ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS BRUTOS DE Ottonia martiana Miq.,
Piperaceae.

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF CRUDE EXTRACTS OF Ottonia martiana Miq.,
Piperaceae.

CUNICO, M. M.1: CARVALHO, J. L. S.:: ANDRADE, C. A.l: MIGUEL, O. G.": MIGUEL,
M. D.%: AUER, C. G.2; GRIGOLETTI JUNIOR, A.2: cOCCO, L. C.3: YAMAMOTO, C. I.2

!Laboratério de Fitoquimica, Departamento de Farmacia, Universidade Federal do Parana.

Av. Prefeito Lothario Meissner, n° 63?, CEP: 80210170 — Jardim Botanico, Curitiba-
Parana, Brasil. E-mail: obdulio@ufpr.br

%Laboratério de Fitoapatologia, Embrapa Florestas, Colombo, Parana, Brasil.
3Laboratério de Combustiveis Automotivos (LACAUT), Universidade Federal do Parana,

CP 19081, 81531'990 CUI’Itha = PR, BI’aSIl. RECEBIDO: 09/06 ACEITE: 09/07

RESUMO

A producao de alimentos organicos baseia-se em produtos naturais ou extratos de plantas
para o controle de pragas e doencas. A busca por produtos naturais é um trabalho
constante para que haja uma grande variedade a disposi¢do dos produtores rurais, uma
vez que ndo € permitido o emprego de fungicidas sintéticos para o cultivo de espécies
medicinais utilizados nas industrias de fitoterapicos assim como de alimentos. Este estudo
objetivou a atividade antifungica de extratos brutos etandlicos e aquosos de Ottonia
martiana contra os fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum,
Rhizoctonia sp. Avaliou-se o efeito dos extratos sobre o crescimento micelial in vitro.
Verificou-se a reducéo do crescimento micelial de todos os fungos e a maior atividade foi

produzida pelo extrato bruto etandlico das raizes de O. martiana.
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ABSTRACT

The production of organic food is based either on natural products or plant extracts for
disease and pest control. Search for natural products is constant work in order to fournish
a huge variety for rural producers. The objective of ths study was to test antifungal
potential of crude extracts of Ottonia martiana (ethanolic and aqueous) against Fusarium
oxysporum, Colletotrichum acutatum, Rhizoctonia sp. The action of these extracts causing
inhibition on mycelial growth was evaluated in vitro. It was verified reduction of growth in

all fungi and high activity was produced by ethanolic roots extract.

Key words : alternative control, medicinal plant, plant pathogen.

1 INTRODUCAO

O uso continuo e incorreto dos agrotoxicos tem causado sérios problemas
ambientais (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003; CUNICO et al., 2003). Outro aspecto a ser
levantado é a producdo organica de alimentos que necessita de produtos naturais e
extrato de plantas para o controle de doencas e de pragas agricolas.

Os extratos de plantas medicinais apresentam caracteristicas antimicrobianas
interessantes ao homem, o qual as utiliza comumente para controlar ou abreviar os
sintomas de doencas humanas. No caso de fitopatégenos, alguns desses extratos sdo
também uteis como antifungicos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). Também, esta forma
de controle alternativo é interessante aos produtores rurais pela facilidade de acesso as
plantas medicinais, normalmente cultivadas nas pequenas propriedades agricolas.

Pelo exposto, este trabalho teve por objetivo realizar uma investigacdo do
potencial antifungico dos extratos da espécie vegetal Ottonia martiana, arbusto da
Floresta Atlantica e conhecida pelos nativos do Litoral Paranaense como "Anestésia"
devido a sua propriedade anestésico local na mucosa oral humana (LOPES, 1989;
CUNICO et al., 2004; CUNICO et al.,, 2005; CUNICO et al., 2006) contra alguns

fitopatdogenos de plantas.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 INSTRUMENTACAO E MATERIAL

Os solventes e reagentes utilizados apresentavam grau de pureza P.A. (Merck).
Os isolados dos patdgenos testados foram fornecidos pelo Centro de Diagnéstico Marcos
Enrietti, da Secretaria de Agricultura do Estado do Parand e pelo Laboratorio de
Fitopatologia da EMBRAPA Florestas. Os isolados foram obtidos de plantas de café
(Fusarium oxysporum), de morango (Colletotrichum acutatum) e de erva-mate
(Rhizoctonia sp.). O teor alcodlico dos extratos foi analisado pelo método da
microdiluicdo. As andlises cromatograficas foram realizadas por CLAE Shimadzu, modelo
LC-6A, com detector UV modelo SPD-6AV e coluna Shimadzu Shim pack prep-ODS.

2.2 MATERIAL VEGETAL

Raizes e partes aéreas de O. martiana, foram coletadas em abril de 2000, em
Coroados, no Municipio de Guaratuba (encosta da Floresta Atlantica - Serra do Mar), no
Estado do Parana, a uma altitude de 20 metros. A identificacdo da espécie vegetal foi
realizada pelo Botanico Dr. Gerdt Hatschbach do Museu Botanico Municipal (MBM), da
Prefeitura de Curitiba—PR, e um exemplar desta espécie (exsicata), foi depositado no

Herbario deste Museu, registrado sob niumero 259.057.

2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Isoladamente, caules (116,05 g) e raizes (67,56 g) da espécie em estudo foram
triplamente macerados em etanol (95 %), concentrados a pressao reduzida (40 °C) a
aproximadamente 1/5 do seu volume, armazenados em frasco ambar apos precipitacdo
da porcdo lipofilica em freezer por um periodo de 24 horas e filtracédo a vacuo.

O extrato bruto aquoso (EBaquoso) das folhas frescas (15 g) de O. martiana, foi
obtido ap6s a droga vegetal ser triturada no liguidificador com agua destilada (um minuto)
seguido de filtracdo em funil de vidro sinterizado sob vacuo.

Antes da autoclavagem, o pH das solu¢des contendo extratos encontrava-se em

torno de 5,5 (extratos etandlicos) e 6,4 (extrato aquoso), respectivamente.



2.4 ENSAIO BIOLOGICO

Inicialmente, fez-se um teste de antagonismo entre os fitopatégenos pelo método
da cultura pareada, ou simplesmente pareamento, que consistiu no confronto direto do
antagonista e dos fitopatégenos (interacdo fungo-fungo-fungo) em placas de Petri
contendo meio de cultura sélido BDA (adaptado de MARIANO, 1993). Em seguida, 48
horas ap6s o meio BDA ter sido vertido em placas de Petri, 3 discos de micélio com 5 mm
de didametro, um de cada patégeno testado, foram colocados de forma diamentralmente
opostos na placa. A seguir, as placas foram incubadas a 25 °C no escuro, apos vedacao
com filme plastico. O tratamento controle continha apenas o meio BDA.

Para verificar a inibicdo do crescimento micelial frente aos extratos de O.
martiana, extratos brutos etandlicos (caules e raizes) e aquoso (folhas frescas) foram
incorporados separadamente em meio de cultivo BDA (Batata-Dextrose-Agar), cada um
nas concentracdes de 50, 25 e 12,5 % (em relacdo ao BDA), e, autoclavados a 120°C, a 1
atm por 15 minutos. O meio BDA contendo extrato foi vertido em placas de Petri (15 cm
de didmetro) e ap6s uma hora de resfriamento, 3 discos de micélio de 5 mm de diametro,
um de cada fitopatdégeno testado, foram colocados de forma diamentralmente opostos na
placa.de Petri. Os isolados F. oxysporum, C. acutatum e Rhizoctonia sp., foram retirados
de culturas puras com 7 dias de idade em meio BDA. A seguir, as placas foram incubadas
a 25°C no escuro, apés vedacdo com filme plastico. O tratamento controle continha
apenas o meio BDA. As avaliacdes foram realizadas por meio de medi¢cdes do diametro
das colénias (média de duas medidas perpendiculares), apds cinco dias de incubacéo dos
patdgenos, ou no momento em que as coldnias fungicas do tratamento controle
atingissem aproximadamente a superficie total do meio de cultura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6 repeticbes. Na
analise estatistica dos resultados obtidos, empregou-se o Teste de Tukey com limite de
confianga de 95 %, utilizando-se o programa SANEST (ZONTA; MACHADO,; SILVEIRA,
1984).



2.5 ANALISE POR CLAE

Parte do EBaquoso (folhas frescas) foi autoclavado e comparado ao EBaquoso
ndo autoclavado numa analise por CLAE. Os extratos também foram comparados com
amostras auténticas das amidas bioativas isopiperlonguminina e piperovatina.

As condicdes de andlise das amostras foram as seguintes: fase movel constituida
dos solventes A, B e C (A: H3PO4 0,1% + 0,12 N H,SO, ; B: MeOH e C: ACN), fluxo de
1,0 mL min, volume injetado da amostra de 20 pL, comprimento de onda (l) igual a 280

nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos por meio do método da cultura pareada permitiram comprovar
gue os fungos presentes na mesma placa de Petri ndo sofreram antagonismo, quando
comparados aos cultivados isoladamente nas placas de Petri. O extrato bruto etandlico
(EBEtOH) das raizes apresentou maior atividade antifingica, causando inibicdo do
crescimento dos trés patdgenos acima de 50 %. O extrato bruto aquoso (EBaquoso) das
folhas frescas apresentou maior atividade na inibicdo do crescimento da Rhizoctonia sp.
O efeito inibitério dos EBEtOH ensaiados frente a C. acutatum nao foi dependente da
concentracéao utilizada. Estes resultados podem ser visualizados na TABELA I, a seguir.



TABELA | - EFEITO DA CONCENTRACAO DOS EXTRATOS BRUTOS
ETANOLICOS (CAULES E RAIZES) E AQUOSO (FOLHAS FRESCAS)
DE O. martiana, SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL (mm) DOS
PATOGENOS TESTADOS

Média dos Halos de Crescimento Micelial dos
isolados
(mm)

gogge”traB@SOA oxysporum acutatum
0 em
(% = mg) Controle EB Controle Controle
A/B A/B A/B

EBEtOH 50,0% =102,2

(raizes) 25,0% = 51,1 , 7,2el
12,5% = 25,5 : 70e

Rhizoctonia sp.

EBEtOH | 50,0% = 1335,0
(caules) 25,0% = 667,8 , 7,2 el
12,5% = 333,9 : 70e

EBaquoso || 50,0% = 810,0
(folhas 25,0% = 405,0 : : 6,5 b/
frescas) 12,5% = 202,5 , , 6,0b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey — P< 0,05).
Cada valor é média de 6 repeticoes.
Controle A: controle com inéculos dos patdgenos pareados em meio BDA.
Controle B: controle com inoculos dos patdgenos colocados isoladamente nas placas de
Petri em meio BDA.

Uma visédo dos resultados deste ensaio pode ser tomada com base na Figura 1, a
seguir.



FIGURA 1 — VISUALIZACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DOS FITOPATOGENOS
TESTADOS:
1 - Fusarium oxysporum / 2 - Colletotrichum acutatum / 3 - Rhizoctonia

sp.
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Na Tabela Il, podem-se visualizar os dados de inibicdo do crescimento micelial dos

isolados dos patégenos testados em porcentagem.

TABELA Il - ATIVIDADE FUNGITOXICA DOS EBEtOH (CAULES E RAIZES) E EBaquoso
(FOLHAS FRESCAS) DE O. martiana, NO CRESCIMENTO DE TRES

FITOPATOGENOS
INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL (%)

AMOSTRA | Concentragéao

6 CIEID G Fusarium Colletotrichum Rhizoctonia
BDA oxysporum acutatum sp.
EBEtOH 50,0% = 102,2 62,30* 66,67 72,22
(raizes) mg 55,74 70,37 70,83
25,0% = 51,1 55,74 53,70 66,67
mg
12,5% = 25,5
mg
EBEtOH ] 50,0% = 1335,0 55,74 44,45 63,89
(caules) mg 47,54 50,00 62,50
25,0% = 667,8 40,98 31,48 62,50
mg
12,5% = 333,9
mg
EBaquoso | 50,0% = 810,0 3,33 8,33 76,92
(folhas mg 0,00 4,17 61,54
frescas) 25,0% = 405,0 0,00 2,08 15,39

mg
12,5% = 202,5

mg

*Dados obtidos por comparacdo das meédias das col6nias fungicas do tratamento com a

testemunha.



O teor alcodlico dos extratos etandlicos analisados por microdestilacdo foi
considerado desprezivel visto ser inferior a 0,01 % (0,007 % para o EBEtOH das raizes e
0,009 % para o EBEtOH dos caules). Estes dados sugerem que o etanol ndo causa

interferéncia na atividade antifingica evidenciada neste trabalho.

Na analise por CLAE dos EBaquosos nao autoclavado e autoclavado (folhas
frescas), uma possivel hidrélise de substancias foi evidenciada, entretanto, quando estes
foram comparados com amostras auténticas de amidas comprovadamente presentes
nestes extratos (Isopiperlonguminina e Piperovatina), alteragbes ndo foram exibidas
(FIGURAS 2 e 3).

A inibicdo do crescimento micelial foi mais acentuada em Rhizoctonia sp. Como
este patdogeno ataca um grande numero de culturas agricolas (SMITH et al., 1992),
estudos sobre o uso do extrato de O. martiana poderia ser melhor aprofundado para
controlar o tombamento de mudas e queimas foliares em mudas de espécies florestais. O
uso do extrato reduziria a utilizacdo de agrotoxicos de forma a diminuir o impacto
ambiental decorrente da acdo dos produtos quimicos em organismos ndo alvos, além
disso, visto ndo ser permitido, impediria 0 emprego dos mesmos no cultivo de espécies
medicinais utilizadas como matéria-prima na industria de fitoterapicos (CAMPANHOLA;
BETTIOL, 2003).



FIGURA 2 - PERFIL CROMATOGRAFICO (CLAE):

1 - EXT.RATO BRUTO AQUOSO DAS FOLHAS (FRESCAS) NAO AUTOCLAVADO
2 - EXTRATO BRUTO AQUOSO DAS FOLHAS (FRESCAS) AUTOCLAVADO

1 Chrom Type: Integrated Chromatogram, 209 to 452 nm
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FIGURA 3 - PERFIL CROMATOGRAFICO (HPLC):

A - PADR@O: ISOPIPERLONGUMININA
B - PADRAO: PIPEROVATINA
C - A + B + 1(extrato ndo autoclavado) + 2 (extrato autoclavado)

Chrom Type: Integrated Chromatogram, 209 to 603 nm
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4 CONCLUSAO

O método de pareamento utilizado mostrou auséncia de antagonismo entre os
microrganismos testados.

O potencial antifangico de extratos da O. martiana foi confirmado contra F.
oxysporum, C. acutatum e Rhizoctonia sp. neste bioensaio. Houve uma maior atividade
dos extratos contra Rhizoctonia sp. in vitro, indicando a necessidade de testes de controle
em condi¢des de campo.

Esta pesquisa reafirma a necessidade de se investir na busca de novos métodos
alternativos no controle de fitopatdgenos, ambientalmente corretos, sem danos ao meio

ambiente e a salde humana.
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