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RESUMO

SILVA, R. A. da. Avaliagiio de extratos vegetais ng inibigio “in vitro”de
fungos fitopatogénicos. Lavras: UFLA, 2000, 44p. (Dissertagio -
Mestrado em Agroquimica/Agrobioquimica)’

Na natureza, a grande maioria das plantas, especialmente aquelas com
potencialidades medicinais, dispde de mecanismos secundarios de interesses
diversos. Partindo deste principio, 5 plantas de agdo medlimmentosa, Thunbergia
alata, Oxalys hirsutissima, Waltheria indica, Baccl%aﬁs dracunculifolia e
FPyrostegia venusta, foram submetidas & extragfio quimica, visando uma
aplicagdo no controle biologico como um antifiingico natural, sem causar danos
a0 meio ambiente. Os extratos foram obtidos a partir do caules e das folhas de
cada planta em estudo, através de extragdes quimicas a iiiio, ¢ submetidos a um
processo de extraciio liquido-liquido, com solventes dé polaridades crescente.
Posteriormente, foram purificados através de cromatografia de camada liquida,
monitorados por CCD, utilizando a metodologia para cromatografia de camada
delgada (CCD) e cromatografia de camada liquida (CCL). Foram avaliados os
efeitos dos extratos de caules ¢ folhas das 5 plantas sobre o crescimento micelial
de Fusarium oxysporum e Colletotrichum dematium nas Poncenu'aga&s de 100 ¢
500 ppm. Também avaliou-se a germinac3o de esporos d%ss fungos utilizando os
extratos brutos de Thunbergia alata e Oxalys hirsutissima. O crescimento
micelial de Fusarium oxysporum e Colletotrichum dema'tjium foi inibido pelos
extratos brutos das 5 plantas; entretanto, Thunbergia alata e Oxalys
hirsutissima apresentaram uma redugio micelial signiﬁémiva entre as demais
plantas. A germinag¢3o de esporos foi inibida em 100% nas concentragSes de 10,
50, 100 ¢ 500 ppm para folha e caule de mmber;gia alata 1o extrato

l

* Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Oﬁenthdor), Paulo Esteviio de
Souza-UFLA e Manuel Losada Gavilanes-UFLA (Co-orientador?
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cloroférmio. Pode-se concluir que entre os solventes quimicos utilizados,
cloroférmio foi o ideal para extrair as substincias que provocaram a inibiggo.
Quanto ao efeito das aplicagSes das concentracSes de 100 e 500 ppm, estas nio
interferiram nos resultados de inibigio no crescimento micelial. Pelos dados
obtidos, conclui-se que os extratos brutos vegetais das 5 plantas foram
eficientes no controle dos fitopatégenos estudados.



ABSTRACT

SILVA, R.A. Evaluation of plants of extracts “fn vitro” inhibition of
phytopathogenic fungi. Lavras: UFLA, 2000. 44p (Dissertation — Master

in Agrochemstry/ Agrobiochemistry)"* ;'i

In nature, the vast majority of plants, mainly those with medicinal
potentialities possesses secondary mechanisms of va[rymg interests. Starting
from this principle, 5 (five) plants of medicamentous action, Thunbergia alata,
Oxalys hirsutissima, Waltheria indica, Baccharis dracunculifolia and
Pyrostegia venusta, were submitted to chemical iexnaction, arming at
_ application in biological control as a natural antifungic without causing damage
to environment. The extracts were obtained from the sEm and leaves of each
plant under study by means of cold chemical extractions and submitted to a
liquid-liquid partition process with growing polarity soilvents. After, they were
purified by utilizing thin layer chromatography ('Ii'LC) and liquid layer
chromatography (LLC). The effect of the stem and leaf extracts of the 5 (five)
plants upon the mycelial growth of Fusarium oxysporum and Colletotrichum
dematium at the concentrations of 100 and 500 ppm. Also, the germination of
spores of the fungi was evaluated by utiizing the crude extracts of Thunbergia
alata and Oxalys hirsutissima. The mycelial growth of Fusarium oxysporum
and Colletotrichum dematium was inhibited by the crudé extracts of the 5 (five)
plants; nevertheless, Thunbergia alata and Oxalys hirsutissima presented a
‘significant mycelial redution among the others. Spore germination was inhibited
by 100% at the concentrations of 10, 50, 100 and 500 ppm for the stems and
leaevs of Thunbergia alata in the chloroform extract. It imn be ended that enters
the used chemical solvents, cloroform went the ideal to extract nourish that

provoked inhibition. With relations to the effects of {1:he applications of the

* Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso — UFLA (Major Professor), Paulo
Estevio de Souza-UFLA e Manuel Losada Gavilanez — UFLA!(Co-advisers).




concentrations of 100 and 500 ppm, these ones did not interfere in the inhibition
results of the mecelial growth. From the data obtained it follows that the crude
plant extracts of the 5 (five) plants were efficient in the control of the
phytopathogens studied.



1 INTRODUCAO

1
|

As plantas, pela sua pureza de vida, pela fidelidade em seguir a Lei
Maiorqueasrege,guardamemsipotendaisde‘cura,deﬁtotoﬁddade,
propriedadesmasqueatéomomento,sioquas%tom]menteocultase
inamsiveis.Umaportaagoraseabreaosquesegedicamaoonhecertal
mﬁdade,aﬁmdequewsereinopossapmtar,aindémaisamplmnm,seu
servico ao mundo. Consideradas ou nio seres &splntums, as plantas, por suas
propriedades terapéuticas ou toxicas, adquirirem fundamental importincia na
medicina popular. I

Canalizar recursos piblicos para a pesquisa de fitoterdpicos ¢
wnveniente,unmvezqueauﬁlizaﬁodasphmasﬁdﬂlscomomedicinaismﬁ
dimﬁmenteaﬁehdaéqustﬁoeconﬁmica,comoaﬁvida@agﬁmheindwﬂi&é
questéio social, por ter um menor custo de obtencio, éé questdo iatrogénica, no
sentido de possuir efeitos colaterais reduzidos ou mwma inexistentes, e ainda &
qu&stﬁodasobemnianacimal,pehaplomﬁoewnhecifpanodosswsrecmsos
naturais. ?‘_

Os estudos fitoquimicos tradicionais com espécies brasileiras
conduziram, até¢ o momento, ao isolamento de grande 1 de moléculas, no
-entanto, a grande maioria continua sem qualquer aplicacio devido 3 falta de
biotestes preliminares eficientes para serem triadas. drim et al. (1985).

Segundo Baladrim et al. (1985), estima-se que existam cerca de 500.000
espécies de plantas na terra, com aproximadamente 250.(iQO espécies conhecidas,
sendo que apenas uma pequena parcela foi investigada fitoquimicamente ¢ uma
fracdo ainda menor foi submetida a ensaios para vehﬁcaga’io de atividades
biolégicas ou farmacolégicas. Assim, a pesquisa de novos compostos




biologicamente ativos vem a ser uma das maiores tarefas dos fitoquimicos em
todo o mundo. O processo que vai da escolha da planta até a obtengdo de uma
substincia biologicamente ativa € longo e requer uma visio multidisciplirar.
Portanto, a descoberta de extratos promissores, ¢ o subsequente fracionamento
biomonitorado para o isolamento das substincias ativas, requer bioensaios
simples, répidos, reprodutiveis e baratos, que sejam compativeis com o grande
mimero de amostras a serem analisadas.

Sabe-se que da ultima década para cé, a conscientizagdio quimica sobre o
uso indiscriminado e incorreto de defensivos agricolas no ambiente rural e
urbano, causando prejuizos aos ecossistemas € ao homem, tem motivado o
desenvolvimento de métodos e produtos alternativos no controle de doengas de
plantas.

O controle quimico de doengas de plantas é, em muitos casos, a tinica
medida eficiente e economicamente vidvel de garantir as altas produtividades e
qualidade de produgo visadas pela agricultura moderna. Procura-se, cada vez
mais, usar fungicidas especificos para se evitar a contaminagio do meio
ambiente, os quais inibem seletivamente os processos metabdlicos especificos,
compartilhados apenas por grupos restritos de fungos, atuando t3o somente
contra os patégenos visados. A alta especificidade de agfio leva a alta
fungitoxicidade inerente aos fimgos sensiveis e a baixa fitotoxicidade.

A seletividlade permite a um fungicida atuar sistematicamente,
aumentando a sua eficiéncia, que é; a0 mesmo tempo, a causa de sua
vulnerabilidade. Os fungos, como todos os organismos vivos, sio geneticamente
maledveis e podem, através de mutacdes, tornarem-se resistentes a fungicidas
especificos que atnam em um ou em poucos processos metabdlicos vitais. A
pesquisa constante ¢ a procura de novos grupos quimicos com efeitos fumgicida
tornam-se de fundamental importincia. Na-natureza, a grande maioria das plantas



sdo resistentes aos diferentes patogenos, estamisténpiapodemrrelacionada
A existéncia de fungicidas naturalmente produzidos. P;ommo, espera-se que a
descoberta de substincias naturais com efeito fungicida possa contribuir com o
controle das doengas das plantas. Este trabalho teve ‘como objetivo avaliar o
efeito fungitoxico de extratos de plantas medwamento&s

|




2 REFERENCIAL TEORICO

Os vegetais possuem aspectos comuns no seu metabolismo, sintetizando
substéincias que sfo vitais a todos, como a celulose, 0 amido, os lipideos e
aminodcidos; estes s3o os constituimtes do metabolismo primirio. No
metabolismo secundirio, a sintese bioquimica varia de espécic para espécie
produzindo substincias particulares, cujas fungSes ainda nfio foram definidas na
maioria dos casos. Segundo Thorpe (1990), os metabélitos secundarios das
plantas constituem principios ativos de diversos produtos quimicos orgénicos que
sdo de interesse farmacéutico e industrial.

Algumas substincias produzidas pelos vegetais tém fungdes de
adaptagio ao meio e sfo armas da competigio bioldgica. Sabe-se que, de uma
forma geral, vegetais cultivados em condicdes ideais de fertilidade ¢ ambiente e
sem exposicdo 4 competicdo por espago com outros vegetais, produzem uma
quantidade minima destas moléculas. J4, aqueles sujeitos as adversidades do meio
¢ & competicio com outras plantas muitas vezes produzem muito destas
substéncias (Thorpe, 1990).

Para Botsaris (1995), os principios ativos sintetizados por vegetais s3o
uma funcdo de defesa contra agressdes de parasitas biologicos. Os vegetais
também podem ser agredidos por fungos, bactérias, protozoarios e virus. Segundo
-Agrios (1988), estes podem causar lesdes em plantas, podendo ser localizadas em
folhas, caules, flores, frutos, € em um estidio mais avangado, pode ocorrer a
expansio e a coalescéncia.

A ciéncia fitoterapica tem sido progressista. Antigamente sabia-se que
certas ervas curavam algumas doengas, mas nio se sabia o porqué. Hoje
explicam-se os efeitos pelas causas. As virtudes das plantas consideradas
medicinais devem-se, em grande parte, as moléculas nelas contidas, como



alcaléld&s terpenos, fendis e derivados, flavonéides, acldos carboxilicos e seus
derivados, etc. (Baladrim et al.1985). .
Para Korolkovas e Burckhalter (1995), agmim fingicos s3o drogas
regadasconn'amfeegﬁ&swlsadasporﬁmgos Podemserﬁmglstancosou
i \'cossaommbémutihzados'notxatammdeplams,
sementes, solos pmturas) bem como protetores foliares, conservadores de
idi (polpa, couro)econservadomdcmadeua,emreouu'as
finalidades. Estima-s¢-que os fingicidas sejam empregados no cultivo de metade
da safra mundial de alimentos. Ovalordaproduﬁoéefnngicidas chega a 50
milhSes de dolares, repmentandocerwdelo%dasvendasmnmdlalsde
agrotoxicos.

Segundo este mesmo autor, alguns agentes antifingicos sdo conhecidos
hé muito tempo, embora a maior parte tenha sido introduzida. recentemente.
McCaﬂan(l967)dividiuahisﬁéﬁadwssagentwtr§emsdisﬁntas:aemdo
enxofre (até 1882); a era do cobre (1882 a 1923) f’ finalmente a era dos
fungicidas orgénicos. Na primeira era, séc. VII a.C., Homero.menciona o
empregodoem:oﬁ'ecomopudﬁwme.‘D&sdem;épom,surgimmalguns
compostos com propriedades fimgicidas: arsénio, cloreto de zinco, gliceridios,
mercirio e sulfato de cobre. Ja a segunda tevemlcloc?mannroduqaodewlda
bordalesa. A procura por formas de cobre menos toxms resultou nos assim
‘chamados fimgicidas de cobre fixo, constituidos por tquatro grupos: sulfatos
basicos, cloretos basicos, 6xidos e diversos grupos de sxhcatos de cobre, fosfatos
e zedlitos. Em 1934 iniciou-se a terceira era, qu% se caracterizou pelo

desenvolvimento de fungicidas orginicos muito eficientes e, em alguns casos,
De acordo com Cardoso (1995), diversos compostos com atomos de N, O
eS,sephmdosporumoumaisétomosdecarbono,téms}idowmdadoseMms

|



v
i

u Mimosa scabrella sobre o fungo C. lagenarium. Nestes, foram identificados e

.

na literatura como compostos que apresemtam atividade fumgicida. Segundo
Schwinn (1983) e Schwinn e Staub (1982), a partir de 1970, o desenvolvimento
de fungicidas antioomicetos teve um grande avanco. Nesta década, com o
advento ¢ com o uso de fungicidas sistémicos, o controle quimico de fungos
problematicos, como os oomicetos, sofreu grandes mudancas. Esses fungicidas
sd0 seletivos e especificos e atuam contra os patdgenos alvos sem serem

Trabalhos de Oliveira et al. (1992) mostraram a eficiéncia de extratos de

comprovadas a presenga de compostos fenlicos e derivados.

Posteriormente, Laranjeira et al. (1995a,b), utilizando extratos de carod
¢ sisal sobre culturas de Fusarium oxysporum F. sp. phaseoli, observaram a
presenca de substincias alelopaticas. Depois de vérios testes, concluiram que
dependendo das concentragdes adicionadas ao meio de cultura, os extratos foram
mpamdeinibirocr&ccimaﬂomioeﬁaleapmduﬁodewpomsdosﬁmgos
referidos anteriormente. Em outro estudo, Laranjeira et al. (1995b) utilizaram
extratos obtidos da raspa do caule de juazeiro ¢ de folha de sisal no controle do
fungo Botryoploidia theobromae, agente casual da morte da mangueira.
Usaram, como meio de cultura, BDA acrescido de diferentes concentragdes de
extratos de juazeiro e sisal. Concluiram que os extratos testados apresentaram
alteragGes no crescimento micelial, produgfio e fertilidade de picnidios de B.
theobromae.

Rodrigues et al. (1995), estudando extratos de duas espécies vegetais
Lonchocarpus sp e Pilocarpus sp sobre o fungo Sclerotrum rolfsi, um importante
patégeno do solo, avaliaram a germinagfio, crescimento micelial (medido
ortogonalmente) ¢ a produgfo de esclerddios (por contagem). Concluiram que niio
houve influéncia das concentragdes e espécies vegetais sobre a germinagfio e



crescimento micelial do fungo em estudo, mas para a produgio de esclerédios,

A eficiéncia da erva medicinal Cymbopongon citratus (capim limio) no
wnuoledeﬁwpatégenosedeplantasdminhasanﬁ]ijoeirofoiesmdadapor
Valarini, Frighetto e Spadotto (1995). Estes comprovaram que o éleo essencial da
planta a 10%, obtido das folhas, inibiu totalmente o) crescimento micelial de
Fusarium solani f. sp. phaeseoli, Sclerotinia sclerotz‘or;lm € Rhizoctonia solani.
Além disto, observaram a inibigdo total da germinagio de sementes de Digiraria
horizontalis (capim colchdo), Sorghum halepense (captim massambard), Bidens
pilosa (picdo preto), Euphorbia heterophylia (amendoim bravo, leiteiro) e
Raphanus raphanistrum (nabica). b

Pesquisas desenvolvidas por Pinto (1992), visando o controle do fungo S.
cepivorum, foram realizadas com exiratos de Braguiaria  humidicola
(braquiaria); Cmmbﬂa paulinea (crotalaria) e Eucalipb citriodora (eucalipto);
os quais foram testados em diferentes concentrax;aw como inibidores do
crescimento micelial ¢ da germinaio de esclerddis do microorganismo.
Entretanto, para altas concentragdes (até 1000 ppm) nfo foram obscrvadas
nenhuma influéncia. ]

Faria et al. (1997), trabalhando com plantas do cerrado de Goias-Go,
(Hyptidendrum sp, Hypenia sp, Hyptis sp, Solarum sp J&Annona sp), conhecidas
'da medicina folclérica como fontes altemnativas de 'compostos antifiingicos
sistémicos, observaram um perfil biolégico indicando: potencial da atividade
antifiingica quando aplicadas na concentragio de 2000 g.LnL“.

Recentemente, trabalhos de Benmevides, Young e Bolzam (1998)
mostraram que extratos de plantas Pefiveria allz’acetgze apresentavam, entre
outras, atividades fingicidas. Identificaram alcaléides- e derivados fendlicos
presentes. ‘



Trabalhando com extratos aquosos de matéria orgénica, Nakasone,
Bettiol e Souza (1999) avaliaram os eftitos destes extratos sob diferentes fingos
fitopatogénicos. Os extratos foram obtidos misturando-se vermicomposto e
composto orgénico com 4gua na proporgio de 1:1. Nio foi verificada correlagio
significativa entre a concentragio dos extratos aquosos de composto orgdnico e
vermicomposto € a porcentagem de germinagiio; entretanto, com 0 aumento da
concentragdo dos extratos, ocorreu reducio na germinagio.

2.1 Aspectos biolégicos fimgicos

Estudos realizados por Russomano et al (1987) em 298 amostras de 17
gramineas forrageiras constataram a ocorréncia de 23 géneros de fungos. Nestes
foram incluidos fungos patogénicos &s forrageiras e as culturas de importincia
econdmica, bem como de produtores de toxinas prejudiciais aos animais.

Posteriormente, Goulart (1990) constatou 26 doengas, camsadas por
fungos, em hortalicas, na regifo Norte de Minas Gerais, destacando a
importdncia do trabatho de levantamento na regifio para a realizagio de um
programa de manejo integrado de doengas.

Em trabalho de Pozza (1994) sobre a ocorréncia de doengas da parte
aérea de diversos hospedeiros, Deuteromicotina foi uma das classes estudadas
encontradas na cidade de Lavras-MG. Segundo este autor, o agente etiolégico de
maior ocorréncia foi Fusarium sp., seguido de Colletotrichum dematium. Estes
foram encontrados, em razio do grande mimero de podriddes pés-colheita
catalogadas, em que 72 espécies sdo do género Fusarium, responsavel por 59
(12,1%) das enfermidades, seguido de Colletotrichum, com 56 espécies (10,5%).
Para o autor, a alta freqiiéncia de F. oxysporum encontrada deve-se 4 produgio
de clamidosporos, estruturas de resisténcia com capacidade de sobrevivéncia no



solo, por longo periodo de tempo, causando o maior mimero de sintomas de
Para o género Colletotrichum sp. este fato se explica por este ser
encontrado com ampla distribuigio em varios jros, predominando nas
gramineas, leguminosas e solaniceas, representando 70%. dos sintomas causados
por este, sendo também o patégeno causador de maior nimmero de lesdes locais.

2.2 Oleos essenciais f

Segundo Gottlich ¢ Salatino (1987), 6leos essenciais constituem uma
grande categoria de principios ativos produzidos por vegetais, caracterizados por
semseparéveisporamstccomvapordeéguaepgodnzidosms
mmémimseoelular&sdeﬁnidasemmbémporcmfeﬁrexf@uomaaosorganimos
queospmdummsallandoqlwméumammcte;isﬁwdemuitosom
produtos vegetais. ‘

De acordo com Waterman (1993), dleos &ssenclals sdo misturas
complexas, contendo, muitas vezes, mais de 100 compostos, dos quais os mais
utilizados sdo quimicamente constituidos por texpenos ou terpendides e
fenilpropenos ou fenilpropendides.

Segundo Lopes (1997), emstemdevanasteqmasanpregadaspara
extragio de o6leos essenciais, como a hidrodestilagio, destilagio por arraste de
vapor, extragio com solventes orgAnicos ou com CO; liquido. Segundo Mancini
(1984) ¢ Martins (1996), o processo mais utilizado para realizar as extragoes é 0
arraste com vapor d’agua, que além de apresentar bom rendnnem‘o apresenta a
facilidade de execugiio e de baixo custo.




3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material botfinico

As espécies aqui estudadas foram coletadas no més de abril de 1998,
segundo o quadro abaixo. A identificacfio das espécies trabalhadas foi realizada
.anavésdecomparaﬁooommaterialeﬁsmenoHerbéﬁoESAL (Herbario do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras-UFLA). Uma
exsicata de cada espécie foi incorporada ao acervo do referido herbario, com os
seguintes registros: 15863; 15862; 15860; 15864 e 15861.

TABELA 1- Classificag3o, uso, local de coleta das plantas em estudo utilizadas
para extragdo. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Nome Vulgar Nome Cientifico Familia  Uso Terapéutico  Local de Coleta

Maria-sem- Thunbergia alata  Acanthaceae Antiespasmédica  Cidade de Lavras-
vergonha MG
Trevo-peludo Oxalis Oxalidaceae  Anti-séptica Estrada que liga a
hirsutissima cidade de Jtumnirim-
MG e Hutinga-MG
Malva-branca Waltheria indica  Sterculiaceae Antiespasmédica  Estrada que ligaa
cidade de Itumirim-
MG e Iutinga-MG
Cipd-de-sifo- Pyrostegia venusta Bignoniaceae  Antidiarmréica Br265,Km 19
jodo
Alecrim do Baccharis Asteraceae Febrifugas Campus
campo dracunculifolia Universitdrio/UFLA

3.1.1 Botanica das espécies vegetais

1. Thunbergia alata Bojer (Maria-sem-vergonha)

Pertencente a familia Acanthaceas, ¢ uma planta trepadeira, perene,
herbacea, medindo 1-3 m de comprimento, com reprodugdio por sementes. Suas
folhas sdo pubescentes, opostas, 5-10 cm de comprimento, sustentadas por longo

10



peciolo alado. Apresenta flores solitarias, longo-pedm'lculadas, cores varidveis
entre alaranjado, amarelo e branco, coma face interna do tubo da corola castanho
escura ou preta. E originada da Africa Oriental, sendo' naturalizada no Brasil e
em toda a América Tropical (Lorenzi, 1992). I*ti uma planta daninha
medianamente freqiiente, infestando principalmente pomares, lavouras anuais em
geral, beira de cercas e terrenos baldios. Apresenta propriedades medicinais
autiespasmodica, sendo empregada através de infusdo e c’leoocto (Lorenzi, 1982;
Gavilanes, Cardoso e Brandzo, 1998). 1

2. Pyrostegia venusta Miers. (Cipé-de-sio-jodio)

Da familia Bignoniaceae, ¢ uma planta perene, trepadeira, lenhosa,
medindo 2-4 m de comprimento, com reprodugdo por )sementes, possui folhas
opostas, compostas de 2 foliolos ¢ uma gavinha trifida, eventualmente com 3
foliolos, de 3 cm de comprimento e 2 cm de largura. hfllmcénmas axilares, em
forma de paniculas, consﬁmidasdenmitasﬂor&svistosa% com corola tubulosa de
5-7 em de comprimento. Originaria da América do Sul,} é uma infestante muito
comnmanpastagens,beimdeeewaseaolongodemdas,pﬁncipalmem:e
terrenos aremosos (Lorenzi, 1982). E, por outro latio, uma planta muito
omamental, prestando-se admiravelmente para revestir caramanchdes, colunas e
muros. E também utilizada na farmacopéia caseira. S?uas folhas encerram o
‘glicosidio “pyrostegina”. E considerada tonica e antidiarréica, porém suspeita-se
que seja venenosa, tendo sido ja registrados casos de env‘;enenamento de bovinos,
(Lorenzi, 1982; Gavilanes, Cardoso e Brandio, 1998). ..

3. Baccharis dracunculifolia DC. (Alecrim-do-campo)

|
Da familia Asteraceae (Compositae), ¢ uma planta arbustiva, perene,
medindo 2-3 metros de altura, com reprodugio por sementes. Possui folhas
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alternas, sem peciolos, membraniceas, lanceoladas, densamente pontuadas de
glindulas, medindo 1 a 3 cm de comprimento ¢ 3 a 5 mm de largura. Apresenta
inflorescéncia axilar, em capitulos contendo somente flores femininas on contendo
somente flores de ambos os sexos (Lorenzi, 1982). E uma planta daninha de
pastagem largamente distribuida pelas principais regides de pecuaria do pais. O
aumento demasiado de sua infestagfio leva a inutilizagfio total do pasto. Suas
folhas sdo utilizadas como remédio caseiro. Propriedades medicinais; ténica,
eupéptica e febrifuga, sendo também muito util nos embaragos gastricos.
(Lorenzi, 1982; Gavilanes, Cardoso e Brandio, 1998).

4. Waltheria indica L. (Malva-branca)

Pertencente & familia Sterculiaceae, é uma planta perene, herbacea, ereta,
ramificada, base lenhosa, caule denso-pubescente, medindo 50-120 cm de altura,
com reproducio por sementes. Possui folhas alternas, pecioladas, denso-
pubescentes em ambas as faces, medindo 4-8 cm de comprimento e 3-5 cm de
largura. Inflorescéncia axilar, em glomérulos sésseis; apresenta flores pequenas,
de coloragdo amarela e protegidas por bractéolas lineares ¢ com densa pilosidade,
que confere 4 inflorescéncia um aspecto de veludo (Lorenzi, 1982). E uma planta
daninha bastante frequente, infestando lavouras anuais e peremes, pomares,
pastagens, beira de estradas e terrenos baldios. Apresenta nitida preferéncia por
solos arenosos ¢ 4cidos. E uma das mais sérias infestantes de lavouras situadas
em cerrados. Apresenta propriedades medicinais como antiespasmédica,
emoliente, antiblenorragica e anti-sifilitica. Considerada também util contra
coqueluche, hemorragia, hemoptise, bronquite, eczemas e afecgdes da laringe.
(Lorenzi, 1982; Gavilanes, Cardoso e Brandiio, 1998).

12



5. Oxalis hirsutissima Mart. & Zucc (Trevo- peludo)

A familia Oxalidaceae apresenta é uma planta anual, herbéacea,
caules pubescentes, medindo 20-30 cm de comprixgento, com reproducio
por sementes. Apresenta folhas alternas, lotingamente pecioladas,
compostas, trifoliadas; foliolos membranéceos, quase sésseis, densamente
I.Jilosos nas duas faces, medindo 2-3 cm de comprimento. Inflorescéncias
axilares, em grupo de 2-6 flores de coloragfio atlnarela. Fruto: capsula
subcilindrica com muitas sementes; sementes elipticas. E uma planta

_daninha medianamente frequente, infestante principalmente cafezais em
areas de cerrado. Segundo Kissmann e Groth (1995), uma caracteristica
da familia Oxalidaceae é que as plantas apremnt?xm geralmente, altos
teores de acido oxalico. Em medicina popular é cntada como sendo anti-
séptica, usada externamente. (Gavilanes, Cardoso e Brandio, 1998).

3. 1. 2 Obtengdo dos extratos, empregando-se dnferentes solventes

As extragdes foram feitas no Laboratrio de:Qunmw Organica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Layras (UFLA).

Foram pesados 500 g das folhas e caules das plamas frescas, as quais
foram trituradas com o auxilio de um triturador tipo Polétron. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a extragio a frio em 2,0 L de hexano, durante 8 dias,
¢ em seguida foram filtradas a vicuo em funil de Buchner. O filtrado foi
concentrado em evaporador rotatério sob press3o reduZ}da a 50 °C, em banho-
maria, até completar a evaporagio do solvente, obterdo-se o extrato bruto
hexanélico. O residuo vegetal, apés filtragem, foi levado & secagem em estufa
venﬁ]ada‘ a 25 °C. Apds seco, o procedimento ac?ma foi repetido com

i
t
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clorofdrmio, acetato de etila e metanol, obtendo-se, assim, os respectivos

extratos, como representados pela Figura 1.
l Plnta Fresca I
500¢g

Extraglo com Hexano

| Extagho chmtimio |

FIGURA 1. Cronograma de extragio para obtengio dos extratos brutos das
folhas e caules das espécies vegetais, modificado por Matos (1988).
UFLA/DQI, Lavras-MG, 2000.
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3.1.3 Purificagiio dos extratos obtidos em cloroférmio a- parhr dos caule e
folhas de Thunbergia alata

Os extratos obtidos pore:mﬁoaﬁiofommsub?leﬁdpsaumpmmso
de particio liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes.
Inicialmente, realizou-se cromatografia de camada delgada (CCD) preparativa em
silica gel 60 G da marca Merck, que com base na série e.luon'épieade diversos
solventes, possibilitou-nos, apds algumas tentativas, enoontrar uma combmaq:w
binéria de eluentes: cloroformio/metanol (1,0:7,0),- metanol/clorofomno (1,0:2,0),
hexano/metanol (1,0:1,0), com separagdo nitida das manchas Posteriormente,
cada extrato foi submetido a uma cromatografia liquida de coluna (CCL),
recheada com mais ou menos 32 g de silica gel 70-230 mesh da marca Merck,
cujos eluentes de polaridade cressente foram selecionados com base nos dados da
cromatografia de camada delgada (CCD), a saber: hexano, clorofrmio, acetato
de etila, etanol, metanol, Acido acético ¢ agua. Coletaram-se fragdes de 30 ml no
tempo de 16 minutos, totalizando 75 frascos para cada extrato. As fragdes de
cada elucnte foram reunidas, levadas a um evaporador rotatério, concentradas, €
a seguir, levadas a estufa a 25°C. Os residuos obtidos fo%am solubilizados no
respectivo eluente e analisados por cromatografia de ca:ﬁada delgada -(CCD)
utilizando-se as seguintes combinagles binarias: hmo/melanol (1,5:2,0),
hexano/metanol (2,0:1,0) e metanol/hexano (1,0:2,0). Dlaknte dos resultados,
observou-se a necessidade de outra CCL e posterior CCD, em que se obtiveram
manchas semi-puras. O melhor resultado foi a fragio obtida com o eluente
cloroférmio (amostra 25) utilizando-se cloroférmio/metanol (1,0:2,0) para CCD e
todo como revelador. Os Rfs obtidos foram calculados a ém da média dos
resultados de quatro placas.
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3.1.4 Obtengio do éleo essencial das plantas

Para obtencdo dos dleos essenciais das plantas, utilizou-se a metodologia
de arraste de vapor descrita por por Martins (1996) e Lopes (1997), representada
pelos equipamentos da Figura 2.

Coletaram-se aproximadamente 20g de folhas frescas das plantas e
procedeu-se a extragdo por quatro horas, obtendo-se, assim, 2 L de hidrolato.
Este foi colocado em um funil de separagio ¢ a extragdo do éleo foi realizada
pela adi¢do de 100 mL de diclorometano. Separaram-se a fase organica € aquosa.
Repetiu-se a operagdo por trés vezes. Desprezou-se a fase aquosa ¢ a fase
orgdnica adicionou-se sulfato de magnésio anidro. Deixou-se em repouso por 30
minutos. Apos, filtrou-se, evaporou-se o solvente em rotavapor, sob pressido
reduzida, obtendo-se o produto desejado.

Os dados da Tabela 2 mostram o rendimento dos oleos para cada
espécie vegetal estudada.

TABELA 2- Determinagdo do rendimento de 6leo essencial das cinco espécies de

plantas medicinais.

Plantas Peso do Balio Peso do Oleo  Rendimento
com Oleo Obtido %

Baccharis dracunculifolia 12035 g 1,12 g 5,6

Oxalis hirsutissima 10736 ¢ 1,90 ¢g 9.5

Pyrostegia venusta 13577¢ 265¢g 1313

Thunbergia alata 13569 ¢ 265¢g 13,25

Waltheria indica 103.40 ¢ 1,20g 6,0
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FIGURA 2. Representagdo do equipamento utilizado na extragdo de odleo
essencial pelo sistema de arraste a vapor. UFLA/DQI, Lavras/MG,
2000.
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3.2 Avaliagio do efeito sobre o crescimento micelial dos extratos sobre os
fitopatbégenos

A atividade fungitoxica dos extratos de caules e folhas em estudo foi
avaliada sobre os fungos Fusarium oxysporum f. sp. gladioli e Colletotrichum
dematium Pers ex. Fr. Grove da classe Deuteromicotina. As culturas utilizadas
para o teste foram obtidas na micoteca do Departamento de Fitopatologia da
UFLA. O método utilizado foi o bioanalitico “in vitro”, observando-se o
crescimento ou a inibigdo do micélio nas concentrages de 100 e 500 ppm dos
extratos vegetais, utilizando-se, como substrato, o BDA (batata, dextrose, igar).

Em uma capela de fluxo laminar, solubilizou-se cada extrato em
quantidades minimas (5 ml méximo) de hexano para extrato da fragio hexdnica,
cloroférmio para o extrato da fragdo cloroférmio, acetato de etila para o extrato
da fragdo acetato de etila e metanol para o extrato da fragio metandlica.
Adicionou-se, a0 meio de cultura (100 mL), previamente aquecido por 2’¢ 40
em fomo de microondas. Adicionou-se uma gota de antibiético (Quemicetina) ao
meio de cultura para inibir o desenvolvimento de bactérias. Verteu-se a solugo
em 8 placas de Petri previamente esterilizadas, 4 para Fusarium oxysporym e 4
para Colletotrichum dematium. Apés o resfriamento, esperou-se o semeio do
fungo colocando-se um disco de 8 mm de difimetro de meio no meio de cultura,
de forma invertida, no centro de cada placa. Paralelamente, preparam-se placas
padrﬁes:maoomoBDAesemosexn'atosmnmdo;ouuamocomposto,
mas com 0s respectivos solventes adicionados ao meio de cultura. Estas foram
vedadas e levadas 2 uma cdmara de incubagdio a 23-25°C por 10 a 15 dias.
Durante este periodo de crescimento, foram efetuadas medigdes diarias ortogonais
do didmetro das colbnias, tendo como referéncia o crescimento da placa
testemunha preenchida com difmetro de 9,0 cm.
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Adotou-se 0 esquema fatorial com quatro repetigdes, em delineamento
inteiramente casualizado. O indice de crescimento micelial (ICM), também
denominado taxa de crescimento micelial, foi calculado pela formula modificada
de Nakagava (Maguire, adaptada por Oliveira, 1991),!na qual se observou o

crcscimentomicelialdascolﬁniasanavaliagﬁwdiérias. :

cM=5.154 4+ S ‘
Nl N2 Nn li

Onde:

ICM = indice de crescimento micelial
. Gy, Cz, C, = crescimento micelial das col6nias na primeira, segunda e ultima

avaliacéio. {
Nl’ Nz, Nn = nl'llnel'o de dias

3.3 Avaliagfio do efeito dos extratos brutos de caules ¢ folhas de Thumbergia
alata, sobre a germinagfo de esporos de Fusarizmlt oxysporum

Adotou-se 0 método bioanalitico "in vitro" de miblﬁo de germinagdo de
€Sporos. Fomnlmhmdasoolomas]ovensdosﬁmgosﬁmpatogmwos Para estes
testes, utilizou-se o extrato bruto de caules e folhas, obtldo da fragdio cloroformio
dasplantas.Pamaavalmodagemunagaodewporos, foram utilizadas
laminas escavadas (25 x 75 mm) utilizadas em microscopia. Sobre cada 1dmina,
adicionou-se uma gota de 20 ul de uma suspensio na concentracdo de 3 x 10°
esporos/mL, obtendo-se, assim, a concentragio desejada e 20 pl do extrato bruto
cloroférmio a 50, 100 e 500 ppm. A avaliagdo foi realizada apds 6 horas de
incubagdio, em cdmara umida a 22 °C 12, paré. - Fusarium oyxsporum.
Determinou-se a porcentagem de germinagio em micfosoépio otico (aumento
250 x), emlOmposporgot&Aporcentagemdegemmamfondetermmada
segundo a seguinte formula:
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Porcemagmn'degerminagao=nﬁmerodeesporos germinados
mimero de esporos observados x 100

Para a avaliaco de germinag#io de esporos, nas concentragdes de 10, 50,
100 ¢ 500 ppm do extrato de caule ¢ folha de Thumbergia alata, foram
considerados esporos germinados aqueles que apresentaram tubo germinativo;
independente do seu comprimento. O delineamento foi inteiramente casualizado
com 4 repeticdes.

~ 3.4 Identificacfio quimica dos extratos

Segundo Wagner, Bladt e Zgainsky (1984), obtendo os perfis
cromatogrificos, 0 préximo passo envolve a cromatografia em coluna para
purificagdo dos produtos. Hi vérios métodos para verificagfio da pureza dos
compostos, entre 0s quais, os mais utilizados sio ponto de fusdo, CCD,
recristalizacdo, indice de refraciio, etc. Com os residuos puros, a identificacio
das moléculas foi obtida através de métodos espectrométricos convencionais,
como Infravermelio (IV), Ultra-violeta (UV.), espectrometria de massa
(CG/EM).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacio da inibi¢iio micelial de Fusarium oxysporum e Colletotrichum
dematium

4.1.1 Utilizagio dos extratos brutos de caules na inibicio micelial de
Colletotrichum dematium

Através dos resultados da Tabela 3, na aplicagdo de extratos brutos
vegetais de caules obtidos com 4 diferentes extratores, na redugdo micelial de
Colletotrichum  dematium, observa-se que os extratos obtidos em hexano e
acetato de etila nio apresentaram uma inibi¢do satisfatoria entre os demais.
Porém, o melhor resultado de inibigdo micelial ocorreu com o extrator
cloroférmio, nas concentragdes de 100 e 500 ppm. Provavelmente, a inibigio esta
sendo provocada pela presenga de grupos quimicos presentes nos extratos obtidos
de caule obtidos em cloroférmio.

Ao observarmos os extratos dos caules das 5 espécies vegetais, podemos
verificar que a redugdo micelial do fitopatogeno ocorreu com os extratos de T
alata ¢ O. hirsutissima nas concentragdes aplicadas de 100 e 500 ppm.
Entretanto, nota-se também que na concentragdo de 100 ppm, P. venusta e B.
dracunculifolia também apresentaram uma resposta de inibigdo significativa

entre os.demais extratos em estudo.
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TABELA 3. Médias dos didmetros (cm) das colénia de Colletotrichum
dematium submetidas aos extratos brutos dos caules de 5 espécies
vegetais nas concentragSes de 100 ¢ 500 ppm com 4 extratores.

UFLA, Lavras-MG, 2000.
Conc.  Extratores Extrato Bruto do Caule Total
-ppm- Walterla  Pyrostegia Thunbergia Baccharis Oxalis
N indica venusta alata la___ hirsutissima
Acetatodectila 4902A  6,09aB 607aB 5,46 2AB 5,40 aB 5588
Cloroformio 467bA  402abA  3,37abA 437abA 320aA 403 A
100 Hexano 862¢B 772bcC  632aB 6,69 abB 7,31 abeC 733C
Metanol 550abA_ 5,12abAB 4,42aA 6,09bB 4,45 aAB 511B
Totl _ E92b  S74ab 517a ___ SeSab 500a SS2A
7,50a 732aB 7,41 aC 6,60 aB 6,45 aB 706C
4428bA  555bA  3,42a2A 4,80 bA 540bB 472A
500 637abB 555aA  6,10abB 727%B 6,45 abB 635B
641bB  636bAB 7,06 bBC 70168 342a2A 605B
Total 618b 620b 6,00 ab 642b 5432 604B

** Médias seguidas pelas mesmas letras mafdisculas mas colunas e mindsculas pas linhas n3o diferem
significativamente entre si, segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Segundo Jécome, Oliveira e Raslan (1999), naftoquinonas sio descritas
como principais constituintes do género Tabebuia da familia Bignoniaceae por
serem freqiientes ¢ algumas vezes abundantes em vérias espécies deste género.
Embasados nesses conhecimentos cientificos, podemos afirmar que a presenga
dos grupos organicos presentes podem ter influenciado na inibig3o.

Comparando estes dados com aqueles encontrados por Cardoso (1995),
podemos inferir que atomos eletronegativos (N,0,S), separados por 2 ou mais
4tomos de carbono, podem provocar a inibigio de determinados géneros de
fungos. Ndo podemos ainda elucidar a estrutura das moléculas presentes nos
extratos, mas de acordo com os dados obtidos, trata-se de um composto com alto
grau de inibi¢do, tanto para Thunbergia alata como para Oxalys hirsutissima.
Através da Figura 3, observam-se os testes biolégicos com os extratos da planta
Oxalis hirsutissima e Thunbergia alata.
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4.1.2 Utilizagfio dos extrates brutos de caules na inibiciio micelial de
Fusarium oxysporum.

De acordo com os experimentos realizados para a analise dos extratos
brutos de canles das 5 espécies vegetais estudadas na inibigio micelial com
Fusarium oxysporum, pode-se observar através da Tabela 4, que novamente 0s
extratos cloroférmio foram o que apresentaram melhor inibigio micelial para F.
oxyporum nas concentragdes de 100 e 500 ppm. Na concentragdio aplicada com
500 ppm, observa-se que os extratores polares niio apresemtaram uma redugio
micelial perante o extrator em clorofrmio.

TABELA 4- Médias do didmetro (cm) da inibigio micelial da colénia de
Fusarium oxysporum com extratos brutos dos caules de 5 espécies
vegetais na concentragio de 100 ¢ 500 ppm com 4 extratores.

UFLA, Lavras-MG, 2000.
Conc. Extratores Extrato Brato do Caule Total
-ppm- Walteria  Pyrostegia Thunbergia Beccharis Oxalis
__ indica venusta ___alata Dracunculifolia _ hirsutissima
Acetatodectila  8§27abB  835bC  732aB 7,86sbB 7,35aB 793B
Cloroformio  546abA  5553bA 43524 3.97bA 4,60 abA 319A
100 Hexano 7,70aB  7,14aB  6,33aB 6,923AB 8,21aB 7,36B
Metanol 785bB  744bB _ 8,10bB 7.84bB 3.81aA 741B
Total 7320 7240 6,65 3b 7.15adb __649a 697A
750aB  732aB 741aB 6,60 2B 6,452A 706C
442abA  555bA  3,42aA 4,80 abA 5,40bA 472A
500 637abB  5,55aA  6,102bB 7,27bB - 6453bA 635B
64labB __ 6,362bAB 7,06 bB 7,01bB 5,50aA 6,47 BC

Total 6182  620a  600a __ 6d2a 595a GISA
** Médins seguidas pelas mesmas letras majisculss pas colunas e mimisculas mas linkas n¥o diferem
ﬁmmimm&maS%&MM

Com base nos dados apresentados na Tabela 4, observa-se que entre os
extratos obtidos dos caules das 5 espécies vegetais aplicados na concentragio de
100 ppm, O. hirsutissima apresentou melhor resposta de inibigio micelial com F.
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oxysporum, seguida de 7. alata e B..dracunculifolia. Para os extratos aplicados
na concentragdo de 500 ppm, observa-se uma equivaléncia entre os extratos.

De acordo com Soares et al. (1996) em estudos com o género alata,
foram detectados taninos, polifenéis e compostos énicos livres.

Segundo Lorenzi (1982) na familia Oxalidaceae, uma das caracteristicas
¢ que as plantas apresentam geralmente altos teores de ééido oxalico nas células.
Estes resultados de inibigdo micelial, encontrados com '0 hirsutissima, podem
ser confirmados com os testes bioldgicos apresentados na F igura 4.
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FIGURA 4- Bioensaios com os extratos brutos obtidos em cloroformio do caule
de Oxalis hirsutissima e Thunbergia alata na inibigio micelial de
Fusarium oxysporum. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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4.1.3 Utilizacho dos extratos brutos de folhas na inibicio micelial de
Colletotrichum dematium

De acordo com dados apresentados na Tabela 5 observa-se que o melhor
extrator em que ocorreu a reducfio micelial foi o clorofomuo nas concentracdes
de 100 e 500 ppm, entretanto, na concentragio de 5003ppm, o extrator metanol
também apresentou uma significincia entre os demais. i’orlam, podemos inferir
que as moléculas que canferem atividads bioldgica estBo presentes nos extratores
cloroférmio ¢ metanol. g

TABELA 5- Médias dos diimetros (cm) das coldnia de Colletotnchum dematium
com extratos bmtosdasfolhasdeS,&specm vegetais nas
concentragdes de 100 e 500 ppm com 4 extratores. UFLA, Lavras-

MG, 2000.
Conc. Extratores Estrato Bruto do Caule Total
ppm Waltheria Pyrostegia Thunbergia Baccham Oxalis

indica venusia ___ alata Dracunculifolia hirsutissima
Acetatodectila 59220AB 4,70aA  7,57bC 5,102A8B 392 aAB 584B
Cloroformio  495abA  4,64abA  351aA 3.85aA 5,51 bAB 449A
100 Hexano 6,01aAB  6,09aA  6,02aB 5,80aB 6,67 aB 6,12B
Metanol 631bB  560sbA  5,60abB 6,49 bB 4,56aA 5,75B
Total 5852 §26a 5682 S§31a | 567a 5558

E

5,12aBC 43%9aB  596aB 495aB. 4,54 2AB 499B
441b5B  392abAB 3739abA 2,662A! 3,65abA 361A
500 598aC 516aB  534aB 5,36 aB 5,24aB 541B
282aA 269aA 3,16aA 1.95aA 4,82 bAB 309A
Total _458b 4043b 446ad 3.73a 456b 428A

"‘Medmwgudmpehsmmmsleﬁasmﬁswhsmswlmemm‘saﬂumshnhunio&fm
significativamente entre si, segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ‘

Foi observada na Tabela 5, com a aplicagiio dos extratos das 5 espécies
vegetais, uma reduciio micelial com os extratos de P. venusta, T. alata e B.
dracunculifolia na concentragiio de 500 ppm. Entretanto, na concentragdo de 100
PPM, tqdos 0s 5 extratos apresentaram uma equiva.lénciaina reducdo micelial do
fitopatdgeno.
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ppm, todos os 5 extratos apresentaram uma equivaléncia na reduc3o micelial do
fitopatdgeno.

Provavelmente, a diferenca dos grupos orgénicos funcionais presentes
nestes extratos e ausentes nos anteriores ¢ que esti provocando a inibigio. Neste
caso, os metabolitos secundirios com atividade biologica para este género de
Rungo estio sendo metabolizados nas folhas e niio nos caules. E interessante
ressaltar que mmitas vezes a quantidade destas moléculas é infima em
determinadas partes das plantas, ou muitas vezes sua produgdio ¢ Iimitada a
diferentes épocas do ano, hordrio de coleta, tipos de solos e outros fatores.
(Martins, 1996 ¢ Matos, 1988). Estes resultados podem ser cbservados através
de testes biologicos apresentados na Figura 5.
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FIGURA 5. Bioensalos com 0s extratos brutos obtidos em clorotormio da folha
de' Bflccharis dracunculifolia e Thunbergia alata na inibigdo
micelial de Colletotrichum dematium. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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4.1.4 Utilizagdo dos extratos brutos de folhas na inibicfio micelial de
Fusarium oxysporum

Através dos resultados apresentados pela Tabela 6, como nos
experimentos anteriores, observa-se que o melhor extrator do principio ativo da
inibigdo foi em cloroférmio, tanto para 100 quanto para 500 ppm.

TABELA 6- Médias dos didmetros (cm) da inibicio micelial das coldnias de
Fusarium oxysporum submetidas aos extratos brutos das folhas de

5 espécies vegetais na concentragio de 100 e 500 ppm com 4
extratores. UFLA, Lavras-MG, 2000,

Conc. Extratores Extrato Bruto do Canle Total
-ppm- Waltheria Pyrostegia Thunbergia Baccharis Oxalis
indica venusta alata Dracunculifolia  hirsutissima
Acetatode etila  8,85bC 6,51 aB 806bLB 79068 6,17 aAB 7,508
Cloroformio 696cAB 484aA 451aA 6,14 bcA 532abA 555A
100 Hexsno 595aA 737vB 8,606B 7,70B 739C 740B
Metago} 8,01 abBC 7,05 2B 839 6B 7.81 abB 6,96 aBC 7.64B
Total 744 b 644 a 739b 739 b 6462 702 B
589bBC 609bcB 6,10bcB 735¢C 4,17aB 592B
460abA 420aA 3962A 5,19 abA 5,526C 469 A
S00 476aAB 566abB 6,10bB 5,69 abAB 6,066C 565B
6,55 bC S35bAB  6,59bB 6,44 bBC 2.87aA 556 B
Total S45b  532b __ 569bc 616¢ 4662 S46A

** Médias seguidas pelas mesmas letras mailisculas nas colunas ¢ miniisculas nas linhas nio diferem
ﬁgﬁﬁaﬁwmdmmamas%demm

Através dos testes biolégicos aplicados com extratos brutos na
concentragdo de 100 ppm (Tabela 6), P. venusta e O. hirsutissima mostraram
inibigdo micelial superior 4s demais. Entretanto, na concentragdo de 500 ppm, o
extrato bruto vegetal da espécie O. hirsutissima apresentou redugio significativa,
seguido de P. venusta e W. indica.

Os dados estdo de acordo com aqueles encontrados por Ferreira e Alves
(2000). Estes realizaram uma investigagdo fitoquimica através do extrato bruto
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obtido com raizes em etanol, isolaram e caracterizaram substincias como
alantoina, esterdides e flavonas, moléculas presentes em varios fungicidas
orginicos. Fazendo uma comparagio entre os daxios obtidos e aqueles
encontrados, justifica-se a grande inibicio do extrato bruto das folbas de
Pyrostegia venusta, representada na Figura 6.
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FIGURA 6. Bioensaios com os extratos brutos obtidos em cloroférmio das folhas

de Thunbergia alata na inibigio micelial de Fusarium oxysporum.
UFLA, Lavras-MG, 2000.
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4.2 Fracionamento quimico

O processo de fracionamento através do :sistema liquido-liquido
submetidos 4 cromatografia em coluna de silica ‘gel, com solventes de
polaridades crescentes, foi realizado com folhas de extrato bruto de Thunbergia
alata por esta espécie apresentar uma redugio lmoehal em testes biologicos,
comoswglﬁmwmuhados:naﬁaﬁoobﬁdaemclo;oﬁrmiodowm, as
amoshasdemimero%eZSapr&sentaxmcﬁslaisdewlomﬁorémdtﬁdosm
dcido acético, com rendimento de 0,34 %. O ponto de:fusdo foi de 73,5 e as
amostras foram soliveis em cloroférmio. Diante de mfls caracteristicas fisico-

}
quimicas, pode-se inferir que trata-se de um composto deibaixo peso molecular.

FIGURA 7- Espectro de infravermelho da amostra 24 (extrato das folhas de
Thunbergia alata), obtido da fragio cloroformio, eluida acido
acético. UFLA/DQL Lavras/MG, 2000,

33



Observando o espectro de infravermelho, registrado em espectrofotdmetro
Mattson FTIR-8201 A/Shimadzu, utilizando pastilhas de KBr como suporte,
apresentado pela Figura 3, nota-se a presenga de uma banda larga, sitvada entre
3600-2900 cm”, que é caracteristica de estiramentos simétricos do grupo O-H
sobreposto com grupos metilas (-CHs); metilénicos (-CH,) ¢ metinicos (-CH).
Em tomo de 1565 cm™”, aparece um sinal que pode ser atribuido as duplas
ligaches deumcompostoaroméﬁco.lstopodeserconﬁrmdo‘pelasu'&sbandas
que aparecem nitidamente em 929, 806 ¢ 661cm™, caracteristicas de anel benzeno
substituido na posi¢io meta. Nota-se também a presenga de um sinal centrado em
1053 cm”, o qual ¢ atribuido ao estiramento assimétrico da ligagio C-O,
representado pela Figura 7. (Silverstein, 1995).
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FIGURA 8- Espectro de infravermetho da amostra 19 (exu-atodoswul&sde
Oxalis hirsutissima), obtido da fracio h:droalcoohm, eluida em
metanol. UFLA/DQI, Lavras/MG, 2000.

O espectro de infravermelho da amostra resultante da rescristalizasfio da
fragdio metanol/sgua (Figura 8) fomeeeucristaishialinos,‘l}compomodeﬁlsioem
233,6 °C. Neste, observa-se uma banda compreendida entre 3600-3443 cm™,
que é caracteristica de absorgdes devidas & deformaggio axial do estiramentos de
O-H. Esta aparece como um sinal largo, devido a presenga de pomtes de
‘hidrogénio. Sinais caracteristicos de estiramento simétricos e assimétricos dos
grupamentos CHj, CH; ¢ CH podem ser observados“ aproximadamente nas
regides de 3000-2917 cm™. A presenca de uma absorgiio compreendida em 1644
cm™ evidencia a presenga do grupo carbonila C=0. El
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FIGURA 9- Espectro de infravermelho da amostra 28 (extrato das folhas de
Oxalis hirsutissima), obtido da fraglio metanol/igua, eluida em
metanol. UFLA/DQI, Lavras/MG, 2000.

Oespecn'odeinﬁavemelho,obﬁdommdarecﬁstalimﬁodaﬁagio
metanol/dgua do extrato vegetal da folha de Oxalis hirstissima, apreseatou
cristais hialinos com ponto de fusfio em 276,4 °C (Figura 9). Destacam-se, na
regido compreendida entre 3400-2800 cm™ , sinais de absorgdes de estiramento da
ligacio O-H, sobrepostos com sinais de absorgdes de estiramento da ligagio CH
dos grupos metila, metilénicos e metinicos. Estas absorgdes se apresentam como
um sinal largo devido 4 ocorréncia de pontes de hidrogénio. Préximo a 1645-
1609 cm”, encontram-se bandas de absorgdes que podem ser atribuidas ao
estiramento simétrico da ligagiio C=C (Silverstein, 1995). Entre 1892-1744 cm’,
observa-semnsinal,wracteﬁstioodaligaﬁocwdeumcompostoque
apresenta o grupo carbonila.
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FIGURA 10- Espectro de infravermelho da amostra 23 (extrato dos caules de
Waitheria indica) da fragio etano]/cloroformlo/nwtanol, eluida em
metanol UFLA/DQI, Lavras/MG, 2000.

Analisando os dados do espectro da Figura 10, correspondente ao extrato
clorofdrmio obtido do caule de Waltheria indica eluido em metanol (amostra 23),
observa-se uma banda larga de 3600-2800 cm”, que & atribuida ao estiramento
O-H. Esta aparece com um sinal largo, provavelmente devido a formacdo de
dimeros sobrepostos com os estiramentos smiéuicoseasﬁménioosdaﬁgaﬁo C-
H de grupos metilas (-CH;), metilénicos (-CH;) e metinicos (-CH). Em 1614 em”,
aparece uma banda fina, que corresponde aos estiramentos da ligagio C=C. A
deformaciio da ligagio C-O, caracteristica de grupos hidroxilas primarios,
secundarios ou tercidrios, pode ser observada pela presenca do sinal,
aproximadamente entre 1259-11078 cm (Silverstein, 1991,5).
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4.3 Avaliacio da germinaclio de esporos de Fusarium oxysporum para
Thunbergia alata

Pamosmdegenninaﬁodewpomscomlhmbergiaalatanas
concentragdes de 10, 50, 100 e 500 ppm, cbservou-se uma inibigiio de 100%.
Pode-se inferir que tais resultados possam estar ocorrendo partindo do principio
de que em estudos realizados por Soares et al. (1996) com S. alata, foi detectada
a presenga de taninos, polifendis e compostos antracénicos livres, grupos estes
que poderdo estar atuando no extrato cloroférmio de 7., alata.
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5 CONCLUSOES

|
Os extratos obtidos por extragdo a frio mostraram efeito fungitdxico pela
redugdo do crescimento miceliat de Fusarium oxysporum e Colletotrichum
dematium.

O extrato das plantas em cloroférmio, quesed&stammenn'easdema:sno
controle dos fitopatdgenos, foi Thunbergia alata e Oxalys hirsutissima nas
concentragdes de 100 e 500 ppm.

Dos extratos obtido em hexaro, acetato de etila, cl } io e metanol, o que
apresentou melhor resultados de inibigsio foi o clorofénmo, para as duas
concentragdes utilizadas.

Para as avaliagSes de crescimento micelial realizadas com extratos de caule
das 5 espécies vegetais em estudo, Thunbergia alata e Oxalis hirsutissima

apresentaram melhor resposta para Fusarium oxysporum ¢ Colletotrichum
dematium. |

i

|
Para a inibigio micelial de Fusarium oxysporum, os, extratos das folhas das
espécies vegetais de Oxalys hirsutissima ¢ Pyrostegia venusta, apresentaram
maior atividade nas concentrages estudadas. Pa:aostwwwom extratos das
folhas no controle de Colletotrichum dematium, Bacchans dracunculifolia
apresentou efeito na reduqaodocmcunentomxcehal]

A awvaliagdio de inibigio de germinacfio de esporos, a vg]iadaparaoexu'atoem
clorofdrmio de caules e folhas de Thunbergia alata, nas concentragdes de 10,
50, 100 e 500 ppm, resultou em 100 % de inibigfio.

ie
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ANEXO A
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inibicdo micelial com Colletotrichum dematium com extratos brutos
de canle de 5 espécies vegetais com 4 tipos de extratores. ..........ccccoueeeee
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TABELA 1A. Resumo das anilises de varidncia de porcentagem de inibicdio
micelial com Colletotrichum dematim com extratos brutos de caule
de 5 espécies vegetais com 4 tipos de extratores.

F.V. G.L. SQ oM Pr>F
FRAI 1 11.18306 11.18306 0.0000
PL2 4 15.42891 3.85723 0.0000
TRAT3 3 137.33662 45.77887 0.0000
FRAI*PL2 4 2.09584 0.52396 0.3465
FRAI*TRA3 3 33.75181 11.25060 0.0000
PL2*TRAT3 12 33.25447 2.77121 0.0000
FRAI*PL2*TRAT3 12 37.46428 3.12202 0.0000

Emo 120 55.72875 0.46441

Total 159 32624375

Ccv 11.78765124%
** Teste F significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

TABELA 2A. Resumo das anilises de varidncia de porcentagem de inibigdo

micelial com Fusarium oxysporum com extratos brutos de caule de
5 espécies vegetais com 4 tipos de extratores

F.V. GL SQ oM Pi>F
FRAI 1 27.09316 27.09316 0.0000
PL2 4 9.01797 225449 0.0028
TRAT3 3 14741314 49.13771 0.0000
FRAI*PL2 4 2.15242 0.53811 0.3989
FRAI*TRA3 3 177915 0.59305 0.3413
PL2°TRAT3 12 36.51566 3.04297 0.0000
FRAI*PL2*TRAT3 12 13.79946 1.14996 0.0165
Etro 120 63.18270 0.52652
Total 159 300.95368
cv 11.05978550%

** Teste F significativo ao nivel de 1% de probabilidade.



TABELA 3A. Resumo das andlises de varidncia de porcentagem de inibigdo

micelial com Colletotrichum dematim com §extratos brutos de folhas

5 espécies vegetais com 4 tipos de extratores.

F.V. GL. SQ QM Pr>F

FRAl 1 65.15256 65.15256 0.0000
PL2 ‘ 4 12.24069 3.06017 0.0017
TRAT3 3 78.90131 26.30044 0.0000
FRAI*PL2 4 1.01994 0.25498 0.8201
FRAI*TRA3 3 25.80656 8.60219 0.0000
PL2*TRAT3 12 27.10494 225874 0.0003
FRAI*PL2*TRAT3 12 34.50844 287570 0.0000
Emro 120 79.79750 0.66498
Total 159 324.531%4
cVv 16.5934136%

b
i

TABELA 4A. Resumo das anilises de varidncia de percentagem de inibigdo
micelial com Fusarium oxysporum com extratos brutos de folhas
deS&spéciesvegetaisoom4ﬁposdeexkatore£f.

F.V. GL. sQ QM Pr>F

FRAI 1 98.36.064 98.36064 0.0000
PL2 4 32.24697 8.06174 0.0000
TRAT3 3 67.1592 22.38531 0.0000
FRA1*PL2 4 4.61147 1.15287 0.0338
FRAI*TRA3 3 8.00917 2.66972 0.0005
PL2*TRAT3 12 67.96978 5.66415 0.0000
FRAI*PL2*TRAT3 12 24.23778 2.01982 0.0000
Emo 120 5124237 0.42704
Total 159 353.83611
Ccv 10.46981851%
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