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RESUMO

Foi avaliada a atividade do extrato aquoso liofilizado das folhas de Emilia sonchifolia
(L.) DC. (Asteraceae) na inibicdo do crescimento do fungo Colletotrichum musae
(Berk. & Curt.) Arx, causador da podriddo pés-colheita da banana, Penicillium sp,
indutor da podriddo pés-colheita em frutos de laranja, Fusarium solani f. sp.
Phaseoli, associado a podridao-radicular do feijoeiro e Fusarium solani f. sp. Piperis
Alb., responsavel pela fusariose da pimenta-do-reino. Obtido por turboextracdo de
folnas secas e posterior liofilizacdo, o extrato aquoso foi submetido a técnica de
diluicdo em microplacas de 96 pocos para determinacdo da concentragao inibitéria
minima (CIM). O material dos pogos onde nao foi observado crescimento fungico foi
replicado para placas com agar Sabouraud dextrose, para determinagcdo da
concentracao fungicida minima (CFM). Através dos testes foi verificado que o extrato
aquoso de Emilia sonchifolia possui propriedade antifungica em relagdo a
Colletotrichum musae e Fusarium solani sp., com CIM de 15,6 pg/mL e 125,0 pg/mL,
respectivamente. Nas concentragbes de até 1000 pg/mL, este extrato nao
apresentou atividade contra Penicillium sp. Os dados obtidos indicaram a presencga
de constituintes ativos no extrato aquoso de E. sonchifolia, revelando um potencial
efeito antifungico para trés espécies testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Emilia sonchifolia, Fungicida, Colletotrichum musae,
Penicillium sp, Fusarium sp.

IN VITRO EVALUATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF AQUEOUS EXTRACT
OF Emilia sonchifolia (L.) DC. (Asteraceae)

ABSTRACT
Was evaluated the antifungal activity of lyophilized aqueous extract from leaves of
Emilia sonchifolia (L.) DC. (Asteraceae) in growth inhibition of Colletotrichum musae
(Berk. & Curt.) Arx, inductor of postharvest rot of banana, Penicillium sp, that causes
postharvest rot in citrus fruits, Fusarium solani f. sp. Phaseoli, which causes root rot
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of bean and Fusarium solani f. sp. Piperis Alb., associated to fusariosis of black
pepper. The lyophilized extract obtained by turboextraction of dried leaves was
submitted to dilution technique in 96-well microplate to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC). Then, from the well where no fungal growth was
observed, the material was replicated to plates with Sabouraud dextrose agar
medium to find the minimum fungicidal concentration (CFM). Through the tests was
verified that the aqueous extract of E. sonchifolia have antifungal properties in
relation to Colletotrichum musae and Fusarium sp., with MIC of 15.6 uyg/mL and 125
pMg/mL, respectively. In concentrations up to 1000 pg/mL, the aqueous extract was
inactive against Penicillium sp. The obtained results indicated the presence of active
constituents in the aqueous extract of E. sonchifolia revealing potential antifungal
effect for the three species tested.

KEYWORDS: Emilia sonchifolia, Fungicide, Colletotrichum musae, Penicillium sp,
Fusarium sp.
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INTRODUGAO

Na agricultura, os fungos Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) Arx sdo os
responsaveis pela podridao pds-colheita da banana, o Penicillium sp € o causador
da podridao pos-colheita em frutos de laranja (ZAMBOLIM et al., 2002), o Fusarium
solani f. sp. Phaseoli é o agente da podridao-radicular do feijoeiro (MIRANDA et al.,
2007; EPAMIG 2010) e o Fusarium solani f. sp. piperis esta associado a fusariose da
pimenta-do-reino.

A participacdo brasileira no mercado internacional de banana ainda é
relativamente pequena, embora seja o segundo produtor mundial. Por diversos
fatores, entre eles o volume de perdas em pés-colheita no pais, estimado em 1,98
milhdes de toneladas/ano, que corresponde a 30% da produgao nacional (BENATO,
1999). As principais perdas em pos-colheita sdo decorrentes de inumeros fatores
fisicos, fisioldgicos e microbiolégicos (PESSOA & OLIVEIRA, 2006).

No que diz respeito a patologia pds-colheita, os fungos séo responsaveis pela
maioria das doencas que afetam a banana. Entre essas doencas, destacam a
antracnose, a podriddo-da-coroa, a podriddao-de-charuto e podridao-por-
Lasiodiplodia (PESSOA & OLIVEIRA, 2006). As perdas sao significativas,
principalmente na comercializagcdo de bananas maduras, acarretando sérios
prejuizos para os mercadistas e consumidores. Dentre as doencgas citadas, as
lesbes de antracnose em banana, causadas por Colletotrichum musae, representam
0 mais grave problema que ocorre pés-colheita dessa fruta. Embora os efeitos sejam
notados somente durante esse periodo, o problema inicia no campo, na ocasidao em
que os conidios produzidos em folhas velhas, bem como em restos culturais e
florais, sdo liberados por meio da agua de chuva ou pela irrigagdo e disseminados
por ventos e insetos (ZAMBOLIM et al., 2002).
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As tecnologias disponiveis que permitem aumentar a vida pés-colheita,
estender o periodo livre desta doenca e manter a qualidade dos frutos sdo a
quimioterapia e refrigeracdo (LABAVITCH, 1998). Os fungicidas tiabendazol,
tiofanato metilico e prochloraz constituem a principal forma de controle da maioria
das doencas em pds-colheita que acometem muitos frutos. Entretanto, a forma de
aplicacao e o surgimento de patdgenos resistentes tém limitado o uso dos atuais
quimioterapicos. Desse modo, varios métodos para o controle de doengas, como
fisicos, biolégicos e alternativos onde sao utilizados 6leos essenciais e extratos de
plantas, vem sendo estudados para minimizar ou substituir o uso de fungicidas
( BASTOS & ALBUQUERQUE, 2004; CIA et al., 2007).

A pimenta-do-reino foi introduzida no Norte do Espirito Santo e Sul da Bahia
como fonte alternativa para melhorar a renda dos pequenos e médios produtores
agricolas que associada as culturas da mandioca, feijao, café conilon e da banana
garantem a fixagdo no campo e a sobrevivéncia de muitos agricultores.

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € uma planta trepadeira, pertencente a
familia Piperaceae. Ela é originaria do Sudeste Asiatico, mais precisamente da india,
sendo a mais comum e importante das especiarias (COSTA & MEDEIROS, 2000). E
uma das espécies que apresenta um curto periodo de imaturidade, iniciando a
producado comercial a partir do segundo ano. No entanto, a pimenta-do-reino € muito
suscetivel ao fungo Fusarium solani f. sp. piperis Alb., que é responsavel por
grandes danos as plantas, reduzindo o periodo util de exploragao desta cultura para
apenas quatro anos. De forma similar ao que ocorre com as frutiferas, o uso
intensivo dos fungicidas metalaxyl, mancozeb, fosetil-Al ou de derivados cupricos
leva a restricdo para exportacdo do produto, e com isso, o desenvolvimento de
métodos alternativos para o controle da fusariose tem sido proposto (BENCHIMOL
et al., 2008).

A Emilia sonchifolia (L.) DC., espécie da familia Asteraceae, popularmente
conhecida por “falsa-serralha”, “pincel”, “pincel de estudante” e “serralha-brava”, é
uma erva anual, ereta, pouco ramificada, medindo de 30 a 60 cm de altura, com
folnas membranaceas dispostas de maneira rosulada e flores vermelhas dispostas
em capitulos. E uma espécie que se multiplica apenas por sementes. Embora seja
originaria na Asia tropical tornou-se bem adaptada as condi¢ées climaticas de todo o
territério brasileiro, passando a ser considerada como uma planta daninha. Através
de estudos fitoquimicos foram encontrados em Emilia sonchifolia alcaldides
pirrolizidinicos com propriedades tumorogénicas (FU et al.,, 2002; LORENZI &
MATOS, 2008).

OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica do extrato aquoso
liofilizado obtido de folhas de Emilia sonchifolia (L.) DC. (Asteraceae) em relagao aos

fungos fitopatogénicos Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) Arx, Penicillium sp,
Fusarium solani f. sp. Phaseoli e Fusarium solani f. sp. piperis Alb.

MATERIAL E METODOS
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Material vegetal. Emilia sonchifolia (L.) DC. (Asteraceae) foi coletada no Horto de
Plantas Medicinais do Centro Comunitario Franco Rossetti, Pedro Canario, ES. As
folhas foram lavadas, secadas em estufa com ventilagao forcada a temperatura de
40 + 5 °C, e posteriormente moidas e armazenadas em recipiente de vidro
hermeticamente fechado.

Obtencao do extrato e triagem farmacognéstica. Para obtencdo do extrato
aquoso, o p6 de Emilia sonchifolia (25 g) foi triturado com agua destilada (250 mL),
em liquidificador industrial turboextrator, durante 30 minutos, com intervalos de 5
minutos. A solucao resultante foi filtrada em tecido de malha fina (voil), depois em
papel de filtro e, novamente em papel de filtro inserido em funil de Buchner acoplado
a kitassato, neste caso sob pressdo reduzida. O filtrado foi concentrado em
evaporador rotativo, refrigerado a -30 °C e posteriormente liofilizado durante 72
horas, fornecendo o extrato aquoso de Emilia sonchifolia (EAES) [2,1214 g (8,5%)].
A triagem farmacognostica do extrato EAES para deteccdo das classes quimicas:
saponinas, acidos organicos, agucares redutores, polissacarideos, fendis e taninos,
flavondides, alcaloides, glicosideos cardiacos, esteroides, triterpendides e
carotendides, foi realizada conforme a literatura (BARBOSA, 2004).

Ensaios antifungicos. Os testes biolégicos foram realizados por microdiluicdo em
caldo Sabouraud dextrose conforme metodologia padrdo para fungos por
microdiluicdo (NCCLS, 2002). O in6culo foi preparado com cepas recentes de
Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) Arx, Penicillium sp, Fusarium solani f. sp.
Phaseoli e o Fusarium solani f. sp. Piperis Alb. mantidas em agar Sabouraud
dextrose a 28 + 2 °C por 48h. O in6culo foi preparado em solugdo salina, cuja
suspensdo foi padronizada pelo tubo 0,5 na escala Mc Farland, para se obter
suspensdo com 1,0x10° a 5,0x10° esporos/mL. Os testes foram realizados em
microplacas de 96 pocgos, partindo da concentragao inicial de 1000,0 ug/mL até a
final de 3,9 pg/mL de EAES, para determinagdo da concentragao inibitéria minima
(CIM). Para garantir a auséncia de contaminantes ou a ineficiéncia do meio para o
crescimento fungico, os trés ultimos pogos foram destinados ao controle do meio, do
EAES e do fungo em questdo. O experimento foi realizado em quintuplicata com
incubacgéo a 28 + 2 °C por 60h para determinacédo da CIM. A concentragéo fungicida
minima (CFM) foi realizada em placas apoés leitura do CIM nos pogos onde néo foi
observado crescimento fungico. O controle positivo foi realizado com cetoconazol
com concentragao de 50,0 pg/mL.

A anadlise estatistica foi realizada utilizando teste de analise de variancia,
considerando significativos os valores para p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem fitoquimica do extrato das folhas de Emilia sonchifolia (Asteraceae)
indicou a presengca de mucilagem, cumarinas, cromonas, xantonas, alcaldides,
flavonoides e saponinas.

Desde 1882, quando Pierre-Marie-Alexis Millardet introduziu a calda
bordalesa como fungicida no controle de pragas agricolas, os pesquisadores
procuram por novas substancias, tanto por via sintética como por meio de obtencéao
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de extratos de plantas e microrganismos, para vencerem a resisténcia adquirida
pelos fungos aos produtos em uso na agricultura. As plantas por meio do
metabolismo secundario produzem substancias que estdo relacionadas ao seu
mecanismo de defesa, em resposta ao ataque por predadores como fungos,
bactérias, virus, parasitas, insetos, moluscos ou animais superiores (BARBOSA,
2004; FENNER et al., 2006; SILVA et al., 2010).

Através dos resultados obtidos dos testes com extrato aquoso de Emilia
sonchifolia verificou-se atividade inibitoria do crescimento do fungo Colletotrichum
musae (Berk. & Curt.) Arx e Fusarium solani sp., com CIM igual a 15,6 ug/mL e 125
pMg/mL, respectivamente (Tabela 1). Nas concentragdes de até 1000 ug/mL, o EAES
nao apresentou atividade contra o Penicillium sp.

TABELA 1. Resultados dos testes de avaliagdo pelo método de placas de
microdiluicdo da atividade do extrato aquoso de Emilia sonchifolia.
(Asteraceae) contra fungos fitopatogénicos

a Colletotrichum o Fusarium solani f. Fusarium solani
Substancia Penicillium sp : Lo
(ug/mL) musae sp. Phaseoli f. sp. piperis
H9 CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Controle' - - - - - - - -
Controle? + + + + + + + +
Controle® - - - - - - - -
Extrato* 15,6 31,2 + + 125,0 125,0 125,0 125,0

Cetoconazol® - -

'Controle do extrato/droga; 2Controle microorganismo; *Controle caldo Sabouraud;
*Extrato aquoso nas concentragdes 1000 a 3,9 ug/mL; °Controle antifungico 50
ug/mL; (-) Auséncia de crescimento microbiano, (+) Crescimento microbiano.

PINHO et al. (2010) no estudo com varias cultivares de bananeira mostra que
todas sao susceptiveis a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum musae, o
que exige aplicagdes de fungicidas durante todo o processo de producgao. Este fato
também foi observado com a podridao da laranja e do feijoeiro e com a fusariose da
pimenta-do-reino, cujos fungos acabam adquirindo resisténcia (ZAMBOLIM, 2002;
MIRANDA et al., 2007).

Na perspectiva de obter novos agentes antifungicos, SCHARMA E TRIPAHI
(2006), observaram que o 6leo de Citrus sinensis na concentragédo de 3,5 pg/mL foi
capaz de inibir 100% do crescimento micelial do Aspergillus niger ap6s 7 dias de
exposi¢cado. OLIVEIRA et al. (2010) estudaram a atividade antifungica de extratos
obtidos de 49 cepas de Streptomyces spp. isolados de solos paraibanos. REGASINI
et al. (2010) na pesquisa com extratos da planta Pterogyne nitens Tul. observaram
que as fragdes extraidas com butanol apresentaram atividade antifungica com CIM a
partir de 15,6 pg/mL para fungos C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C.
neoformans.

Extratos vegetais tém sido bastante utilizados na agricultura de forma
ecologicamente correta, fazendo parte da chamada agricultura organica. Dentre
estes, citam-se os extratos de cavalinha (Equisetum pyramidale Goldm.), nim
(Azadirachta indica A. Juss), urtiga (Urtiga dioica L.) e de alho (Allium sativum L.)
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utlizados no controle de pragas agricolas (ABREU JUNIOR, 1998;
HAMERSCHIMIDT, 1999; DEFFUNE, 2001; SANTOS et al.,, 2010). Este trabalho
corrobora a necessidade de se continuar buscando substancias antifungicas na flora
brasileira.

CONCLUSOES
O extrato aquoso das folhas de Emilia sonchifolia (L.) DC. (Asteraceae)
apresentou atividade antifungica significativa (p < 0,05%) em relacdo as espécies
Colletotrichum musae (Berk. & Curt.) Arx, Fusarium solani f. sp. Phaseoli e o Fusarium
solani f. sp. piperis Alb.
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