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Resumo: Metabolitos secundarios de vegetais sdo compostos organicos produzidos pela propria planta como um
mecanismo de sobrevivéncia as adversidades impostas pelo ambiente, essas substancias podem apresentar poder
taxologico, tornando-se uma alternativa para o controle de patéogenos. Ruta graveolens L. conhecida como
arruda, apresenta propriedades medicinais a0 mesmo tempo que ¢ descrita como perigosa por sua toxidez quando
utilizada em altas dosagens. Desta forma, objetivou-se avaliar a capacidade antifingica do extrato vegetal de
Ruta graveolens sobre o desenvolvimento dos fungos apodrecedores Gloeophylum trabeum e Pycnoporus
sanguineus. Como resultado observou-se que o tratamento com 100% de ambas as concentragdes apresentou
valores de crescimento inferiores aos demais, diferenciando-se estatisticamente. Sendo assim, o extrato aquoso
de arruda mostrou-se eficiente a inibi¢@o do crescimento micelial dos fungos.

Palavras-chave: Potencial antifingico. Métodos alternativos. Crescimento micelial.

! Graduando em  Engenharia  Florestal.  Universidade Federal de Santa  Maria. E-

mail:alessandrahuller@gmail.com/milene.g.estigarribia@gmail.com

2 Professor do Departamento de Ciéncias Florestais. Universidade Federal de Santa Maria. E-mail:
santini@ufsm.br

3 Doutorando em Engenharia Florestal. Universidade Federal de Santa Maria. E-mail:
maiara.talgatti@hotmail.com/amandagrassmann@gmail.com

3 Mestrando em  Engenharia  Florestal. Universidade Federal de Santa Maria. E-mail:
gvalcorte@yahoo.com.br/laura-hoff@hotmail.com

Reyv. Bras. de Iniciacio Cientifica (RBIC), Itapetininga, v. 6, n.6, p. 31-43, 2019.

Edi¢io Especial Universidade Federal de Santa Maria (UFSM)

31




Abstract: Secondary plant metabolites are organic compounds produced by the plant itself as a mechanism to
survive the adversities imposed by the environment, these substances may present taxonomic power, becoming
an alternative for the control of pathogens. Ruta graveolens L. known as rue presents medicinal properties at the
same time as it is described as dangerous because of its toxicity when used in high dosages. In this way, the
objective was to evaluate the antifungal capacity of the plant extract of Ruta graveolens on the development of
rotting fungi Gloeophylum trabeum and Pycnoporus sanguineus. As a result, it was observed that the treatment
with 100% of both concentrations presented lower values of growth than the others, differing statistically. Thus,
the aqueous extract of rue was efficient to inhibit fungal mycelial growth.

Keywords: Antifungal potential. Alternative methods. Mycelial growth.

Resumen: Los metabolitos secundarios de vegetales son compuestos organicos producidos por la propia planta
como un mecanismo de supervivencia las adversidades impuestas por el ambiente, esas sustancias pueden
presentar poder taxoldgico, convirtiéndose en una alternativa para el control de patégenos. Ruta graveolens L.
conocida como arruda, presenta propiedades medicinales al mismo tiempo que es descrita como peligrosa por su
toxicidad cuando se utiliza en altas dosis. De esta forma, se objetivo evaluar la capacidad antifingica del extracto
vegetal de Ruta graveolens sobre el desarrollo de los hongos podridos Gloeophylum trabeum y Pycnoporus
sanguineus. Como resultado se observo que el tratamiento con 100% de ambas concentraciones presentd valores
de crecimiento inferiores a los demas, diferenciandose estadisticamente. Por lo tanto, el extracto acuoso de
arruda se mostr6 eficiente a la inhibicion del crecimiento micelial de los hongos.

Palabras-clave: Potencial antifungico. Métodos alternativos. Crecimiento micelial.
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Introducio

A demanda por madeira s6lida aliada a escassez de espécies resistentes a deterioracao
biolodgica, direcionou o homem a utilizar espécies de rapido crescimento, provenientes de
reflorestamentos, como algumas espécies de Eucalyptus e de Pinus. Estas possuem moderada
ou nenhuma resisténcia ao ataque dos organismos xiloéfagos e necessitam de tratamentos
preservantes (Paes et al., 2005).

A utilizacdo de madeiras duraveis ¢ uma preocupagdo atual da industria madeireira e o
mercado mundial, este que exige produtos com selo de qualidade, ao mesmo tempo em que
obedecendo aos critérios de sustentabilidade. Atualmente os preservantes quimicos oferecem
maior eficiéncia no controle de fungos deterioradores, embora tais produtos necessitem de
certificacdo para o seu uso. Em geral, os principais preservantes quimicos de madeira
utilizados sdo o creosoto, o pentaclorofenol, produtos a base de cobre, cromo e arsénio (CCA)
e a base de cobre, cromo e boro (CCB) (Barillari, 2002).

Devido a resisténcia natural que algumas espécies estarem associadas aos extratos
presentes nas mesmas, muitos estudos tém objetivado desenvolver produtos alternativos aos
preservantes para madeira, utilizando os extrativos de plantas (Celoto et al., 2008) ¢ de
madeira. Entre os extrativos de plantas, estdo os oleos essenciais de plantas aromaticas
(Sbeghen, 2001), os extratos de plantas venenosas (Goktas et al., 2008) e os dleos extraidos
das sementes/graos. E, ainda, os extrativos da madeira como o tanino, os corantes, os 6leos, as
resinas, as ceras ¢ os acidos graxos. Isolados ou em combinagdo com solventes e outros
aditivos, alguns produtos naturais podem ter bom desempenho na preservagdo da madeira
(Gonzaga, 2006).

Subprodutos de plantas medicinais como extrato bruto e 6leo essencial, apresentam em
sua composi¢do substancias com propriedades fungicidas e/ou fungitoxicas (Venturoso et al.,
2011). Esses compostos possuem a vantagem de serem geralmente menos prejudiciais ao
homem e ao meio ambiente, de menores custos, facilmente disponiveis aos agricultores, e em
alguns casos podem inclusive superar os produtos sintéticos em sua agdo antimicrobiana
(Stangarlin et al. 1999). Devido a grande riqueza quimica das plantas medicinais que possuem
principios ativos microbiocidas, elas se tornam fontes potenciais de moléculas que podem ser

empregadas contra fitopatogenos (Rodrigues et al., 2006).
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Ruta graveolens pertence a familia Rutaceae, é conhecida como arruda, a espécie ja
vem sendo alvo de pesquisas que apontam uma grande quantidade de metabolitos
secundarios, tais como 06leos volateis, acidos fendlicos, flavonoides e cumarinas presentes na
planta (Salman et al., 2018). Os mesmos autores ressaltam a toxidez e potencial destes
extratos no combate de microorganismos. Assim Oliva et al. (1999) sugerem um papel
potencial para o extrato de arruda e seus aleloquimicos no controle de infec¢des fiingicas
patogénicas.

Com isso, visando uma formacdo consciente em relacdo a preservacdo ambiental e,
compreendendo a importincia e necessidade de controles alternativos de fitopatogenos
testando produtos naturais, objetivou-se avaliar a capacidade antifingica do extrato aquoso de
Ruta graveolens sobre o desenvolvimento dos fungos apodrecedores Gloeophylum trabeum e

Pycnoporus sanguineus.

O fungo Pycnoporus sanguineus

Um dos fungos causadores de podriddo de madeiras ¢ o Pycnoporus sanguineus,
amplamente distribuido na natureza e encontrado em regides de clima mais ameno ¢ em
florestas tropicais como a amazonica (Esposito et al., 1993). Conhecido popularmente como
orelha-de-pau, sendo encontrado na madeira onde se fixam e dela se alimentam (Garcia,
2006), capaz de hidrolisar os polissacarideos ¢ a lignina de materiais lignoceluliticos (Teixeira
et al., 1997), sendo causador da podridao branca.

O género Pycnoporus € dividido em quatro espécies: Pycnoporus cinnabarinus, nativo
da zona temperada do hemisfério norte; Pycnoporus coccineus, que ocorre em varios paises
com fronteira nos oceanos indico e Pacifico; Pycnoporus sanguineus, encontrado em regides
tropicais e subtropicais dos hemisférios norte e sul; e Pycnoporus puniceus, encontrado na
Africa e na India (Uzan et al., 2011).

O uso empirico do P. sanguineus na medicina popular também ¢ frequentemente
citado por historiadores. A atividade antimicrobiana do Pycnoporus sanguineus ja ¢
conhecida desde 1946, quando Bose isolou ¢ denominou o poliporin, substancia ativa 2 contra

bactérias gram-negativas e gram-positivas, sem toxicidade para os animais experimentais.
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Os fungos sdo encontrados praticamente em qualquer local do ambiente, inclusive no
ar na forma de esporos, podendo desenvolver novas estruturas quando encontram substrato
adequado (Putzke & Putzke, 2004). Podem ser encontrados no solo, nas aguas, sobre animais
e vegetais, em alimentos naturais e industrializados (Bononi, 1999; Teixeira et al., 2001).

Apresentam seu corpo na forma de duas unidades basicas: a leveduriforme e a hifal
(Trabusi & Altherthum, 2005). No formato de leveduras, as células s@o tnicas, pequenas e
delimitadas apresentando um tnico nucleo. As hifas sdo os filamentos que formam o micélio
dos fungos, sdo longas células cilindricas com varios nucleos ou septadas, onde cada célula

pode ter varios nucleos; podem ser simples ou ramificadas (Sieveres, 1999).

O fungo Gloeophylum trabeum

O mecanismo de degradacdo da madeira difere fundamentalmente entre fungos da
podriddo parda e branca. Em geral, os fungos da podriddo parda removem seletivamente os
compostos celulose e hemiceluloses, enquanto os fungos da podriddo-branca causam a
degradagdo de todos os componentes da madeira celular (Oliveira et al., 1986; Barreal,
1998). No entanto, o fungo da podriddo-branca Pycnoporus sanguineus ¢ um bom produtor de
fenoloxidase e degrada preferencialmente a lignina (Esposito et al., 1993).

Na avaliacdo da resisténcia biologica natural de Aspidosperma desmanthum, Parinari
excelsa, Mouriri callocarpa, Marmaroxylon racemosum, Peltogyne
paniculata e Astronium sp. madeiras para o fungo da podriddo parda G. trabeum e fungo da
podridao branca Pycnoporus sanguineus , foi fundado que a decadéncia causada pelo fungo
da podriddo parda era maior. As madeiras estudadas apresentaram perda de peso entre 1,97%
e 12,2% quando decompostas para G. trabeum, e entre 0,05% e 3,21% para P.
sanguineus apoés teste de decaimento acelerado de 6 semanas (Alves et al., 2006).

Segundo Lepage (1986), a madeira atacada por fungos de podriddo parda apresenta-se
em estagios iniciais ligeiramente escurecida, assumindo uma coloracdo pardo-escura a medida
que o apodrecimento progride. A madeira atacada por estes fungos apresenta uma redugdo na
sua massa especifica, tornando-a mais permeavel ao ataque de microrganismos e

higroscopica, além de sua resisténcia ao impacto também ser diminuida.
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Tratamentos preservativos na madeira

A madeira é conhecida por ser um material renovavel e importante, mas que pode ser
deteriorada por agentes bioldgicos, por reagdes quimicas € outros agentes que causam
prejuizos a ambos, produtores e consumidores, tanto no que se refere ao material como na
mao-de-obra para substitui-lo (Moreshi, 2013). Dessa forma, destacam-se como os principais
agentes biologicos causadores da maioria dos danos e perdas em estruturas de madeira os
insetos, fungos, moluscos, crustaceos e bactérias, sendo os fungos e insetos os principais
responsaveis pela maioria das perdas em varios tipos de produtos florestais.

Esses preservativos sdo produtos quimicos capazes de provocar maior resisténcia ao
ataque e desenvolvimento de organismos xilofagos através do envenenamento dos nutrientes
celulares da madeira (Florian, 2011). Dentre os disponiveis no mercado o mais utilizado
mundialmente é o Arseniato de cobre cromatado (CCA) devido a sua capacidade de proteger
a madeira contra o ataque de fungos ¢ insetos xilofagos (Lopes, 2012). Mesmo com a
possibilidade de madeiras tratadas, nem sempre se torna viavel ao proprietario adquiri-las.
Frente a essa realidade, produtos alternativos estdo sendo testados com a finalidade dessa
substitui¢do para melhorias ambientais e or¢gamentais.

O ¢6leo de linhaga (Linum usitatissimum) é considerado um dos tratamentos naturais de
melhor resultado por ser secativo, proporcionando boa impermeabilidade e protecdo. Além do
o6leo de linhaca (Gonzaga, 2006), estudos t€ém revelado que combina¢des com cobrecromo
(Treu et al., 2010) proporcionam melhores resultados de prote¢do. Outras fontes de estudo
como preservantes para madeira sdo os Oleos extraidos das sementes do nim (Azadirachta
indica A. Juss) e de mamona (Ricinus communis). Todos os produtos a base de nim sdo
completamente naturais, sendo atdxicos para os seres humanos, os animais domésticos e o
meio ambiente. Frutos, sementes, 6leo, folhas, cascas e raizes do nim possuem os mais
variados usos antissépticos e antimicrobianos. Pesquisas mostram que o 6leo de nim ¢ eficaz
contra fungos, parasitas, insetos, algumas bactérias e virus (Araujo et al., 2000; Neves et al.,
2003; Machado et al., 2006; Rahhal et al., 2007; Rodrigues et al., 2009; Paes et al., 2010). Ja
0 6leo de mamona tem sido estudado para melhorar a persisténcia do 6leo de nim na madeira,
ja que, apds vinte dias em contato com o solo, o 6leo de nim deteriora-se, dificultando seu

emprego para o tratamento de madeira em que os principios ativos das substancias
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empregadas para esta finalidade devem persistir por longo tempo nas pecas tratadas (Araujo et
al., 2000; Machado et al., 2006; Paes et al., 2007, 2010).

Pesquisas também apontam que a quitosana, um subproduto das industrias de
processamento de crustaceos (camarao, krill, caranguejo e lagosta), tem provado minimizar o
ataque dos fungos, no entanto, poucos estudos tém sido realizados sobre a aplicacdo de
quitosana para madeira (Eikenes et al., 2005; Singh et al., 2008; Treu et al., 2009; Sattolo et
al., 2010).

Metodologia

Para a obtencdo dos extratos, foram coletadas 15 g da parte aérea de mudas de Ruta
graveolens para 1 L de dgua destilada, correspondendo a um extrato aquoso com 15% do
vegetal, os quais em um béquer foi colocado a fervura por 1 hora. A amostra foi triturada em
liquidificador por 1 minuto, e posteriormente filtrou-se o extrato em filtro de papel,
descartando o residuo. Apos, o extrato foi submetido a esterilizagdo em autoclave a 120 °C
por 20 minutos.

O extrato foi incorporado ao meio batata, dextrose, agar (BDA) nas concentragdes
50% e 100%, misturando-os para total homogeneizagdo. Estes meios, contendo o extrato
vegetal foram vertidos em placas de Petri com 85 mm de diametro. A execucdo deu-se em
duplicata, sendo obtidos extratos nas mesmas concentragdes para testar os dois fungos. Apos
solidificagdo dos meios transferiu-se no centro das placas um disco micelial de 8 mm de
diametro de Gloeophylum trabeum, como também de Pycnoporus sanguineus. Para avaliar o
crescimento dos fungos, utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) contendo trés tratamentos com cinco repeti¢des cada, para ambos os fungos.

Os tratamentos foram duas concentragcdes do extrato vegetal (50% e 100%) mais uma
testemunha, a qual continha apenas o meio BDA, sem adicdo de extrato. Estas placas foram
armazenadas em estufa incubadora Biochemical Oxygen Demand (BOD) a 25°C no escuro. O
crescimento micelial dos fungos foram avaliados a cada 24 h a partir da incubacgao, por 7 dias.
As avaliagdes foram realizadas com auxilio de um paquimetro graduado em milimetros, sendo

realizadas pelo método das medidas diametralmente opostas.
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O indice de crescimento micelial (ICM) foi calculado pela formula apresentada na

Equacao 1.

Cl ¢c2 C3 Cn
ICM = T N+ N3 +Tn

(1)

Onde: C1, C2, C3, Cn = crescimento micelial das colonias na primeira, segunda,
terceira e ultima avaliacdo; N1, N2, N3, Nn = ntimero de dias.
Os resultados foram submetidos a analise de varidncia e posteriormente submetidos ao

teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

Resultados e Discussio
Os valores do indice de crescimento micelial do fungo em relagdo a sua concentragdo
encontram-se descritos na Tabela 1. Percebe-se que a adicdo do extrato reduziu o crescimento

de ambos os fungos, nas duas concentragdes testadas.

Tabela 1. indice de crescimento micelial dos fungos Gloeophylum trabeum e Pycnoporus

sanguineus nas diferentes concentragdes.

FUNGO CONCENTRACAO (%) ICM
0 67,93 b
Gloeophyllum trabeum 50 64,50 b
100 57,45 a
0 83,01 ¢
Pycnoporus sanguineus 50 66,79 b
100 53,08 a

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A andlise estatistica indicou diferenga significativa em nivel de 5% de probabilidade
entre o crescimento micelial dos fungos para as diferentes concentracdes. Pode-se observar
que os tratamentos com 100% do extrato apresentou maior poder inibitorio, seguido pela
concentragdo 50%. Sendo assim, o extrato aquoso de arruda mostrou-se eficiente a inibigdo do

crescimento micelial, indicando potencial biopreservante.
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Nascimento et al. (2013), os autores concluiram que extrato de arruda na concentracao 10000
mg/L-1 gerou um efeito inibitério de 30%. Em outro trabalho, realizado por Stangarlin et al.
(1999) mostra que foram encontrados alguns compostos no extrato da folha de arruda (Ruta
graveolens) que apresentaram atividades de inibi¢do de crescimento micelial e esporulacdo de
fungos fitopatogénicos como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Alternaria alternata.

Mesmo que os fungos citados sejam pragas agricolas e ndo fungos decompositores da
madeira, os dados corroboram com o presente estudo por confirmar o efeito fungicida do
extrato, este que € perceptivel até mesmo visualmente (Figura 1 e 2).

Figura 1. Crescimento micelial do fungo Gloeophylum trabeum: A - testemunha; B - 50%
extrato Ruta graveolens; C - 100% extrato Ruta graveolens.
Figura 2. Crescimento micelial do fungo Pycnoporus sanguineus: A - testemunha; B - 50%
extrato Ruta graveolens; C - 100% extrato Ruta graveolens.

As imagens ilustram o potencial toxico do extrativo aos fungos responsaveis pela
podriddo parda e podriddo branca da madeira, enquanto a testemunha preencheu
completamente a placa em sete dias, as placas contendo o extrativo tiveram um crescimento
reduzido. Essa constatacdo pode ser observada desde a menor concentracdo (50%) tornando-

se ainda mais expressiva com o aumento da dose para 100%.
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Na natureza, extratos vegetais produzem compostos volateis que podem inibir a
germinagdo ou o crescimento de microrganismos, ¢ também desencadeiam alteragdes no
desenvolvimento de plantas e fungos (French, 1992). Com a obtencdo destes resultados
preliminares, pode-se inferir que o extrato de arruda possui alguma substancia capaz de inibir
o crescimento micelial, ou seja, a formagao de hifas que originam o desenvolvimento fingico,

etapa essencial para o processo que originara o ciclo reprodutivo do patégeno.

Conclusao

A reducdo no crecimento micelial dos fungos Gloeophylum trabeum e Pycnoporus
sanguineus a partir do extrato aquoso de arruda evidencia a existéncia de compostos
biologicamente ativos, com feito fungitoxico. Porém manipulou-se um extrato aquoso com
somente 15% do vegetal, para um controle mais rigido e eficiente verifica-se a necessidade
de testar concentragdes mais altas da espécie para a confirmacdo dos resultados e ajustes nas

concentragoes, buscando a mais eficiente.
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