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RESUMO

Em decorréncia dos maleficios que os pesticidas vém causando ao homem e a natureza torna-se
imprescindivel buscar medidas alternativas de controle de pragas e doencas, com o uso de produtos naturais,
eficientes e de baixo impacto ambiental. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo testar in
vitro o efeito fungitoxico de plantas nativas da caatinga, na forma de extratos vegetais, no crescimento
micelial do fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., agente causal da podridao seca ou
morte descendente em videira (Vitis vinifera L.). Foram utilizados os seguintes tratamentos: extratos
etandlicos de plantas de alecrim do campo (Lippia microphylla Cham), aroeira (Astronium urundeuva Engl.),
angico (Anadenanthera macrocarp Benth.), manicoba (Manihot aesculifolia H.B.K), jurema preta (Mimosa
Hostilis Mart.) e caatingueira rasteira (Caesalpinia microphylla Mart.). Os resultados obtidos indicam que o
extrato de alecrim do campo (Lippia microphylla Cham.) promoveu o maior percentual de inibi¢cdo do
crescimento micelial do fungo L.theobromae. O resultado inferior dos extratos vegetais de jurema preta,
manigoba, catingueira, angico e aroeira, sobre o fungo testado pode ser atribuido a uma possivel inadequacao
da dosagem testada. Novos estudos serdo necessdrios para utilizacdo deste extrato em testes in vivo, para que
dessa forma seja possivel identificar os melhores compostos a serem utilizados no manejo de doencas em
sistema de cultivo organico e convencional de videiras, e assim promover a reducdo no uso de produtos
quimicos e a contamina¢do do meio ambiente.

Palavras-chave: morte descendente, controle alternativo, Vitis vinifera L.



1 INTRODUCAO

A producdo de uva no Nordeste do Brasil concentra-se principalmente na regido do Submédio Sao Francisco,
localizada nos sertdes pernambucano e baiano. Favorecida pela potencialidade dos recursos naturais e pelos
investimentos publicos e privados nos projetos de irrigagdo, esta regido estd conhecendo uma grande
expansdo no plantio e na producdo de uvas finas de mesa (SILVA & CORREIA, 2010). Essa rdpida
expansdo da viticultura no Nordeste do Brasil favoreceu, ademais, o surgimento de diversos patégenos ate
entdo desconhecidos para a cultura da videira ou mesmo considerados sem importancia econdmica (FREIRE
& OLIVEIRA, 2010).

As doengas em plantas sempre foram motivos de grandes preocupacdes devido as perdas que ocorrem. Por
essas razdes muitas entidades consideram que os fungicidas sdo insumos importantes e imprescindiveis para
a produ¢do mundial de alimentos (MARQUES et al., 2002).

Doencas fingicas constituem uma das principais causas de perdas durante a fase de comercializacdo de
frutos tropicais. O fungo Lasiodiplodia theobromae (Syn. = Botryodiplodia theobromae) é o causador da
podriddo-seca que ocorre em qualquer época do ano em diversos tipos de frutos tropicais. Esse patégeno
pode causar diferentes sintomas nas plantas infectadas, incluindo além da seca descendente (“‘dry-back™) o
cancro em ramos, caules e raizes, lesdes em estacas, folhas, frutos e sementes, que resultam na morte de
mudas e enxertos. Sua capacidade de infectar frutos coloca-o dentre os mais eficientes patégenos
disseminados por meio de sementes e causadores de problemas pos-colheita (FREIRE et al., 2003;
TAVARES, 2002),

O Brasil € o terceiro maior consumidor de agrotéxicos do mundo e, também, o terceiro em mortalidade de
cancer. O uso de produtos derivados da industria quimica no controle de doengas na agricultura moderna tem
sido amplamente questionado pela sociedade, em decorréncia dos efeitos adversos causados por estes
(KOEPF et al., 1986; PAULA Jr. et al., 2006). Dentre estes efeitos é possivel enumerar a polui¢do da dgua e
do ar, a contaminacdo de alimentos, o aumento da resisténcia de patdgenos aos produtos e os seus efeitos
sobre as plantas, os animais € 0 homem (SOUZA, 1998).

Em decorréncia dos maleficios que os pesticidas vém causando ao homem e a natureza torna-se
imprescindivel buscar medidas alternativas de controle de pragas e doencas, com o uso de produtos naturais,
eficientes e de baixo impacto ambiental. A explora¢do da atividade bioldgica de compostos secundérios
presentes no extrato bruto ou 6leos essenciais de plantas pode constituir, ao lado da inducdo da resisténcia,
em uma forma efetiva de controle de doengas em plantas cultivadas (DIAS, 1993).

O uso de extratos vegetais e 6leos essenciais, t€ém sido fonte de indmeras pesquisas que validam sua eficicia
(HERNANDEZ et al., 1998; OWOLADE et al., 2000; SOUZA et al., 2002; MORALIS, 2004).

O uso de biofungicidas, extratos vegetais e 6leos essenciais, t€m sido relatados como potentes fungicidas e
inseticidas naturais, onde os resultados alcangados nessa linha de pesquisa t€m-se mostrado promissor para
uma utilizacdo prética no controle de fitopatégenos (FRANCO et al., 2000; SANTOS et al., 2004; BASTOS
& ALBUQUERQUE., 2004). Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo testar in vitro o efeito
fungitéxico de plantas nativas da caatinga, na forma de extratos vegetais, sobre o crescimento micelial do
fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., agente causal da podriddo seca ou morte
descendente em videira (Vitis vinifera L.).

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Atualmente movimentos ecoldgicos a nivel mundial t€ém cobrado uma maior importancia, incentivando o uso
de substincias naturais para o controle de pragas e doencas de plantas, a tal ponto que muitos produtos de
exportacdo devem adequar-se ao cultivo organico, sem ter recebido produtos quimicos (STAUFFER, 2000).

Estudos recentes t€ém mostrado a importancia dos quimicos naturais como uma possivel fonte de pesticidas
alternativos biodegraddveis e ndo téxicos sist€micos. Pesticidas de origem vegetal s@o de baixo custo, de
facil aquisicdo e uma alternativa para paises em desenvolvimento, onde os fungicidas sintéticos sdo escassos
e representam um alto custo aos produtores (AMADIOHA, 2000).



Tanto o extrato bruto ou 6leo essencial de plantas medicinais como o alecrim (Rosmarinus officinalles),
manjerona (Origanum majorana), alfavaca (Ocimun basilicum), menstrato (Ageratum conuzoides), babosa
(Aloe vera), orégano (Origanum vulgare), roma (Punica granatum) horteld pimenta (Mentha piperita),
eucalipto lima (Eucalyptos citriodora), arruda (Ruta graveolens), erva cidreira (Lippia alba) e carqueja
(Baccharis trimera)) t€m sido utilizados para estudos, in vitro, de inibicdo de crescimento micelial e
esporulagdo de fungos fitopatogénicos (SCHWAN-ESTRADA, s.d.).

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou 6leo essencial de plantas medicinais e aromadticas, obtidos a
partir da flora nativa, t€m indicado o potencial de controle de fitopatdgenos, tanto pela acdo fungitdxica
direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas,
indicando a presenga de composto(s) com caracteristica(s) de elicitor (BASTOS & ALBUQUERQUE,
2004).

Fazolin et al. (2002) citam que a diversidade da flora brasileira apresenta um imenso potencial para a
producdo de compostos secundarios, podendo ser utilizados como inseticidas e/ou repelentes de pragas e/ou
doencgas, que, de acordo com Cardoso et al. (2001), s@o aqueles compostos produzidos pelas plantas para sua
sobrevivéncia como alcaldides, flavondides, taninos, quinonas, 6leos essenciais, saponinas, heterosideos
cardioativos. Segundo Ming (1996), menos de 1% da flora brasileira foi pesquisada quimicamente. Portanto,
fica evidente que hd necessidade de intensificar a pesquisa na drea com o intuito de fornecer informacdes da
composi¢do quimica e seus efeitos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e cultivo do patégeno

O fungo L.theobromae foi obtido a partir de isolamentos de material vegetal da videira com sintomas de
morte descendente. Apds o isolamento e identificacdo do patdgeno, foram obtidas culturas puras em placas
de Petri contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-dgar) e incubados em condi¢des ambiente (25 * 2
°C e UR de 65 £ 1%), por oito dias. Apds a obtencdo da cultura pura, a mesma foi preservada em geladeira
para posterior utilizagao.

3.2 Obtencao dos extratos etandlicos de espécies vegetais da caatinga

Foram utilizadas seis espécies de plantas da caatinga para os testes com os extratos etandlicos, sendo estas:
alecrim do campo (Lippia microphylla Cham), aroeira (Astronium urundeuva Engl.), angico (Anadenanthera
macrocarp Benth.), manigoba (Manihot aesculifolia H.B.K), jurema preta (Mimosa Hostilis Mart.) e
caatingueira rasteira (Caesalpinia microphylla Mart.). O método de extracdo foi por destilacdo a vicuo, com
o Evaporador rotativo modelo BT 350 vertical da Biotec / Bomba de vdcuo e pressdao, modelo NT 613 da
Marconi (Figura 1). As folhas foram lavadas em 4gua corrente e desinfectadas com hipoclorito de sédio a
1% durante 15 minutos, e depois lavadas com 4gua destilada para retirar o excesso de hipoclorito de sédio, e
em seguida as folhas foram submetidas a secagem em estufa a 60 °C. Foram utilizados 100g de folhas secas,
sendo imersas no élcool etilico PA (na propor¢do de 1:10 ) onde ficaram por 24h em infusdo, em seguida foi
realizado a filtragem com gaze estéril para separar as folhas da solug@o. Depois de filtrada a solugdo foi
colocada no baldo do evaporador rotativo, utilizando uma temperatura de 60 °C, rotacdo quatro, € um vicuo
de 600mmHg.



Figura 1. Extrago de extratos etanlicos de plantas da caatinga pelo método de destilagdo (Evaporador
rotativo), Laboratério de Bioquimica, IF SERTAO-PE, 2009.

3.3 Teste “in vitro” dos extratos etanélicos de plantas nativas da caatinga ao fungo L.
theobromae

Esta etapa foi conduzida em uma capela de fluxo laminar em ambiente estéril, para evitar contaminagdes. De
cada um dos extratos foi depositado SOuL no centro das placas de Petri com meio BDA, utilizando uma
micropipeta (Figura 2A). Em seguida cada aliquota com 50uL dos tratamentos foi distribuida nas placas de
Petri com a utiliza¢do de uma al¢a de Drigalski. A partir do isolado do fungo com oito dias de cultivo, foram
retirados discos de micélio de 5 cm de didmetro dos bordos das colonias. Estes discos, individualmente
foram inseridos em placas de Petri com os respectivos tratamentos. A incubago das placas foi realizada por
um periodo de sete dias. Para cada um dos 6 tratamentos, foram utilizados 5 repeti¢cdes, sendo cada repeticao
representada por 1 placa de Petri. Na testemunha, foram adicionados 50uL de ADE (4gua destilada
esterilizada) mais o disco de meio de cultura com o fungo.

As avaliacdes foram realizadas através de medi¢des do didmetro das coldnias (média de duas medidas
diametralmente opostas) realizado diariamente, com auxilio de uma régua milimetrada. (Figura 2B). A
avaliac@o foi finalizada quando a testemunha absoluta atingiu 100% do seu crescimento micelial na placa de
Petri. Avaliou-se a taxa de crescimento micelial, calculando-se a percentagem de inibicdo pelo teste de
Tukey (5%), utilizando o programa estatistico SISVAR 5.0.

Figura 2. Teste “in vitro” de extratos (A) e crescimeto micelial do fungo L. theobromae (B), Laboratério de

Produgio Vegetal, IF SERTAO-PE, 2009.



4 ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS

Observa-se na Figura 3, que os tratamentos apresentaram efeitos significativos comparados a testemunha e
que o extrato etandlico de alecrim apresentou maior efeito inibitério sobre o crescimento do L. theobromae.
Os extratos etandlicos de aroeira, catingueira, mani¢oba e angico ndo diferiram entre si, estatisticamente. Foi
avaliado também o percentual de controle dos extratos, verificando-se que o alecrim do campo obteve 100%
de controle, Jurema Preta (46,45%), aroeira (30,34%), catingueira (21,89%), Manicoba (15%), Angico
(9,12%) e testemunha nio obteve controle como esperado.

Silva e Bastos (2007), avaliando in vitro, a atividade fungitéxica de diferentes concentragdes do dleo
essencial extraido de dez espécies de Piper coletadas na regido Amazonica, encontraram 100% de inibicao
na germinagdo de basidiésporos de Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa do cacaueiro.
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*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 3. Efeito dos diferentes extratos vegetais no crescimento micelial e controle in vitro de
Lasiodiplodia theobromae em Vitis vinifera. Petrolina, 2009.

De acordo os dados obtidos do gréfico (Figura 4) ao longo dos dias de avaliacdes, o tratamento com extrato
etandlico de alecrim ndo obteve crescimento micelial do fungo L. theobromae comprovando a possivel acdo
fungitéxica deste extrato como evidenciado para os resultados anteriores obtidos com C. gloeosporioides.
Quanto aos demais tratamentos foram observados que a partir do 1° dia de avaliacdo ja ocorria a formagado de
hifas e crescimento micelial. Mais uma vez o extrato de alecrim, destacou-se dos demais, inibindo totalmente
o crescimento do fungo.

Na natureza, extratos vegetais produzem compostos volateis que pode induzir, inibir a germinagdo ou o
crescimento de microrganismos, desencadear alteracdes no desenvolvimento de plantas e fungos (FRENCH,
1992).
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Figura 4. Taxa de crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae da videira em meio de
cultura BDA,in vitro, em fun¢do de diferentes extratos obtidos de plantas nativas da
caatinga. Petrolina, 20009.

Pesquisas realizadas por Misra et al. (1992), Farooq et al. (2002), Azaz et al. (2002) e Kunle et al. (2003)
mostraram que extratos vegetais, apds fracionados, tornam-se muito mais eficientes. Assim, os resultados
obtidos neste trabalho com a observagdo da eficiéncia do extrato etandlico do alecrim do campo no controle
L. theobromae, evidenciam a necessidade de novos estudos, visando definir uma metodologia especifica de
extragdo, a melhor concentracdo e a composi¢do quimica para que seja possivel a sua utilizagdo em larga
escala no controle de doencas da videira, como uma alternativa a utilizacdo de produtos quimicos.

5 CONCLUSOES

e O extrato de Alecrim do campo (Lippia microphylla Cham.) promoveu o maior percentual de
inibi¢do do crescimento micelial de L. theobromae.

e (s extratos vegetais de jurema preta, mani¢oba, catingueira, angico e aroeira, ndo apresentaram
efeito sobre o cresci mento micelial fungo;

e Os extratos vegetais sdo misturas complexas e necessitam serem identificados e testados
separadamente, visando elucidar a a¢do destes compostos sobre o comportamento de fitopatégenos.
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