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RESUMO - Com o intuito de buscar novas medidas de prote¢do de plantas contra doencas, a agricultura alternativa através do
uso de plantas medicinais vem sendo muito estudada. O estudo teve como objetivo avaliar o efeito do extrato de alecrim
(Rosmarinus officinalis), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), canela (Cinnamomum zeylanicum), alho (Allium sativum) e
guaco (Mikania glomerata), submetido a diferentes métodos de esterilizagdo (banho-maria a 65°C por 1 h, banho-maria a 85°C
por 1 h, autoclave a 110°C por 20 min e autoclave a 120°C por 20 min), no crescimento micelial da Macrophomina phaseolina
causador da podriddo carvdo em diversas culturas. Foi encontrada a area abaixo da curva de crescimento micelial para cada
forma de esterilizagdo nos extratos utilizados. Os extratos de alecrim, alho e cravo-da-india possuem potencial antifingico para
0 patégeno M. phaseolina verificado para o método de esterilizacdo: autoclavagem a 120 °C por 20 minutos, banho maria a
65 °C por 1 h, banho maria a 85 °C por 1 h, respectivamente.

Palavras-chave: controle alternativo, crescimento micelial, podriddo carvao.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS ON THE DEVELOPMENT
OF Macrophomina phaseolina AND INFLUENCE OF STERILIZATION METHODS

ABSTRACT - In order to seek new measures to protect plants against diseases, alternative agriculture through the use of
medicinal plants has been much studied. The objective of this study was to evaluate the effect of rosemary extract (Rosmarinus
officinalis), clove (Syzygium aromaticum), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum), garlic (Allium sativum) and guaco (Mikania
glomerata), submitted to different sterilization (water bath at 65°C for 1 h, water bath at 85°C for 1 h, autoclave at 110°C for 20
min and autoclave at 120°C for 20 min), in the mycelial growth of Macrophomina phaseolina causing the rotting of charcoal in
several cultures. The area below the mycelial growth curve was found for each form of sterilization in the extracts used. The
extracts of rosemary, garlic and clove have antifungal potential for the pathogen M. phaseolina verified for the sterilization
method: autoclaving at 120 °C for 20 minutes, water bath at 65 °C for 1 h, water bath at 85 °C for 1 h, respectively.

Key words: alternative control, mycelial growth, coal rot.

INTRODUCAO

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid (1947) é o
agente causal da podriddo carvao, podriddo cinzenta da haste
ou mancha carvio. E um patégeno polifago, que causa danos
em diversas culturas de importancia agricola, como por
exemplo algodoeiro, feijoeiro, milho, soja, sorgo, dentre
outras centenas de plantas. Este patdgeno é favorecido por
temperaturas elevadas (acima de 26 °C) e climas secos.
(ALMEIDA et al., 2014).

Em alguns casos, o patdgeno pode entrar na
propriedade através de sementes infectadas e manifestar os
sintomas da doenga. Os sintomas para a maioria das culturas,
iniciam-se com lesdes irregulares na haste da planta,
ligeiramente deprimidas e escuras, estas lesGes adquirem
coloragdo acinzentada, podendo ocorrer clorose, murcha e
morte de ramos e/ou de todas a planta. Em ataques severos,
observa-se em lesdes velhas a presenca de numerosos pontos

negros, formados por picnidios e esclerédios do patdgeno
(BIANCHINI et al., 2005).

Como métodos de controle, a rotacdo de culturas é
uma pratica duvidosa devido & acdo polifaga do fungo.
Portanto, a forma mais eficiente seria utilizar cultivares
resistentes, porém, ndo ha no mercado cultivares resistentes a
esse fungo (MENGISTU et al., 2011), nem controle quimico
disponivel (HENNING, 2009). Assim, uma das alternativas
baratas e menos agressiva ao meio ambiente e a salde dos
homens e dos animais, seria a utilizacdo de métodos de
controle alternativos (LOPES et al., 2004)

O uso de métodos alternativos no controle de
pragas e doencgas causam menor impacto na biodiversidade e
gerarem menores desequilibrios bioldgicos, por interferirem
pouco nas populacfes ndo-alvo, além de agregar valor ao
produto (LOPES et al., 2004), uma vez que as pessoas estdo
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Atividade antimicrobiana...

procurando alimentagdo mais saudavel (MELO, 2004), sem a
presenca de agroquimicos (LOPES et al., 2004).

Algumas plantas sdo capazes de produzir grande
quantidade de substancias biologicamente ativas, as quais
possuem influéncia sobre a alteracdo metabdlica de um
determinado organismo. Essas substancias podem, do ponto
de vista fitossanitario: ter atividade antimicrobiana, com
inibicdo do crescimento micelial, da multiplicacdo das
bactérias ou outros fitopatégenos ou da germinacdo de
esporos; atividade de induzir a resisténcia, uma vez que
possuem moléculas bioativas que induzem ou ativam
mecanismos de defesa da planta; e também os chamados
bioestimulantes do crescimento (STADNIK; TALAMINI,
2004).

Neste contexto muitos trabalhos vém sendo
realizados utilizando extratos de diversas plantas na busca de
uma forma alternativa para o controle de fitopatdgenos ou
como uma maneira de potencializar a resisténcia das plantas
ao ataque de patogenos. Entre essas plantas pode-se citar o
alecrim, guaco, alho, cravo-da-india e a canela.

O alecrim, planta nativa do mediterrdneo (MAY et
al.,, 2010) é uma das plantas medicinais mais conhecidas e
utilizadas (AFONSO et al., 2008). Entre seus principios
ativos temos a presenca de substancias, como os 0leos
essenciais na forma de alfa e beta-pineno, limoneno, canfeno,
mirceno, entre outros e possui atividade antimicrobiana
conhecida (GACHKAR et al., 2007; AFONSO et al., 2008).
O guaco possui potencial antifungico ja relatado em inimeros
trabalhos (CARVALHO et al., 2012), e entre seus principios
ativos tem-se a presenca de substancias, como os Oleos
essenciais na forma de alfa e beta-pineno, limoneno, canfeno,
mirceno, entre outros, com atividade antimicrobiana
comprovada (CZELUSNIAK et al., 2012).

Com resultados promissores no controle de
fitopatégenos, o alho é uma planta herbacea, caracterizada
por um bulbo (cabeca) dividido em dentes (bulbilhos), que
possui efeitos toxicos os quais inativam 0s micro-organismos
(HEINZMANN, 2001). A maior concentracdo de
fitoquimicos estdo presentes nos bulbilhos (CUTLER;
WILSON, 2004). Segundo Ranasinghe et al. (2002), o cravo-
da-india  (Syzygium  aromaticum) contem  eugenol
apresentando atividade fungicida (DELESPAUL et al., 2000).
A canela também apresenta propriedades fungitoxicas. De
acordo com Ranasinghe et al. (2002), a casca de canela
contém o cinamaldeido como constituinte antimicrobiano.

Além de se obter os principios ativos das plantas
medicinais através do preparo de extrato, deve-se salientar a
importancia de se manter estes principios vidveis para a
aplicacéo, para que assim possam desempenhar o seu papel.
Deste modo o método de esterilizacdo deve ser adequado de
modo que possa manter a viabilidade destes. Diante do
exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito
dos extratos de alecrim, guaco, alho, canela e cravo-da-india,
submetidos a diferentes métodos de esterilizagdo, no
crescimento micelial da Macrophomina phaseolina.

MATERIAL E METODOS
Obteve-se o isolado de M. phaseolina a partir de
raizes e caules de plantas de soja infectadas naturalmente
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com a doenca, coletadas no municipio de Palotina (PR).
Cultivou-se este em placas de Petri com meio composto por
batata, dextrose, agar (BDA), conservando o fungo neste
meio para posterior utilizagdo. Foram utilizados os extratos
de alecrim (R. officinalis) e guaco (M. glomerata) obtidos a
partir de folhas frescas coletadas no inicio da manhd em horta
organica, alho (Allium sativum) obtido a partir de bulbilhos
frescos, e 0 po obtido pela trituracdo em liquidificador dos
botdes florais secos do cravo-da-india (S. aromaticum) e da
casca seca da canela (C. verum).

Para a obtencdo dos extratos, as amostras dos
vegetais utilizados foram trituradas com agua destilada em
liquidificador por 2 minutos, na proporcdo de 50 g da amostra
para 450 mL de &gua destilada. Apds, filtrou-se os extratos
em peneira de controle granulométrico de 48 mesh e o
bagaco retido nessa peneira foi prensado em pano e juntado
ao extrato filtrado para melhor aproveitamento do mesmo. Os
extratos aquosos obtidos na filtracdo com a peneira de 48
mesh foram novamente filtrados em peneira de 200 mesh,
sendo o bagacilho retido na peneira descartado e 0s extratos
filtrados finais foram coletado. Este procedimento foi
adotado para a producdo dos cinco extratos.

Estes extratos foram submetidos a diferentes
métodos de esterilizacdo, sendo estes, banho-maria a 65 °C
por 1 h, banho-maria a 85 °C por 1 h, autoclavagem a 110 °C
por 20 min e autoclavagem a 120 °C por 20 min. Apds o
processo de esterilizacdo os extratos foram incorporados ao
meio BDA na concentracdo de 20% (4:1, v:v), misturando-se
para que fique homogéneo. Estes meios, contendo os extratos
vegetais foram vertidos em placas de Petri com 90 mm de
didmetro, apds solidificagdo do meio transferiu-se no centro
das placas um disco micelial de 7 mm de didmetro de M.
phaseolina. Estas placas foram armazenadas em estufa a
30°C no escuro.

Para cada extrato, utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), contendo cinco
tratamentos com oito repeti¢cdes cada. Os tratamentos
empregados foram os quatro métodos de esterilizacdo dos
extratos vegetais mais uma testemunha, a qual continha
apenas o meio BDA, sem adi¢do de extrato vegetal. Avaliou-
se 0 crescimento micelial de M. phaseolina 24 e 48 h de
incubagdo. Estas avaliacBes foram realizadas com auxilio de
uma régua graduada em milimetros, sendo realizadas pelo
método das medidas diametralmente opostas. Com estes
valores calculou-se a area da coldnia e a partir desta variavel
calculou-se a éarea abaixo da curva de crescimento micelial
(AACCM).

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do
software sisvar versdo 5.3 (FERREIRA, 2011). Os resultados
foram submetidos a analise de variancia e posteriormente
submetidas ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para 0 extrato de alecrim, os métodos de
esterilizacdo em banho-maria a 65 °C e a 85 °C, assim como a
autoclavagem a 120 °C ndo foram eficientes na preservacgao
dos compostos antimicrobianos presentes no extrato ou néo
foram capazes de liberar compostos antimicrobianos ja que
ndo diferiram da testemunha. Somente a autoclavagem a
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110°C por 20 min reduziu a AACCM em 27,69%
apresentando  reducdo  significativa e  diferindo
estatisticamente da testemunha (Figura 1).

Esses resultados sustentam a hipdtese de que o
alecrim possui agdo antimicrobiana e isso pode ser devido a
presenca de compostos antifingicos presentes em suas folhas
como por exemplo o cineol, pineno, borneol e canfora os
quais possuem atividade antimicrobiana conhecida
(GACHKAR et al., 2007). A acdo dos compostos fungicidas
presente em algumas plantas é ainda influenciada pela
termoestabilidade desses compostos, a qual varia em funcéo
da espécie (BALBI-PENA et al., 2006).

A termoestabilidade do extrato de alecrim
provavelmente se apresenta na faixa de 110 °C, pois este foi
0 ponto em que a temperatura ativou o principio ativo
responsavel para a redugdo do desenvolvimento micelial de
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M. phaseolina (BALBI-PENA et al., 2006), além disso 0s
resultados demonstram que quando se eleva a temperatura o
extrato torna-se ineficaz, possivelmente por ocorrer a
degradagdo de principios ativos do extrato (VENTUROSO et

al., 2010).
Para o extrato de guaco observa-se que ndo ocorreu
diferenca significativa entre os tratamentos quando

comparado com a testemunha (Figura 2), porém ficou
evidente que para se obter um extrato estéril é essencial
utilizar o método adequado para o extrato que se trabalha, o
que foi observado para o extrato de guaco que quando
utilizado banho maria ocorreu a contaminacdo do meio de
cultura pois, ndo ocorreu a correta esterilizacdo, impedindo a
avaliacdo destes tratamentos, assim ndo evidenciando a
termosensibilidade dos principios ativos do guaco.

b
b
a I I

0,0
Extrato de Extrato de
Alecrim Banho Alecrim Banho

Maria 65°C  Maria 85°C Autoclavagem Autoclavagem

Extrato de Extratode  Testemunha
Alecrim Alecrim Autoclavagem
120°C

110°C 120°C

FIGURA 1. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de M. phaseolina em extrato de alecrim submetido a

diferentes métodos de esterilizacéo.
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FIGURA 2. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de M. phaseolina em extrato de guaco submetido a

diferentes métodos de esterilizacéo.
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Murilho et al. (2009) utilizaram extrato de guaco
sobre o crescimento de Pleurotus ostreatus e relataram que
na presenca do extrato de guaco extraido por infusdo a
temperatura de 140 °C, assim demonstrando que ndo é
termosensivel os principios ativos presentes no guaco.

Os principais principios ativos do guaco sdo 6leo
essencial, tanino, saponinas, resina substdncia amarga,
cumarinas e guacosideo. A cumarina € o ingrediente ativo
mais estudado, pois tem grande importancia no controle de
gripe (ALMASSY Jr. et al., 2005).0s resultados obtidos
para as autoclavagens no presente trabalho foram
semelhantes ao resultado da testemunha para area abaixo
da curva de progresso do crescimento micelial, sendo de
80,4375; 84,7500 e 89,4375 para testemunha,
autoclavagem a 120 °C e autoclavagem a 110°C
respectivamente. Os resultados ndo demonstram a
termosensibilidade do extrato de guaco, como observado
por Venturoso et al. (2010), quando utilizaram extratos de
alho, canela e cravo-da-india que no caso do alho
demonstrou que ocorreu alteragio no conteldo de
principios ativos.

Cunico et al. (2013) observaram que o poder
antifungico do extrato de etanolicos de anestesia (Ottonia

100,0
20,0
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martiana Miq.) foi afetado quando o mesmo foi
autoclavado, causando pequena decomposicdo de
compostos bioativos, reducdo de 42,6% do crescimento
micelial de Botrytis cinerea, inferior ao observado quando
0 extrato foi esterilizado por filtro millipore, que
apresentou inibicdo de 64,3% sobre o crescimento
micelial. Mazaro et al. (2013) observaram que o extrato de
Calendula officinalis L. quando submetido a extracdo com
alta temperatura como a da infusdo (100 °C) e da extracdo
alcodlica (60 °C) reduziu o potencial antifungico. J& a
extracdo por maceracdo em liquidificador com agua
destilada fria inibiu em 100% o crescimento micelial de
Botrytis cinerea. Demonstrando assim que o método de
obtencdo e esterilizagdo do extrato é de grande importancia
para a conducdo do experimento.

O extrato de alho apresentou melhor eficiéncia na
reducdo do desenvolvimento micelial com as menores
temperaturas, assim o extrato foi esterilizado, ndo
apresentando contaminacdo nas placas de Petri e 0 extrato
apresentou degradacdo dos principios ativos antiflngicos
com o aumento da temperatura de esterilizacdo (Figura 3).
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FIGURA 3. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de M. phaseolina em extrato de alho submetido a

diferentes métodos de esterilizacéo.

No banho-maria as duas temperaturas foram
eficientes na preservacdo dos compostos antifingicos,
apresentando reducdes da AACCM em comparagao com a
testemunha, sendo estas redugdes de 45,45% e 35,12%
para o banho-maria a 65°C por 1 h e banho-maria 85 °C
por 1 h, respectivamente. A esterilizagdo do extrato de
alho em autoclave a 110 °C por 20 min reduziu a AACCM
em 19,97%, ja a esterilizacdo em autoclave a 120°C por 20
min elevou a AACCM em 7,07%, no entanto estas duas
ndo diferiram da testemunha, demonstrando assim que
estes dois métodos de esterilizagdo do extrato de alho ndo
sdo eficientes na preservagdo dos compostos
antimicrobianos presentes em tal.

Fica evidente que o extrato de alho apresenta
principios ativos termo sensiveis, degradados com a

temperatura, que perdem a eficiéncia com o aumento da
temperatura até ser totalmente degradado (VENTUROSO
et al.,, 2010). Assim quando se utiliza extratos deve-se
atentar para o método eficaz de esterilizagdo do mesmo,
pois 0 mesmo pode degradar os principios ativos do
extrato ou ndo apresentar esterilizacdo ideal e acabar
contaminando o meio de cultura, assim reduzindo a sua
eficiéncia ou até inutilizando-o (FRANZENER et al.,
2003).

O extrato de canela nédo foi eficiente no controle
de M. phaseolina, sendo que todos os tratamentos nédo
diferenciaram da testemunha (Figura 4), além disso o
método de esterilizacdo em banho maria a 65°C néo foi
eficiente e o meio contaminou, impedindo que se
mensurasse a AACCM.
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O extrato de canela ndo apresentou poder
antifungico contra M. phaseolina, muito provavelmente
por este extrato ndo possuir efeito sobre este fungo. Porém,
Venturoso (2009) obteve com o extrato aquoso de canela
uma significativa atividade antifingica sobre o
crescimento micelial de Penicillium sp. e Phomopsis sp.
Para Colletotrichum sp. e Cercospora kikuchii o extrato de
canela reduziu significativamente o crescimento micelial
nos primeiros 3 dias apds a inoculagdo, porém ndo impediu

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0

a a
a
d
10‘0 I
0,0

116
LORENZETTI, E. et al. (2018)

completamente o desenvolvimento do fungo, mas teve seu
crescimento afetado quando comparado aos outros
tratamentos testados.

J4 o extrato de cravo-da-india foi eficiente no
controle de M. phaseolina, sendo que todos os tratamentos
diferiram da testemunha (Figura 5), demonstrando que
além de eficiente, o extrato de cravo-da-india ndo possui
termosensibilidade, chegando a reduzir em até 38% o
crescimento micelial do fungo.

Extrato de Canela

Extrato de Canela

Extrato de Canela Testemunha

Banho Maria 85 °C Autoclavagem 110 Autoclavagem 120 Autoclavagem 120

°C

°C °C

FIGURA 4. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de M. phaseolina em extrato de canela submetido a

diferentes métodos de esterilizacéo.
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FIGURA 5 - Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de M. phaseolina em extrato de cravo-da-india

submetido a diferentes métodos de esterilizacao.

Com os resultados observados para o extrato de
cravo-da-india, o seu poder antifungico deve ser
desempenhado pelo principio ativo eugenol (DUKE, 1985),
que possui poder antifungico. Como foi observado por
Venturoso et al. (2010) o cravo-da-india ndo possui termo
sensibilidade, sendo que a temperatura ndo degrada os
principios ativos antifingicos que o cravo-da-india possui,
assim como ndo necessita de uma temperatura exata para
melhorar a eficiéncia do principio ativo.

Como os resultados obtidos com todos os extratos
observa-se que € de grande importdncia 0 método de

esterilizacdo, para ndo reduzir a eficiéncia do extrato e
também para que ndo ocorram contaminagdes.

CONCLUSOES

O método de esterilizagdo mais eficiente muda de
acordo com o extrato utilizado. Os extratos de alecrim, alho e
cravo-da-india demonstraram potencial de reduzir o
desenvolvimento de Macrophomina. phaseolina, enquanto os
extratos de canela e guaco ndo possuem poder antifingico
contra este fungo.
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