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RESUMO

O fungo Botrytis cinerea, agente causal do mofo cinzento, ¢ um dos mais conhecidos
fitopatdgenos no mundo devido aos danos que causa em frutas e hortalicas, principalmente na
pos-colheita. Para reduzir os danos desse patdogeno vem-se utilizando produtos alternativos a
base de 6leos essenciais e extratos botanicos. A Varronia curassavica (Cordia verbenacea) €
uma planta nativa do Brasil e encontrada na Floresta Tropical Atlantica que tem sido
tradicionalmente usada na medicina popular para o tratamento de enfermidades devido as suas
propriedades anti-inflamatdria e antioxidante. Dessa forma, objetivou-se com o presente estudo
avaliar a atividade fungistatica de extratos de C. verbenacea no crescimento e desenvolvimento
de B. cinerea. O experimento foi realizado no Laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal
de Santa Catarina — Campus Sao Miguel do Oeste. O fungo B. cinerea foi isolado a partir de
receptaculos de morangueiro (popularmente conhecidos como frutos) contaminados com o
patdgeno. Apds o isolamento em placas de Petri com meio de cultura a base de batata-dextrose-
agar (BDA) e armazenados em BOD sob temperatura de 25 °C, umidade relativa de 60% e
fotoperiodo de 12 horas, para o crescimento micelial até cobrirem toda a placa e,
posteriormente, serem utilizados nos tratamentos. Os tratamentos consistiram em seis formas
de obtencdo do extrato de C. verbenacea: T1 - Extrato vegetal aquoso quente — Infusdo; T2)
Extrato vegetal aquoso quente — Filtrado; T3) Extrato vegetal aquoso quente — Mistura; T4)
Extrato vegetal aquoso frio; T5) Extrato hidroalcodlico 30; T6) Extrato hidroalcoolico 105,
além de um tratamento controle (somente meio de cultura BDA). Foram analisados a
percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM), a taxa de crescimento micelial
(TCM) e o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de B. cinerea sob os diferentes
métodos de extragdo dos compostos de C. verbenacea. Os resultados demonstraram diferencas
significativas entre os extratos vegetais testados, para todas as variaveis analisadas. A obteng¢ao
do extrato por infusdo (T1) reduziu significativamente o indice velocidade de crescimento
micelial do fungo, tendo um IVCM de 0,07 cm dia’!, enquanto o tratamento controle obteve
IVCM de 0,71 cm dial. Com relagdo a Percentagem de Inibi¢do do crescimento micelial
(PICM), a infusdo (T1) se destacou novamente com uma inibi¢ao de 70,4% do fungo B. cinerea.
J& os extratos aquosos quentes T2 e T3 apresentaram uma PICM de 68,8% e 54,6%,
respectivamente. Com a utilizacdo do extrato aquoso frio a PICM foi de 45,5%. As menores
inibi¢des foram obtidas com os extratos hidroalcodlicos, com inibi¢ao variando de 36,6% a
40,3%. As maiores supressdes na taxa de crescimento micelial (TCM) de B. cinerea foram

observados nos tratamentos usando extratos aquosos quentes. O extrato obtido pela técnica de



infusdo por 30 minutos foi que apresentou a maior efetividade de supressdo do crescimento
micelial do fungo. Os tratamentos com a utilizagdo do extrato aquoso frio e alcodlico

demonstraram baixo efeito fungistastico.

Palavras-chaves: Erva baleeira. Mofo cinzento. Inibicdo micelial. Esporogénese.
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1. INTRODUCAO

O controle quimico continua sendo a principal medida para reduzir a incidéncia de
doencgas em cultivos horticolas. Além disso, os produtos quimicos antimicrobianos pertencentes
aos grupos dos benzimidazois, hidrocarbonetos aromaticos e inibidores da biossintese de
esterois sdao frequentemente usados como tratamentos pos-colheita, o que ocasiona um
problema contra o uso efetivo desses produtos quimicos, como a selecdo de cepas de fungos
resistentes aos fungicidas (Alves et al., 2014).

A aplicacao de maiores concentragdes de produtos quimicos na tentativa de contornar
esse problema aumenta o risco de residuos toxicos nos produtos, o que ¢ relativamente grave
porque frutas e hortalicas sdo consumidas em um tempo relativamente curto apos a colheita
(Olher et al., 2021). A exploragao de substancias naturais como os 0leos essenciais e extratos
vegetais para o controle de doencas pos-colheita, apresenta-se como alternativa mais seguras
para os consumidores e para o meio ambiente, além da sua efetividade contra tipos selvagens e
cepas resistentes aos pesticidas (Alves et al., 2014).

Vismara (2019), afirma que a demanda pela redu¢do no uso de agrotdxicos na
agricultura aumenta o interesse pela possibilidade de aplicagdo de Oleos essenciais e extratos
de plantas no controle de fitopatdgenos, visto a eficacia dos 6leos essenciais contra patdogenos
graves de plantas. Conforme Alves et al. (2014), a doenca do mofo cinzento causada por
Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel (Helotiales: Sclerotiniaceae) ¢ uma das doengas mais
graves de uma ampla gama de culturas de importancia mundial. As perdas pos-colheita devido
ao desenvolvimento de mofo cinzento durante o armazenamento e distribui¢ao de frutas e
vegetais colhidos sao muito altas. Esse patdgeno ¢ disseminado por esporos presentes nas folhas
e frutos de plantas infectadas, além de sobreviver no solo ou em restos culturais na forma de
estruturas de resisténcia denominadas esclerodios. Assim, este estudo tem como proposito
investigar a agdo de extratos vegetais da erva baleeira (Cordia verbenacea) sobre o crescimento

e o desenvolvimento de B. cinerea.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade fungistatica de extratos da C. verbenacea na supressao do

crescimento e desenvolvimento de B. cinerea.

2.2. Objetivos especificos

° Verificar a atividade de extrato de C. verbenacea no crescimento € desenvolvimento de
B. cinerea.
° Avaliar o efeito fungistatico de extratos aquosos e hidroalcodlico de C. verbenacea

sobre B. cinerea.
° Identificar o extrato que apresenta maior efetividade na supressdo do crescimento e

desenvolvimento de B. cinerea.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Extratos vegetais

Extratos vegetais sdo substancias obtidas de plantas que apresentam propriedades anti-
inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, entre outras. Esses extratos sdo obtidos por técnicas
de extracdo que visam concentrar ¢ isolar os principios ativos presentes nas plantas (Revista
Food Ingredients Brasil, 2010). A utilizacao de plantas medicinais para o preparo de extratos ¢
complexa, uma vez que, as condi¢des nas quais as plantas sdo cultivadas, comercializadas e
armazenadas comprometem e alteram a quantidade e a qualidade dos compostos (Ming, 1994).
Os principios ativos das plantas apresentam alteragdes conforme o estadio de desenvolvimento,
habitat, horario de colheita e método de extragdao. Além disso, de acordo com a forma que foram
preparados, com material seco ou fresco e nas concentragdes utilizadas influenciam na
eficiéncia dos resultados.

Na medicina natural, é cada vez mais comum a utilizagdo de plantas medicinais no
controle de doengas, que pode ser administrada na forma de extratos, na qual exige uma
complexa preparagdo farmacéutica (Capasso et al., 2003). Na agricultura, com o intuito de
buscar alternativas ao emprego de produtos quimicos e de métodos menos
agressivos/poluidores vem-se estudado a eficiéncia de extratos e Oleos essenciais para o
controle de doencas (Montes et al., 2000).

Segundo Schwan et al. (2000), produtos a base de compostos botanicos sdo importantes
alternativas para o controle de doencas em plantas, pois podem auxiliar na reducao do processo
de seleg¢do de populacdes de fitopatdgenos resistentes aos agroquimicos sintéticos presentes no
mercado. O controle de doencas em plantas tem sido realizado com aplica¢des de produtos
quimicos sintéticos (Kimati et al., 1997). Porém, com o processo de selecdo de fitopatdgenos
resistentes as substancias quimicas, ha necessidade de buscar novas ferramentas efetivas para
o manejo de doengas nas culturas (Zadoks, et al., 1997)

Montes et al. (2000) enfatizaram a importancia do uso de extratos brutos no controle de
fitopatdgenos, demonstrando que alguns extratos possuem propriedades antimicrobianas
comprovadas, que afetam o desenvolvimento de fungos tanto in vitro quanto in vivo. Ark e
Thompson (1959), realizaram os primeiros experimentos com a utilizagdo de extratos de plantas
para moderar e/ou controlar patégenos de frutos em pds-colheita. Esses mesmos autores
também observaram a acdo do extrato de alho (Allium sativum L.) na inibi¢do do fungo

Monilinia fructicola em péssegos. Souza et al. (2007) relataram que extratos de 4. sativum e



Cymbopogon citratus obtidos por meio da técnica de maceracdo com etanol absoluto, inibiram
a germinacdo do fungo Fusarium proliferatum. Bianchi et al. (1997) reportaram que o extrato
aquoso de alho produzido a partir do po, proporcionou o aumento de vacuolos e engrossamento
da parede celular de Rhizoctonia solani, modificagcdes na membrana citoplasmatica de Pythium
ultimum e diminui¢do no diametro das hifas de Fusarium solani.

Na mesma linha de pesquisa, Brand et al. (2010) verificaram que o crescimento micelial
de Colletotrichum lindemuthianum foi afetado apds o uso de extratos de alecrim autoclavado.
Resultados semelhantes foram obtidos por Rozwalka ef al. (2008), ao utilizar extrato aquoso de
alecrim autoclavado na inibicdo do crescimento de Glomerella cingulata e Colletotrichum
gloeosporioides.

Esses produtos alternativos quando aplicados em plantas ou frutos na pos-colheita sao
denominados eliciadores, pois podem induzir a resisténcia contra determinados patdogenos.
Esses produtos também estimulam a ativagao de mecanismos de defesa das plantas que estavam
latentes. Desta forma, as plantas apds a exposi¢ao ao agente indutor t€m seus mecanismos de
defesa ativados, ndo somente no local da infec¢ao, mas também distante deste, conferindo assim
a resisténcia sistémica adquirida (Pascholati, 1995).

Sdo inimeras as formas de conseguir extrair os compostos secundarios de plantas.
Dentre as mais utilizadas incluem a extragdo aquosa, com agua quente ou fria, hidroalcodlica,
etanolica e destilacdo. Nas extragdes aquosas, a dgua ¢ utilizada como solvente para a extragao,
no entanto, algumas substancias sdo insoliveis em 4gua, como alcaloides, dleos essenciais,
6leos perfumados e resina, sendo estes mais soliveis em dlcool. Dentre os compostos que sdo
facilmente liberados em agua estdo os glicosideos, sais alcaloides, substancias amargas, taninos
e acucares. Isso pode ser uma das razdes pelas quais os extratos aquosos sao menos eficazes no
controle de microrganismos quando comparados aos extratos alcodlicos (Andreo; Jorge, 2006;

Fonséca, 2005).

3.2. Origem, botanica e usos de Cordia verbenacea

Conhecida popularmente como erva baleeira, salicina, cariaquito negro e salvia negra,
a C. verbenacea ¢ um arbusto de origem brasileira (Gasparino; Barros, 2009), pertencente a
familia Boraginaceae. Essa familia ¢ dividida em quatro subfamilias: Ehretioideae,
Cordioideae, Helitropioideae e Boraginaceae (Nowicke; Miller, 1990; Miller, 2003). A familia
Boraginaceae possui aproximadamente 350 espécies (Judd et al., 1999; Miller, 2001) e

aproximadamente 65 espécies distribuidas no territorio brasileiro (Taroda; Gibbs, 1986).
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A planta de erva baleeira caracteriza-se por ser um arbusto ereto, perene, bastante
ramificado, aromatico, composto por pontas de ramos e hastes pendentes e recoberta por uma
bainha fibrosa, com altura variando de 1,5 a 2,5 m. As folhas (FIGURA 1A) sdo simples,
alternas, coriaceas, perfumadas, com cerca de 10 cm de comprimento, com cheiro forte e
duradouro. As inflorescéncias aparecem nas pontas dos galhos, constituidas de pequenas flores
brancas (FIGURA 1B). Os frutos sdo do tipo cariopse esférica, vermelho quando maduro, com

cerca de 0,4 cm de didametro (Lorenzi; Matos, 2002; Ramos et al., 2005).

FIGURA 1. Inflorescéncias (A) e folhas (B) de Cordia verbenacea. Fonte: Gomes et al. (2009).

A erva baleeira trata-se de uma planta de grande importancia na indistria medicinal e
farmacéutica e encontra-se distribuida em todo o territdrio brasileiro (Bayeux ef al., 2002). Essa
planta ¢ muito utilizada na medicina popular por suas propriedades anti-inflamatorias e
cicatrizantes, sendo empregada no tratamento de artrite, reumatismo, tendinite, dores
musculares e contusdes (Kloesch et al., 2013). O uso dessa espécie iniciou-se com os indigenas,
os quais extraiam o extrato bruto das partes aéreas e utilizavam como anti-inflamatorio. Em
1952, Pio Corréa denominou essa espécie como Cordia devido ao seu uso medicinal. A partir
dessa descoberta, iniciou-se o estudo e a producdo industrial de medicamentos a partir da
extragdo dos compostos vegetais da erva baleeira, como o medicamento Acheflan do
Laboratério Aché (Nizio et al., 2015).Estudos revelam a grande capacidade anti-inflamatoria
da erva baleeira, possuindo uma excelente eficacia com efeitos colaterais reduzidos (Carvalho
et al., 2004, Sertié et al. 2005). Outros estudos indicam que sdo varios 0os compostos na parte
aérea da planta, destacando-se os taninos, flavonoides e os 0leos essenciais (Fernandes et al.,
2007).

Em 2009, Caetano et al., (2020), descrevem que a C. verbenacea foi incluida na Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), a qual
conta com uma lista de 71 espécies vegetais. O RENISUS esta ligado ao Ministério da Satde

do Brasil e os seus estudos servem para definir espécies utilizadas na prestacdo de servigos de
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satde municipais e estaduais. As pesquisas realizadas pela RENISUS sdo de cunho
farmacoldgico e quimico para o desenvolvimento e produgdo de produtos medicinais para o
Sistema Unico de Satde (SUS). Além disso, a C. verbenacea foi incluida no Formulario
Nacional de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira como item medicinal anti-inflamatorio
com composi¢ao de folhas secas, dgua e extrato hidroetanélico (Caetano et al., 2020).

Além disso, varias sdo as propriedades biologicas contra microrganismos, incluindo a
inibicao da germinagao de conidios de Pseudocercospora griseola (Hoyos et al., 2012), inibigao
de bactérias gram positivas (Carvalho Jr. et al., 2004; Meccia et al., 2009), Candida albicans
(Carvalho Jr. et al., 2004) e toxicidade sobre hifas e conidios de Oidium eucalypti (Silva et al.,
2012; Silva et al., 2014), além de atividade larvicida contra Aedes aegypti (Feijo et al., 2006).

O oleo essencial de C. verbenacea ¢ composto principalmente por mono e
sesquiterpenos. Os compostos mais comumente detectados e descobertos que envolvem 0leos
essenciais sao a-pineno (11,72 - 29,70%), E-cariofileno (9,99 - 25,30%), biciclogermacreno

(2,70 - 13,80%) e aloaromadendreno (10%) (Carvalho Jr. et al., 2004).

3.3. Botrytis cinerea

O género Botrytis pertence a familia Sclerotiniaceae, que compreende espécies fingicas
com presen¢ga mundial, causando grandes prejuizos nas culturas agricolas. Em particular, o
género Botrytis contém aproximadamente 30 espécies reconhecidas com diversos estilos de
vida troficos e € considerado entre os 10 patdogenos fungicos mais importantes na agricultura
(Vismara, 2019).

Em termos econdémicos, Ampese e Almanga (2021) reportaram que as perdas em
lavouras causadas por B. cinerea podem ser dificeis de estimar devido a sua ampla variedade
de plantas hospedeiras. No entanto, podem ser estimados em milhdes de dolares anualmente,
dependendo do setor agricola. Estima-se que as perdas podem chegar a 1 bilhdo de dolares por
ano se forem incluidos aspectos como medidas culturais de controle de pragas, fungicidas de
amplo espectro e biocontrole (Ampese; Almanga, 2021). Da mesma forma, as infec¢des
causadas pelo patdogeno podem variar, mas estima-se que as perdas na pré e na pds-colheita
prejuizos variam de 10 a 70%.

Uma das condigdes favoraveis que serve de porta de entrada para o mofo cinzento, € sua
ocorréncia em lesdes causadas por diferentes agentes, como injurias causadas por ferramentas
utilizadas no manejo de plantas, intempéries e insetos (Peynaud et al., 1971). Um experimento

verificou a incidéncia significativa de B. cinerea em bagas de videira com ferimentos causados
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por mosca-das-frutas e ferimentos artificiais. Machota Jr ef al. (2016), observou que o controle
(sem ferimentos) apresentou menor incidéncia de B. cinerea quando comparada com as bagas
lesionadas.

Além disso, B. cinerea possui umidade e temperatura 6tima para seu crescimento e
infeccdo, particularmente em condigdes de casa de vegetagdo. No entanto, mesmo quando o
pré-tratamento com fungicidas ¢ realizado, a resisténcia em certas cepas pode continuar
causando alguns desafios para os produtores (Vismara, 2019).

De modo geral, B. cinerea tem sido de dificil controle porque possui diversas formas
de infeccdo, hospedeiros como fontes de indculo e pode sobreviver como micélios e/ou conidios
em restos culturais por longos periodos como esclerédios no solo. Por essas razoes, ¢
improvavel que o uso de qualquer medida de controle seja bem-sucedida e, uma compreensao
mais detalhada da interacdo hospedeiro-patdégeno, do microambiente em que o fungo opera e
seus concorrentes microbianos no hospedeiro ¢ essencial. O custo atual de trazer um novo
fungicida ou agente de controle bioldgico para o mercado € tdo alto que apenas as principais
culturas atraem o interesse suficiente do agronegdcio (Vismara, 2019).

O fitopatégeno B. cinerea também tem sido responsavel por uma ampla gama de
sintomas e estes ndo podem ser facilmente generalizados em 6rgdos e tecidos vegetais. O
apodrecimento, acompanhado do colapso e encharcamento dos tecidos do parénquima, seguida
por um rapido aparecimento de massas cinzentas de conidios sdo talvez os sintomas mais
comuns observados em folhas e frutos moles (Vismara, 2019). De acordo com este autor, frutas
de casca grossa, como kiwis, o sintoma de encharcamento de dgua escura ¢ evidente somente
apos o corte. Em muitas frutas e vegetais, a infeccao geralmente comeca em flores senescentes
anexadas, que evolui para o apodrecimento e disseminacao para outras estruturas adjacentes.
Esses sintomas sdo observados em abobrinhas, pepinos, vagens, morangos € magas.

Nas pétalas de flores, os sintomas variam de pequenas manchas em grande escala
dependendo das condi¢cdes ambientais. No tomate cultivado em estufa, o maior dano ocorre nas
hastes com ferimento por ferramentas utilizadas no manejo das plantas, onde o fungo pode
apodrecer toda a haste. O apodrecimento dos tomates maduros ocorre principalmente na pos
colheita; um sintoma incomum de 'mancha fantasma' em tomate verde esta associado a uma
defesa bem-sucedida do hospedeiro, mas o sintoma torna os frutos nao comercializaveis
(Ampese; Almanca, 2021).

Conforme Olher et al., (2021), a infec¢@o por B. cinerea pode ocorrer por varias vias,
que variam de acordo com a espécie da planta, tipo de tecido e condigdes externas. O

desenvolvimento da doenca ocorre em multicamadas e ¢ regulado por multiplos fatores, com
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contribui¢des sutis de cada fator de viruléncia. A secrecdo maci¢a de enzimas que degradam a
parede celular da planta e toxinas ndo seletivas (Olher et al., 2021). O quadro emergente ¢ de
um processo de infeccdo multicamadas governadas pela troca de fatores que contribuem
coletivamente para o desenvolvimento da doenca (Vismara, 2019).

O género Botrytis ¢ um dos taxons fungicos mais antigos ¢ bem estudados. De acordo
com andlises taxonOmicas, existem mais de 35 espécies de Botrytis, das quais B. cinerea ¢ a
mais conhecida e bem estudada (Vismara, 2019). Este patégeno ¢ considerado um fungo
hemibiotrofico, pois durante alguns curtos estagios de seu ciclo de vida, pode atuar como um
fungo biotrdfico e colonizar tecidos vegetais vivos e obter os nutrientes destas células (Olher et
al.,2021). Em contraste, também se considera o fungo como necrotréfico, uma vez que também
infecta e mata tecidos vegetais e subsequentemente extrai nutrientes de células vegetais mortas.
O B. cinerea ¢ um patdégeno generalista capaz de infectar uma ampla gama de espécies de
plantas. A este respeito, B. cinerea se assemelha a Sclerotinia sclerotiorum, um patdégeno
agressivo que causa a doenga do mofo branco em centenas de espécies de plantas (Olher et al.,
2021). Porém, Olher et al., (2021) afirmam que o B. cinerea ¢ menos agressivo que S.
sclerotiorum e, embora possa infectar folhas e caules intactos em condi¢des ideais, ataca com
mais frequéncia tecidos moles, como frutas e flores.

Esse patogeno afeta varias culturas comerciais, como plantas ornamentais, hortalicas e
arvores frutiferas. Causa prejuizos econdmicos em diferentes espécies vegetais, incluindo
alcachofras, berinjelas, abdboras, feijoes, alface, pepino, pimentdo, tomate, cenoura, mirtilo,
morango, maga, laranja, pera, banana, uva, wallflower, begdnia, ciclamen, cravo, crisantemo,
dalia, gérbera, gladiola, iris, lirio, rosa, tulipa e violetas (Drawanz et al., 2020).

A infecc¢do por B. cinerea ¢ predominantemente iniciada por conidios (Figura 2) ovais
de 50-75 pm que se fixam e germinam na superficie da planta (Olher ef al., 2021). Os tubos
germinativos ou hifas mais alongadas diferenciam apressorios simples e almofadas de infecgao.
Ambas sdo estruturas especializadas que auxiliam na penetragdo do hospedeiro, mas o fungo
também demonstra entrar no hospedeiro através dos estomatos ou penetrar diretamente na
cuticula através de tubos germinativos conidiais curtos. A maioria das infec¢des ocorrem
quando os esporos do fungo entram em contato com pétalas de flores envelhecidas. Além disso,

o clima frio com forte orvalho ou nevoeiro favorece a infecgao.
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FIGURA 2 - Ciclo reprodutivo de Botrytis sp. em plantas horticolas. Fonte: Adaptado de
Agrios, (2005).

Conforme Vismara, (2019), a importancia do Botrytis se estende além do campo
agricola. Este fitopatogeno ¢ amplamente utilizado como um microrganismo modelo para a
compreensdo das interagdes planta-patdgeno, evolucdo do fungo hemibiotrofico, da

especificidade hospedeira e da flexibilidade dos estilos de vida do patogeno vegetal.

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal de
Ciéncia e Tecnologia de Santa Catarina — Campus Sao Miguel do Oeste (IFSC-SMO),
localizado no municipio de Sao Miguel do Oeste, Santa Catarina. O experimento foi iniciado
no ano de 2023, sendo finalizado no primeiro semestre de 2025.Foram analisados a
Percentagem de Inibicdo do Crescimento Micelial (PICM), a Taxa de Crescimento Micelial
(TCM) e o Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de B. cinerea sob diferentes

métodos de extragdo dos compostos do metabolismo secundario de C. verbenacea.
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4.1. Isolamento e cultivo de Botrytis cinerea

Foram realizadas varias inspe¢des em cultivos de morangueiros com o intuito de
encontrar morangos contaminados com o fungo B. cinerea. Porém, as condi¢des de temperatura
e umidade estavam dificultando o aparecimento do patéogeno. Desta forma, os frutos foram
adquiridos em um supermercado no municipio de Sdo Miguel do Oeste. Os morangos
aparentemente sadios foram isolados em copos de café de 50 mL (Figura 3A), recobertos com
filme plastico e mantidos em uma BOD sob temperatura de 25 °C, umidade relativa do ar de
60% por cerca de 14 dias. Os frutos contaminados com o fungo B. cinerea (Figura 3B) foram
colocados em placas de Petri com meio de cultura a base de batata-dextrose-dgar (BDA),
contendo 200 g L' de infusdo de batatas (kasvi), 20 g L' de dextrose (marca Vetec) e 15 g L™!
de agar (Marca Alphatec). Em seguida, foram incubados sob condi¢des controladas em camara
tipo BOD, sob temperatura de 25 °C e 60% de umidade relativa de acordo com Garsuch e
Breikreutz (2010), sem fotoperiodo. Nestas condi¢des ocorreu o crescimento micelial do fungo
e a formacao de estruturas de resisténcia denominadas esclerodios. As placas foram mantidas
nestas condi¢des até a instalagdo do experimento. Placas contaminadas por outras espécies de

patdgenos foram descartadas ao longo deste processo.

FIGURA 3 - Frutos de morango isolados em copos de café (A) e fruto de morango contaminado

com o fungo B. cinerea (B). Fonte: Rocco, 2025.

Para o experimento, os esclerddios (Figura 4A) foram colocados em placas contendo
meio de cultura a base de BDA, armazenados em BOD sob temperatura de 25 °C e 60% de
umidade relativa de acordo com Garsuch e Breikreutz (2010) e fotoperiodo de 12 horas, para
fins de germinagdo, esporulagdo e crescimento micelial até cobrirem toda a placa (Figura 4B).
Para manutencao da cultura, ap6s a formacgao do micélio, foi realizada a transferéncia de discos
de 0,5 cm (Figura 4C) com micélio para novas placas por aproximadamente 10 dias. Com o
intuito de formar novas culturas de fungos foram realizadas repicagens, para posterior utilizagao

no experimento.



16

FIGURA 4 - Placa de Petri com esclerodios (A), placa de Petri recoberta pelo micélio do fungo
B. cinerea (B) e disco de 0,5 cm de B. cinerea (C). Fonte: Rocco, 2025.

Para a implantagdo do experimento, foi preparado o meio de cultura a base de BDA
(Figura 5A). Em seguida, adicionou-se ao meio de cultura, 50 mg L' de cloranfenicol, para
evitar o desenvolvimento de bactérias. Apos isso, foram vertidos 10 mL do meio nas placas de
Petri (Figura 5B).

Ap0s a solidificacdo do agar, foi acrescentado 50 pL dos extratos na placa de Petri
(Figura 5C) e homogeneamente distribuidos sobre o meio de cultura com uma alc¢a de Drigalski
esterilizada, em capela de fluxo laminar (Figura 5D). Em seguida, discos de micélio de 0,5 cm
de didmetro, contendo micélios de B. cinerea, foram alocados sobre o meio contendo os
extratos. As placas foram vedadas com filme de PVC (Parafilme®), identificadas e armazenadas
em camaras do tipo BOD, a 22 + 1°C, umidade relativa do ar de 60% e fotoperiodo de 12 horas,

por 7 dias.

FIGURA 5 — Etapas de preparo do meio de cultura nas placas: A) Preparo do meio de cultura
BDA; B) Vertendo o meio de cultura em placas de petri; C) Adi¢ao dos extratos em placas de

petri; D) Distribuicao do extrato de C. verbenacea com alga de Drigalski. Fonte: Rocco, 2025.
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4.2. Obtencao e preparo do material vegetal para a obtencdo dos extratos de cordia

verbenacea

A produgdo dos extratos de C. verbenacea (erva baleeira), foi realizada a partir das
folhas maduras colhidas sempre nas primeiras horas da manha, de plantas que nao apresentavam
floracdo, em uma propriedade localizada no bairro Sdo Gotardo, municipio de Sdo Miguel do
Oeste, Santa Catarina. Trata-se de uma horta caseira, onde ndo ocorre a aplicagdo de defensivos
agricolas.

Com a finalidade de evitar a varia¢do no teor de 4agua inicial, a retirada das folhas ndo
foi realizada depois de precipitagdes pluviométricas ou de irrigagdo. As folhas colhidas foram
homogeneizadas para evitar qualquer tipo de interferéncia nos resultados, bem como eliminar
aquelas que apresentam algum tipo de dano fisico ou sintoma de doenca aparente.

Para o preparo do material vegetal foi utilizado o método proposto por Weber (2016),
onde folhas de C. verbenacea foram selecionadas, lavadas em agua corrente € imersas em
solugdo de hipoclorito de so6dio (1%) por 15 minutos, para desinfec¢do. Posteriormente, as
folhas foram lavadas com 4gua destilada para retirada do excesso de hipoclorito (Figura 6A).
Para o preparo do extrato hidroalcoodlico, folhas foram secadas em estufa de circulagdo de ar a
40 °C até atingirem peso constante. Ap6s as folhas foram trituradas em moinho de faca, até a
obtencdo de um po. Este material foi armazenado em sacos plasticos (Figura 6B) em um freezer

para posterior utilizagdo dos testes.

FIGURA 6 — Folhas de Cordia verbenacea higienizadas (A) e folhas trituradas e armazenadas

em sacos plasticos (B). Fonte: Rocco, 2025.

4.3. Obtencao dos extratos vegetais de Cordia verbenacea
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Para o preparo dos extratos foram utilizadas folhas secas para o preparo dos extratos.
Foram preparados quatro extratos vegetais aquosos, sendo trés utilizando agua quente e um
utilizando agua fria. Além disso, foram preparados dois extratos vegetais hidroalcodlicos. No

tratamento controle foi utilizado apenas agua destilada (Tabela 2).

TABELA 2 — Discriminagao dos tratamentos utilizados para avaliar a atividade fungistatica dos

extratos de Cordia verbenacea sobre Botrytis cinerea. Fonte: Rocco, 2025.

Tratamentos Componentes para o preparo

TO Controle Somente meio de cultura BDA
T1 Extrato vegetal aquoso quente - Infusdo ~ 30g de massa seca +130 mL H>O quente
T2  Extrato vegetal aquoso quente — Filtrado  30g de massa seca + 130 mL H>O quente

T3  Extrato vegetal aquoso quente — Mistura  30g de massa seca + 130 mL H>O quente

T4  Extrato vegetal aquoso frio 30g de massa seca em 130 mL H>O fria
T5 Extrato hidroalcoolico 30 30g de massa seca em 100 mL de alcool
T6  Extrato hidroalcodlico 105 105g de massa seca em 300 mL de alcool

4.3.1. Preparagdo dos extratos vegetais aquosos quentes

A producdo dos extratos de C. verbenacea foi realizada a partir das folhas secas e
trituradas. No extrato vegetal aquoso quente — infusao (T1) foi utilizado 30g de folhas trituradas
em 100 mL de agua destilada a 100 °C, mantido em repouso por 30 min. Posteriormente, foi
realizada a dupla filtragem em papel de filtro e armazenado em frasco ambar estéril até o uso.

Para a producdo do extrato vegetal aquoso quente — filtrado (T2) foi utilizado 30g de
folhas trituradas secas €100 mL de agua destilada a 100 °C. Em seguida, o extrato foi filtrado
em papel de filtro e transferido para um frasco ambar estéril.

Para a obtenc¢do do extrato vegetal aquoso — mistura (T3) foi utilizado 130g de massa
seca de C. verbenacea em 130 mL de 4agua destilada a 100 °C. Repetiu-se o mesmo
procedimento descrito para os outros extratos, sendo filtrado em papel filtro e, quando pronto,
transferido para um frasco ambar estéril, hermeticamente fechado, até seu uso nos

experimentos.
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4.3.2. Preparag¢do do extrato vegetal aquoso frio

Para o preparo do extrato vegetal aquoso frio (T4), foi utilizado o método de Baseggio
(2016) utilizando 130g de material vegetal seco triturado em 130 mL de agua fria. Em seguida,
o extrato foi mantido em repouso por 24 horas e, posteriormente, filtrado em gaze e papel de
filtro, ambos esterilizados ¢ em membrana de seringa. Apds, foi realizado a filtragem em
membrana Millipore (0,45um). Porém, o extrato de erva baleeira ¢ muito fibroso, o que acabou
dificultando o processo de filtragem. Desta forma, foi utilizado papel de filtro, repetindo a

filtracdo duas vezes na capela de fluxo laminar e armazenado em frasco ambar estéril até o uso.

4.3.3. Preparagdo dos extratos hidroalcodlicos

Para obten¢ao do extrato hidroalcodlico 30 (T5), foi adicionada 30g de folhas secas de
C. verbenacea em 100 mL de alcool 70%. O preparado foi armazenado em frasco dmbar ao
abrigo da luz por 7 dias, agitando-se a cada 8 h. Apos o extrato foi diluido em dgua estéril até
a propor¢ao de 10% de teor alcodlico, em seguida, filtrado em membrana Millipore (0,45um)
e em papel de filtro. O mesmo procedimento foi utilizado para obten¢do do extrato
hidroalcoolico 105, onde foram adicionados 105g do material seco triturado da erva baleeira
em 30 mL de alcool 70%, mantendo-o em repouso por 24 horas. Apos o extrato foi filtrado em

membrana Millipore (0,45um) e papel de filtro.

4.4. Avaliacao da supressao do crescimento micelial de Botrytis cinerea

Para avaliar o crescimento e o desenvolvimento micelial de B. cinerea, os diferentes
extratos filtrados foram adicionados sobre o meio de cultura BDA autoclavado e solidificado,
em capela de fluxo laminar. Apods a autoclavagem, um disco de micélio fungico (B. cinerea) de
0,5 cm de didmetro foi adicionado na regido central das placas contendo os extratos de C.
verbenacea (Figura 7A). Posteriormente, todas as placas foram fechadas e vedadas com filme
de PVC (Parafilme®) e incubadas em uma camara do tipo BOD sob temperatura de 25 °C,
umidade relativa do ar de 60% e fotoperiodo de 12 horas por 7 dias (Figura 7B). Como
tratamento controle, foi utilizado placas com meio cultura BDA sem adicdo dos extratos

vegetais.
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FIGURA 7 - Placas de Petri com meio de cultura e disco micelial de B. cinerea (A)

acondicionadas em uma cdmara BOD (B). Fonte: Rocco, 2025.

As avaliagoes foram realizadas diariamente no mesmo horario, a fim de verificar o
crescimento radial do fungo (em mm). Para isso, foi utilizado um paquimetro para tomada de
duas medidas perpendiculares (uma no maior e outra no menor diametro de crescimento

micelial do fungo) sem abertura da placa (Figura 8).

FIGURA 8 — Representacdo das tomadas das medidas do crescimento micelial do fungo nas

placas de Petri. Fonte: Freepik, 2017.

Seguindo o método de Fontana et al. (2017), a Gltima medigao de todos os tratamentos
foi realizada no sétimo dia, quando o crescimento micelial do fungo no tratamento controle
atingiu o diametro total da placa. Com base nos dados didrios de crescimento radial de B.

cinerea, foi calculado a taxa de crescimento micelial (TCM) do fungo, utilizando a formula

Diametro final da colonia

TCM = ( ) X 100 proposta por Fontana et al. (2017).

Numero de dias de incubacao
A agdo fungistatica dos extratos foi obtida por meio da média ponderada da percentagem

de inibicao do crescimento micelial (PICM) do fungo nos extratos em relacdo ao controle,

Diametro do controle—Didmetro no tratamento

utilizando a férmula PICM = ( ) X 100 proposta por

Diametro no controle

Fontana et al. (2027).
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O indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) nos diferentes tratamentos foi

calculado usando a formula [VCM = X (%) proposta por Fontana et al. (2017), onde: D =
diametro médio da coldnia obtida no dia da avaliagao; Da = diametro médio da colonia obtida
no dia anterior; N = tempo (em dias) transcorridos entre a instalagdo do experimento e a
avaliacdo final para cada extrato utilizado, a fim de conhecer qual extrato vegetal foi capaz de

inibir o crescimento do fungo.
4.5. Delineamento experimental e analise de dados

O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualizado (DIC) com sete
tratamentos ¢ oito repeti¢des. Cada repeti¢ao foi constituida por uma placa de Petri. Os dados
qualitativos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito fungistatico dos extratos de C.
verbenacea sobre o crescimento e desenvolvimento in vitro de B. cinerea. Logo nos primeiros
dias de avaliacdo constatou-se diferencas significativas entre os tratamentos. Os dados
examinados mostraram diferengas significativas entre os extratos vegetais em estudo. A Figura
9 mostra um crescimento linear maior, no tempo, no tratamento controle comparados aos
demais tratamentos. As menores taxas de crescimentos miceliais de B. cinerea foram

observadas com a utilizacao dos extratos aquosos quentes de C. verbenacea.
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FIGURA 9 - Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (cm dia') do fungo B. cinerea

tratado com diferentes extratos de Cordia verbenacea.

TO — Controle (somente meio de cultura BDA); T1- Extrato vegetal aquoso quente - Infusdo (30g de massa seca
+130 mL H,O quente); T2 — Extrato vegetal aquoso quente — Filtrado (30g de massa seca + 130 mL H,O quente);
T3 — Extrato vegetal aquoso quente — Mistura (30g de massa seca + 130 mL H,O quente); T4 — Extrato vegetal
aquoso frio (30g de massa seca em 130 mL H,O fria); TS — Extrato hidroalcodlico 30 (30g de massa seca em 100
mL de alcool); T6 — Extrato hidroalcodlico 105 (105g de massa seca em 300 mL de alcool). Fonte: Rocco, 2025.
Letras diferentes entre as colunas indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de erro.

Em relagdo ao processo de inibi¢do do crescimento micelial do fungo B. cinerea todos
os extratos vegetais utilizados apresentaram efeito fungistatico quando comparados ao controle.
O tratamento mais eficaz na inibicdo do fungo B. cinerea foi o extrato aquoso extraido por
infusdo (T1), com 0,07 cm dia™!, enquanto o tratamento controle apresentou um crescimento
mais acentuado de 0,96 cm dia!. A utilizagio dos extratos hidroalcodlicos (TS5 e T6),
apresentaram menor inibicdo, sendo de 0,49 cm dia'! e 0,43 cm dia!, os quais foram
responsaveis pela menor inibi¢ao micelial do fungo B. cinerea. Esses resultados sugerem que a
agua quente ¢ mais eficaz na extragdo dos compostos antifingicos ativos do que o alcool.

Caetano (2020), obteve resultados semelhantes utilizando quatro (Vcur-101, Vcur-104,
Vcur-105 e Veur-403) 6leos essenciais de Varronia curassavica (erva baleeira). O acesso Vcur-
104 mostrou uma redugdo de aproximadamente 50% no crescimento micelial de B. cinerea ao

usar uma dose de 100 mg L™!. J4 os 6leos essenciais Vcur-101 e Vcur-403 conseguiram diminuir
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em 50% o crescimento do fungo mesmo nas doses menores de 1 e 10 mg L', Por fim, o acesso
Vcur-105 foi capaz de reduzir até 40% o crescimento do fungo em concentragdes mais altas, de
50 ¢ 100 mg L', mas essa reducio s6 foi observada apos cinco dias de avaliagio.

Carvalho Jr. ef al. (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial das
partes aéreas e folhas de C. verbenacea frente as bactérias gram-positivas e gram-negativas pelo
método de difusdo em agar. Os autores observaram atividades positivas contra as bactérias
gram-positivas (duas espécies de Staphylococcus, uma delas S. aureus; duas de Bacillus) e
contra fungos (oito espécies de Candida, vma delas C. albicans, varias cepas, ¢ uma de
Cryptococcus). Porém, apenas um género de gram-negativas (Proteus mirabilis e P. vulgaris),
enquanto os demais gram-negativas (duas espécies de Enterobacter, Escherichia coli,
Klebisiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, ¢ duas espécies de Salmonella) foram
resistentes.

Ao analisarmos o Indice de Velocidade de crescimento micelial (Figura 10), foi
observado que os tratamentos apresentaram as menores taxas de crescimento de 0,09 cm dia’!

e 0,011 cm dia™.
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FIGURA 10 - Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) do fungo B. cinerea

tratado com diferentes a extratos de Cordia verbenacea.
TO — Controle (somente meio de cultura BDA); T1- Extrato vegetal aquoso quente - Infusdo (30g de massa seca

+130 mL H,O quente); T2 — Extrato vegetal aquoso quente — Filtrado (30g de massa seca + 130 mL H,O quente);
T3 — Extrato vegetal aquoso quente — Mistura (30g de massa seca + 130 mL H,O quente); T4 — Extrato vegetal
aquoso frio (30g de massa seca em 130 mL H,O fria); TS — Extrato hidroalcodlico 30 (30g de massa seca em 100

mL de alcool); T6 — Extrato hidroalcoolico 105 (105g de massa seca em 300 mL de alcool). Fonte: Rocco, 2025.
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Letras diferentes entre as colunas indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de erro.

A aplicagdo dos extratos de C. verbenacea resultou na redugdo significativa do
crescimento micelial do fungo B. cinerea, com destaque para o extrato obtido por infusdo, que
apresentou o menor IVCM. J4 o extrato aquoso frio (T3), apresentou o terceiro menor [IVCM,
crescendo 0,23 cm dia!. Os tratamentos (T5 e T6) apresentaram os maiores IVCM sendo de
0,41 cm dia! e 0,38 cm dia!, indicando a menor eficicia no crescimento do fungo B. cinerea.
Possivelmente, a polaridade do solvente pode ter influenciado na extracdo dos metabdlicos
secundarios da C. verbenacea e na eficacia do extrato contra o mofo cinzento.

De acordo com Silva ef al. (2014), o extrato aquoso de C. verbenacea, utilizado na
concentragdo de 20%, apresentou eficacia moderada na inibigdo do crescimento micelial dos
fitopatogenos do cafeeiro. Os indices de inibicdo observados foram de ~32,0% para Fusarium
oxysporum, 56,7% para Phoma tarda, 50,3% para Colletotrichum gloeosporioides, 71,8% para
Cercospora coffeicola e 72,2% para Rhizoctonia solani. No entanto, quando avaliada a inibi¢ao
da germinacdo de esporos, os resultados foram menos expressivos, com 35,0% de germinagdo
para Hemileia vastatrix, 70,5% para C. gloeosporioides, 88,8% para F. oxysporum, 77,8% para
C. coffeicola e 47,9% para P. tarda. Esses dados indicam que, embora o extrato demonstre
potencial para redug¢do do crescimento micelial de alguns patdogenos, sua acdo € limitada na
inibi¢do da germinagdo conidial.

Esse efeito fungistatico Rodrigues et al. (2012), também observaram utilizando o 6leo
essencial extraido das folhas de C. verbenacea que demonstrou atividade fungistatica
significativa contra as leveduras Candida albicans e Candida krusei, além de apresentar acao
antibacteriana frente a cepas gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, e
também contra bactérias gram-negativas multirresistentes, como Escherichia coli (cepa 27).
Em todos os ensaios realizados, a concentragdo inibitdria minima (CIM) observada foi de 64 pug
mL!. Além disso, quando o 6leo essencial foi combinado com aminoglicosideos em
concentragdes subinibitorias (CIM dividida por 8), verificou-se tanto efeitos sinérgicos quanto
antagdnicos, a depender da combinagdo. O efeito sinérgico mais expressivo ocorreu na
associa¢do com a amicacina, reduzindo a CIM de 256 pg mL™! para 64 ug mL! em todas as
cepas bacterianas testadas, o que sugere um potencial promissor para uso combinado em
terapias antimicrobianas (Rodrigues et al., 2012).

Na taxa de crescimento (Figura 11), foi verificado maior crescimento e desenvolvimento

do micélio do fungo no tratamento controle. A C. verbenacea apresentou um efeito fungistatico
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em todos os demais tratamentos, onde o fungo B. cinerea teve um crescimento e
desenvolvimento mais lento comparado com o tratamento controle. A menor taxa de
crescimento foi verificada no tratamento T1 com uma taxa de crescimento micelial (TCM) de
23,0%, seguida pelo tratamento T2 com 24,3%, mas nao diferindo do tratamento por infusao.
J& nos tratamentos T3 e T4, B. cinerea apresentou uma TCM de 35,3% e 42,4%
respectivamente.

Nos tratamentos com a utilizacdo de extratos hidroalcoodlicos, a menor TCM foi de
46,5% com a utilizacdo do extrato hidroalcoolico 105 ¢ uma TCM de 49,3% com o extrato

hidroalcodlico 30, apresentando assim baixa eficacia no controle do fungo.
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FIGURA 11 - Taxa de crescimento micelial (TCM, em %) do fungo B. cinerea tratado com
diferentes extratos de Cordia verbenacea.

TO — Controle (somente meio de cultura BDA); T1- Extrato vegetal aquoso quente - Infusdo (30g de massa seca
+130 mL H,O quente); T2 — Extrato vegetal aquoso quente — Filtrado (30g de massa seca + 130 mL H,O quente);
T3 — Extrato vegetal aquoso quente — Mistura (30g de massa seca + 130 mL H»O quente); T4 — Extrato vegetal
aquoso frio (30g de massa seca em 130 mL H,O fria); TS — Extrato hidroalcodlico 30 (30g de massa seca em 100
mL de alcool); T6 — Extrato hidroalcodlico 105 (105g de massa seca em 300 mL de alcool). Fonte: Rocco, 2025.
Letras diferentes entre as colunas indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de erro.

Ao analisarmos os extratos sobre o percentual de inibigdo de crescimento micelial

(PICM) na Figura 12, o extrato vegetal aquoso quente por infusdo (T1) novamente se destacou
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em relagdo aos demais, apresentando 70,4% de inibicao, seguido pelo tratamento T2 com 68,4%

de inibi¢do, mas nao diferindo do tratamento T1.
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FIGURA 12 - Percentagem de Inibi¢do do Crescimento Micelial (PICM, em %) do fungo B.

cinerea tratado com diferentes extratos de Cordia verbenacea.

TO — Controle (somente meio de cultura BDA); T1- Extrato vegetal aquoso quente - Infusdo (30g de massa seca
+130 mL H»O quente); T2 — Extrato vegetal aquoso quente — Filtrado (30g de massa seca + 130 mL H>O quente);
T3 — Extrato vegetal aquoso quente — Mistura (30g de massa seca + 130 mL H>O quente); T4 — Extrato vegetal
aquoso frio (30g de massa seca em 130 mL H,O fria); T5 — Extrato hidroalcodlico 30 (30g de massa seca em 100
mL de alcool); T6 — Extrato hidroalcodlico 105 (105g de massa seca em 300 mL de alcool). Fonte: Rocco, 2025.
Letras diferentes entre as colunas indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade de erro.

O tratamento T3 apresentou inibicdo de crescimento micelial de 54,6%, seguido pelo
tratamento usando extrato vegetal aquoso a frio, com um pequeno decréscimo apresentando no
percentual de inibicdo do crescimento micelial (45,5%) do fungo. Ja4 o T6 apresentou uma
inibicado de 40,3%. As menores inibi¢des foram obtidas nos tratamentos usando extratos
hidroalcoodlicos apresentando uma inibi¢ao de 40,3% e 36,6%, respectivamente.

Essa diferenga foi mais facil de ser visualizada no sétimo dia de experimento (Figura
13). No tratamento controle o fungo B. cinerea forma um micélio cobrindo toda a placa de Petri,

enquanto os demais tratamentos foi possivel verificar o efeito fungistatico da C. verbenacea.
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Tratamento 6

FIGURA 13 — Placas de Petri com o fungo B. cinerea tratadas com diferentes extratos de Cordia

verbenacea, sete dias ap6s a inoculacdo do fungo. Fonte: Rocco, 2025.

Assim como nos resultados deste trabalho, Venturoso (2011) ndo encontrou controle
significativo sobre o crescimento do fungo Penicillium spp. nos tratamentos com extratos
aquosos a frio e alcoolicos de cavalinha, nos primeiros 12 dias. Da mesma forma, observou-se
que os extratos aquosos a frio e alcodlicos demonstraram pouco efeito fungistatico significativo
sobre o fungo B. cinerea. No entanto, os aquosos utilizando agua quente em infusdo
demonstraram respostas satisfatorias sobre o fungo.

Diversos estudos demonstram que os efeitos antifingicos da C. verbenacea estao
associados a seus compostos bioativos, especialmente os presentes no 6leo essencial € no
extrato hidroetandlico. O oleo essencial das folhas contém majoritariamente P-cariofileno
(25,4%), a-pineno (9,5%), bicyclogermacreno (11,3%) e d-cadineno (9%). Esses terpenos
demonstraram atividade fungistatica contra C. albicans e C. krusei, com concentrac¢ao inibitoria
minima (CIM) de 64 ug mL"!. Além disso, foi observada atividade sinérgica com a amicacina,
reduzindo a CIM do antibiético de 256 pg mL 'para 64 ug mL™! (Rodrigues et al., 2012). Ja os
extratos hidroetanolicos e suas fragdes, segundo Scardelato et al. (2016), apresentam
flavonoides, taninos e outros terpenos com agdo antifiingica, especialmente contra Candida
glabrata, com CIMs variando de 9,8a 36,1 pg mL™!'. Os flavonoides e taninos atuam na
desestabilizacdo da parede celular e na inibi¢do dos processos germinativos dos fungos,
enquanto os terpenos apresentam agao direta sobre a membrana, promovendo a lise celular

(Scardelato et al., 2016).
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Dentre os sete tratamentos testados, o extrato obtido pela técnica de infusdo por 30
minutos demonstrou resultados satisfatorios sobre o fungo B. cinerea. Vale ressaltar que,
estudos que avaliam o tempo de extracdo dos com propriedades antifungicos da C. verbenacea
devem ser realizados para verificar a bioatividade desses fitoquimicos para o manejo do mofo
cinzento. Os resultados obtidos neste estudo apresentam significativa relevancia pratica, pois
C. verbenacea demonstra potencial para o manejo de B. cinerea em culturas agricolas. As
diferencas observadas nos resultados com os extratos vegetais podem ser atribuidas a
padronizacao da metodologia de extracdo, as concentragdes utilizadas e a época de coleta das
plantas. A separacdo dos metabdlitos secundarios e a analise da atividade antifingica dessas
moléculas podem contribuir de forma significativa para o desenvolvimento de novas

ferramentas de manejo de B. cinerea e de outros patdgenos que causam doengas em plantas.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢des em que o presente estudo foi realizado,
pode-se concluir que todos os extratos vegetais testados demonstram efeito fungistatico sobre
B. cinerea, in vitro.

Dentre os sete tratamentos testados, o extrato obtido pela técnica de infusdo por 30
minutos foi o que apresentou a maior efetividade para suprimir o crescimento micelial do fungo.
Os tratamentos com a utilizacao do extrato aquoso frio e alcodlico apresentaram baixo efeito
inibitorio sobre o crescimento do B. cinerea.

Contudo, a C. verbenacea demonstra potencial para o manejo de B. cinerea em culturas

agricolas e pode ser testada no controle fungistatico de outros patogenos, in vitro.
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