.

Estes resultados podem ser
explicados pela presenca de compostos
fendlicos no fruto da roma (Lo et al,
1996) os quais possuem acdo
antimicrobiana comprovada.

Os resultados obtidos podem ser
explicados por o guaco possuir
substancias com atividade antifingica
(Lentz et al., 1998; Barbosa-Filho et al,,
2005), o orégano possuir potencial
antimicrobiano contra diversos
patégenos (Machado et al, 2013), a
arruda apresentar atividade antifungica
(Venturoso etal., 2011), o gengibre inibir
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