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RESUMO

Macroalgas foram coletadas em ambiente
marinho com o objetivo de avaliar a eficiéncia de
extratos organicos no controle da antrachose
(Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. et Sacc.)
do mamoeiro. Para tanto foram identificadas oito
espécies de macroalgas marinhas, sendo quatro
pertencentes ao filo  Chlorophyta (Caulerpa
cupressoides (West) C. Agardh, Caulerpa racemosa
(Forsskal) J. Agardh, Codium isthmocladum Vickers,
Halimeda cuneata (K. Hering) e quatro pertencentes ao
filo Rhodophyta Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.
Lamouroux, Laurencia dendroidea (Hudson), Ochtodes
secundiramea (Montagne) M.A. Howe, Pterocladiella
capillacea (Santelices & Hommersand). As algas ainda
frescas foram expostas a mistura dos solventes
diclorometano e metanol (4:1) para obtencdo dos
extratos, os quais foram posteriormente concentrados
por evaporacgdo. Os extratos foram preparados nas
concentracdes de 1 ppm e 2 ppm, diretamente no meio
de cultura BDA e testados in vitro, avaliando a
influencia dos mesmos sobre o indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM). Os extratos de H.
musciformis, L. dendroidea e O. secundiramea
apresentaram evidente agdo sobre o crescimento
vegetativo de C. gloeosporioides. O extrato da espécie
0. secundiramea nas concentracdes de 1 ppm e 2
ppm reduziu o IVCM em 91% e 100%,
respectivamente, comparado ao controle.

Palavras-chave: Colletotrichum  gloeosporioides,
macroalgas marinhas, extratos naturais, fitopatologia,
controle de doencas.

ABSTRACT

Macroalgae were collected in the marine
environment in order to evaluate the efficiency of
organic extracts in controlling papaya (Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. et Sacc.). Eight species
were identified, four belonging to Chlorophyta phylum
Caulerpa cupressoides (West) C. Agardh, Caulerpa
racemosa (Forsskal) J. Agardh, Codium isthmocladum
Vickers, Halimeda cuneata (K. Hering) and four
belonging to Rhodophyta phylum Hypnea musciformis
(Wulfen) J.V. Lamouroux, Laurencia
dendroidea (Hudson), Montagne, Ochtodes
secundiramea (Montagne) M.A. Howe, Pterocladiella
capillacea (Santelices & Hommersand). The fresh
algae were exposed to a dichloromethane and
methanol mix (4:1) in order to obtain the extracts,
which were concentrated by evaporation. The extracts
were prepared at the concentrations of 1 ppm and 2
ppm, directly in the PDA medium, and tested in vitro,
evaluating the influence on the Micelial Growth Velocity
Index (MGVI). The H. musciformis, L. dendroidea and
O. secundiramea extracts showed marked action on
the vegetative growth of C. gloeosporioides. The O.
secundiramea extract at the concentrations of 1 ppm
and 2 ppm reduced de MGVI in 91% and 100%,
respectively, compared to the control.

Key words: Colletotrichum gloeosporioides, marine
macroalgae, natural extracts, phytopathology, disease
control.

A fim de se adaptar ao ambiente marinho e como
estratégia de sobrevivéncia e defesa quimica, muitas
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algas produzem metabdlitos secundarios com
relevante atividade bioldgica (ROCHA & DEBONSI,
2007). A exploracdo da atividade biol6gica dessas
substancias pode ser considerada uma forma potencial
de controle alternativo das doencas de plantas
cultivadas (ISMAN, 2000; SANTOS et. al, 2004). Tais
substancias possuem baixo indice de toxicidade e néo
geram  residuos  tdxicos, como  agrotoxicos
convencionais, 0 que permite sua utilizacdo como
“pesticidas verdes” em lavouras (ISMAN, 2004,
FERREIRA, 2005; MARQUES et al., 2002).

O Brasil possui, aproximadamente, 800 taxons de
macroalgas marinhas identificadas em sua flora
litordnea e o0 uso desse recurso natural representam
grande potencial para a agricultura. Em paises da
Europa e nos Estados Unidos, produtos comerciais a
base de algas ja vém sendo utilizados com sucesso
como bioestimulantes e bioprotetores de plantas,
fertilizantes e condicionadores de solo (ABREU et al.,
2008).

As doencas de plantas sdo responsaveis por
grandes perdas em culturas de importancia econdmica
(TAVARES & SOUZA, 2005), dentre as quais se
destaca a antracnose do mamoeiro, causada por
fungos do género Colletotrichum. O patégeno afeta
toda a parte aérea da planta, em qualquer fase do
desenvolvimento, causando desfolha precoce e
podendo causar a morte do hospedeiro. Quando a
doenca atinge o fruto, inutiliza-os para consumo e,
consequentemente, para o comércio (SUSSEL, 2005).

Tendo em vista os resultados positivos ja obtidos
em ensaios testando a acdo antifingica de extratos de
macroalgas (BALLESTEROS et al. 1992; PAULERT et
al., 2009; ABREU et al.,, 2008; RIZVI & SHAMEEL,
2003), bem como a importancia da cultura do mamao
no estado do Espirito Santo, maior produtor e
exportador nacional (MARTINS & COSTA, 2003), o
presente trabalho buscou verificar o potencial de
inibicdo do crescimento micelial in vitro do fungo C.
gloeosporioides, promovido por extratos brutos de
espécies macroalgas para possivel utlizagcdo no
controle alternativo da antrachose do mamoeiro.

As espécies de macroalgas foram coletadas na
regido de meso e infra-litoral de costdes lateriticos da
praia de Manguinhos (20°11'12" S 40°1'24" O), no
municipio de Serra, Espirito Santo. A coleta foi
realizada em periodo de baixa-mar de marés de
sizigia, mantendo-se os exemplares vivos durante o
transporte até laboratério de Fisiologia Vegetal,
localizado na Universidade Federal do Espirito Santo.

Exemplares de cada alga selecionada para o
estudo, apés a identificacdo (BARATA, 2004; FUJII et
al., 2002, JOLY, 1967) foram depositadas no Herbario
VIES, fiel depositario, da Universidade Federal do
Espirito Santo sob os nimeros de tombo de 18.849 a
18.856.

Apé6s lavagem, separacdo e identificacdo do
material, procedeu-se a confeccdo dos extratos. Para
isso foi preparado um sistema de extracdo no qual
cada espécie de alga, ap6s ser pesada, foi
acondicionada em erlenmeyer (500 ml) contendo uma
mistura de diclorometano e metanol (4:1), conforme
utilizado por FELICIO et al. (2007) e ROCHA &
DEBONSI (2007). A mistura de solventes permaneceu
uma semana em contato com o material vegetal para
extracdo das substancias. Ap6s o fim da extracdo, a
mistura composta por solventes e o extrato da alga, foi
vertida em um funil de fracionamento para separar a
fase aquosa da fase organica, utilizada neste estudo.
Para obtencdo do extrato bruto, o solvente foi
removido em um evaporador rotativo (Fisatom®,
modelo 802) sob vacuo a 45° C+ 2° C.

O in6culo do fungo foi obtido de lavouras de
mamao, naturalmente infectadas, localizadas no
municipio de Linhares, e foram cedidos pelo Instituto
Capixaba de Pesquisa Assisténcia Técnica e Extensdo
Rural (INCAPER).

As matrizes do fungo foram conservadas em meio
BDA (Batata, Dextrose e Agar) e mantidas a 28°C. A
partir destas foi retirado o micélio do fungo que foi
repicado em meio BDA do qual ap6és uma semana de
crescimento foi utilizado para preparagdo da
suspensdao de conidios em agua destilada esterilizada
na concentracdo 10° conidios ml *, contados em
camara de Neubauer.

Para os ensaios de antifungicidade, cada extrato
foi preparado nas concentragfes de 1 ppm e 2 ppm,
pela diluicdo do extrato bruto, diretamente no meio de
cultura BDA. Apds a solidificagdo do meio, foram
adicionados discos de papel filtro esterilizado com 5
mm de didmetro, nos quais foram pipetados 3uL da
suspensdo de conidios (REIS et al., 2009).
Paralelamente, foram realizados o0s controles
negativos, contendo apenas o meio BDA, os discos de
papel e a suspenséo de conidios, e o controle positivo
(controle EtOH), no qual ao meio BDA foi adicionado
etanol (P.A.), utilizado para solubilizar o extrato bruto.

As placas foram incubadas por seis dias em um
germinador com alternancia de temperatura a 28°C
+2°C (Eletrolab®, modelo 102G). Os resultados foram
obtidos por meio da medi¢cao do didmetro do halo de
crescimento da colbnia fungica, formado ao redor dos
discos de papel. Os valores obtidos foram utilizados
para determinar o IVCM (indice de Velocidade de
Crescimento Micelial), expresso em cm.d? (ABREU et
al., 2008) de acordo com a equacdao 1.

IVCM=Z (D — Da)
€
Onde, D: Didmetro médio atual; Da: Didmetro médio
anterior; N: nimero de dias ap0s a inoculagédo
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A avaliacdo da atividade antifungica foi
determinada pela comparagdo entre os extratos e o
controle, a fim de verificar a existéncia de valores
significativos de redugdo do IVCM. Foi realizada
adicionalmente, a comparacao estatistica entre as
concentracdes testadas do extrato de cada espécie e
entre os extratos das diferentes espécies na mesma
concentracdo. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente pelo teste F e, quando verificadas
diferencas significativas, as médias foram comparadas

pelo teste Tukey (p<0,05), e as andlises realizadas
utilizando-se o programa ASSISTAT 7.5b.

No presente trabalho todos os extratos testados
causaram redugcdo no desenvolvimento micelial do
fungo C. gloeosporioides. O IVCM e porcentagem de
inibicAio dos testes realizados com as duas
concentracdes do extrato de cada macroalga testada e
0s controles negativos e positivos (EtOH) estéo
apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — indice de velocidade do crescimento micelial e porcentagem de inibicio de C. gloeosporioides para
diferentes extratos das macroalgas nas concentracdes 1 e 2 partes por milhdo (ppm). Médias seguidas de letras
iguais, mailsculas na linha e mindsculas na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

(P>0,05)..
Concentracdo do extrato (ppm)
Algas 1 2
IVCM Porcentagem IVCM Porcentagem
cm.dia®  deinibicdo cm.dia™ de inibicdo
Caulerpa cupressoides 3,91 cA 47% 4,36 aA 41%
g Caulerpa racemosa 6,09 aA 17% 3,73 bB 49%
é— Codium isthmocladum 5,02 bA 32% 3,19 cdB 57%
% Halimeda cuneata 4,25 cA 42% 3,54 bcB 52%
Médias do Filo Chlorophyta 4,18 35,5% 3,71 49,75%
Hypnea musciformis 2,9dA 60% 3,18 cdA 57%
g Laurencia dendroidea 3,86 cA 47% 0,12 eB 98%
é- Ochtodes secundiranea 0,66 eA 91% 0,00 eB 100%
§ Pterocladiella capillacea 5,8 aA 21% 3,02 dB 59%
o Médias do Filo Rhodophyta 3,03 54,75% 1,58 78,5%
Controle negativo 7,35 f - 7,35 f -
Controle EtOH 7,17 f - 7,17 f -

Para os extratos das algas do filo Rhodophyta, na
concentracdo de 1 ppm, o IVCM médio foi de 3,03
cm.d, variando entre 0,66 e 5,8 cm.d, enquanto na
concentracdo de 2 ppm, o IVCM médio foi de 1,58
cm.d™, variando entre 0,0 e 3,18 cm.d. Os extratos
das espécies do filo Chlorophyta foram menos
eficientes, apresentando IVCM médio na concentragao
1 ppm de 4,18 cm.d™, variando entre 3,91 e 6,09 cm.d’
L enquanto a 2 ppm a média do IVCM foi de 3,71
cm.d™, variando entre 3,19 e 4,36 cm.d™.

Os dados obtidos neste estudo corroboram os
verificados por ABREU et al. (2008) que verificou o
maior potencial inibitério de extratos pouco polares de

algas do filo Rhodophyta sobre o crescimento micelial
do fungo do género Colletotrichum.

Dentro das macroalgas do filo Rhodphyta
avaliadas as espécies L. dendroidea e O.
secundiramea apresentaram extratos com maior
potencial de inibicho do fungo C. gloeosporioides,
segundo CARVALHO & ROQUE (2000), POLZIN &
RORRER (2003) e ANTUNES et al. (2008), este maior
potencial pode ser atribuido da capacidade de
sintetizar fendis e terpenos halogenados, o que
justifica a realizagdo de estudo fitoquimico do extrato
visando determinar as substancia responsavel pela
atividade antifangica.
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