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RESUMO

Bariani, A.; Gongalves, J.F.C.; Chevreuil, L.R.; Cavallazzi, J.R.P.; Souza, L.A.G;; Bentes, J.L.S.; Pando, S.C.. Purificagdo parcial de inibidores de
tripsina de sementes de Caesalpinia ferrea e Swartzia polyphylla e o efeito dos extratos protéicos sobre fungos fitopatogénicos Summa

Phytopathologica, v.38,1n.2, p.131-138, 2012.

Sementes de leguminosas apresentam alta concentracdo de
inibidores de tripsina; estas proteinas estdo envolvidas no metabolismo
celular e também em mecanismos de defesa vegetal. A fim de confirmar
ou ndo, a possivel acdo fungicida destas proteinas a partir de extratos
de sementes de leguminosas arboreas, o objetivo deste estudo foi
detectar inibidores de tripsina em sementes de Caesalpinia ferrea
(CfTI) e Swartzia polyphylla (SpTI) e testar os extratos contra os
fungos fitopatogénicos Colletotrichum guaranicola, Corynespora
cassiicola, Fusarium oxysporum e Sclerotium rolfsii, avaliando o
crescimento micelial e a esporulag@o. Para tanto, amostras do material
bioldgico vegetal, sementes finamente pulverizadas, foram submetidas
a extragdo em NaCl 150 mM. Os extratos protéicos foram
parcialmente purificados em coluna Sephadex G-100, submetidos a

detecgdo dos inibidores e SDS-PAGE (12,5%) e, utilizados nos
bioensaios contra os fungos. O perfil eletroforético revelou uma tnica
banda em CfTI e oito bandas em SpTI. Os extratos de C. ferrea e S.
polyphylla exibiram efeito na diminuigdo da esporulagdo dos fungos
testados, mas S. rolfsii foi inibido apenas por C. ferrea. Quanto ao
crescimento micelial, os dois extratos tiveram efeito sobre F.
oxysporum e S. rolfsii, ao passo que C. guaranicola foi inibido apenas
por S. polyphylla, e C. cassiicola por C. ferrea. Concluiu-se que sementes
de C. ferrea e S. polyphylla apresentam inibidores de tripsina. Além
disso, os resultados sugerem que estas espécies de leguminosas arboreas
sdo promissoras no que concerne a prospec¢do de fungicidas naturais,
uma vez que os extratos diminuiram o crescimento micelial e a
esporulacdo de C. guaranicola, C. cassiicola, F. oxysporum e S. rolfsii.

Palavras-chave adicionais: Inbidores de proteinases, proteinas de defesa vegetal, espécies arboreas tropicais.

ABSTRACT

Bariani, A.; Gongalves, J.F.C.; Chevreuil, L.R.; Cavallazzi, J.R.P.; Souza, L.A.G.; Bentes, J.L.S.; Pando, S.C. Partial purification of trypsin
inhibitors from Caesalpinia ferrea and Swartzia polyphylla seeds and effect of protein extracts on pathogenic fungi. Summa Phytopathologica,

v38,n.2, p.131-138, 2012.

Legume seeds present high concentration of trypsin inhibitors;
these proteins are involved in both cell metabolism and plant defense
mechanisms. In order to confirm or not a possible fungicidal action
of these proteins from extracts of seeds of legume tree species, the
aim this study was to detect trypsin inhibitors in seeds of Caesalpinia
ferrea (CfTI) and Swartzia polyphylla (SpTI) and to test their extracts
against the pathogenic fungi Colletotrichum guaranicola,
Corynespora cassiicola, Fusarium oxysporum and Sclerotium rolfsii,
evaluating mycelial growth and sporulation. Thus, samples of the
plant material, finely powdered seeds, were extracted in 150 mM
NaCl. The protein extracts were partially purified on Sephadex G-

100 column, subjected to detection of inhibitors and SDS-PAGE

(12.5%), and used in bioassays against the fungi. The electrophoretic
profile revealed a single band in CfTI and eight bands in SPTI. The
extracts of C. ferrea and S. polyphylla had an effect in reducing
sporulation of the tested fungi, but S. rolfsii was inhibited only by C.
ferrea. As to mycelial growth, the two extracts showed an effect on F.
oxysporum and S. rolfsii, while C. guaranicola was inhibited only by
S. polyphylla, and C. cassiicola by C. ferrea. It was concluded that
seeds of C. ferrea and S. polyphylla present trypsin inhibitors. In
addition, the results suggest that these tropical tree species are
promising for the exploration of natural fungicides, since the extracts
reduced mycelial growth and sporulation of C. guaranicola, C.
cassiicola, F. oxysporum and S. rolfsii.

Additional keywords: Proteinase inhibitors, plant defense proteins, tropical tree species.
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A diversidade de potenciais produtos da flora amazonica destaca-
se no cenario nacional e internacional, pelo seu valor econémico
comprovado para varias espécies, como a seringueira (Hevea
brasiliensis), por fornecer o latex para a produgdo da borracha; o agai
(Euterpe oleracea), castanha-do-para (Bertholletia excelsa), cupuagu
(Theobroma grandiflorum), copaiba (Copaifera multijuga), andiroba
(Carapa guianensis), cedrorana (Cedrelinga catenaeformise), araba
(Swartzia polyphylla), pau-roxo (Peltogyne venosa) e juca (Caesalpinia
ferrea) pela producdo de frutos, sementes e/ou resina, que sio
utilizados na industria alimenticia, farmacéutica, agroquimica e de
cosméticos; além das tradicionais espécies que apresentam valor
madeiravel (1). No entanto, pesquisas mais recentes relatam que esta
diversidade de plantas, quando analiticamente investigada a partir de
métodos fitoquimicos, bioquimicos e/ou biotecnoldgicos que
privilegiem a prospecgdo de moléculas vegetais presentes em diferentes
partes da planta, podem exibir potencial ainda mais elevado para
aplicagdo industrial, uma vez que reservas estocadas (proteinas,
lipideos, carboidratos e metabdlitos secundarios) poderdo ser utilizadas
como principios ativos na criagdo de novos produtos para a industria
2, 3).

Dentre todos os constituintes organicos vegetais, especificamente
as proteinas sdo encontradas em altos percentuais em sementes de
leguminosas. Estas moléculas sdo fundamentais para o metabolismo
celular (agdo catalitica das enzimas), na sinalizagdo de respostas as
condigdes ambientais (fatores bidticos e abidticos), além de atuarem
nos mecanismos de defesa das plantas, como por exemplo, os inibidores
de proteinases (4).

A despeito do crescente interesse sobre os aspectos estruturais e
funcionais dessa classe de proteinas, ainda ha poucas informagdes
sobre sua caracterizagdo e potencialidades dos inibidores proteoliticos,
em sementes de espécies da flora amazonica. O fato ¢ que, esses
inibidores sdo metabolicamente importantes em decorréncia de algumas
fungdes que exercem nas plantas, podendo atuar de maneira constitutiva
ou induzida, no mecanismo de defesa contra o ataque de insetos e
patogenos, como fonte de aminoacidos sulfurados, na regulagdo de
proteinases enddgenas, e como sinais de respostas as condigdes
ambientais estressantes de carater bidtico ou abidtico (5, 6,7).

Considerando, por um lado, a importancia dessas proteinas para o
mecanismo de defesa das plantas, e por outro, que insetos, fungos e
nematodides podem impor em torno de 40% de perda da producéo
agricola mundial, véarios estudos tem sido realizados envolvendo
principios ativos que atuem como agentes de defesa natural no manejo
integrado de pragas, incluindo o isolamento de compostos naturais
(inibidores de proteinases) e a producdo de plantas transgénicas
resistentes, minimizando as perdas e o uso indiscriminado de
agrotoxicos (8, 9, 10, 11).

O objetivo deste estudo foi purificar inibidores de tripsina contidos
nos tecidos de reserva de sementes de Caesalpinia ferrea C. Mart e
Swartzia polyphylla D. C., bem como testar o efeito antifingico dos
extratos protéicos provenientes destas sementes, visando confirmar
ou ndo o potencial dos inibidores proteoliticos para obten¢do de
fungicidas naturais.

MATERIAL E METODOS

Sementes de Caesalpinia ferrea e Swartzia polyphylla foram
coletadas de uma arvore de cada espécie (matrizes selecionadas pelo
critério de maior produgdo de sementes), cultivadas no arboreto de
leguminosas, localizado no Campus III do Instituto Nacional de
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Pesquisas da Amazonia (INPA), no municipio de Manaus/AM
(03°08’S e 60°01°W). Estas matrizes estdo registradas no herbario do
INPA com os seguintes numeros 228.022. (Caesalpinia ferrea) e
228.828 (Swartzia polyphylla).

Sementes inteiras foram trituradas até a obteng¢do de material
finamente pulverizado, o qual foi homogeneizado em solugéo de NaCl
150 mM na proporgdo 10% (p/v). A suspensdo foi mantida sob leve
agitagdo durante 2 h a 25 °C; posteriormente foi centrifugada a 5000 x
g, durante 20 minutos, sob temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
submetido a dialise durante 48 h e liofilizado, resultando no extrato
protéico.

A determinagdo da concentragdo de proteinas nos extratos protéicos
e nas fragdes provenientes da cromatografia em Sephadex G-100 foi
realizada a partir de leituras espectrofotométricas a A = 660 nm
(espectrofotometro Spectrum UV-VIS SP-2000 UV), utilizando-se a
BSA (Sigma) como padréo (12).

Os extratos protéicos (200 mg) foram aplicados na coluna de
filtracdo em gel, Sephadex G-100 (62,5 cm x 1,5 cm). A resina foi
previamente hidratada e equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM
pH 8,0 contendo NaCl 150 mM, com fluxo de 18 mL/h. As fragdes
com atividade inibitoria foram reunidas, dialisadas, liofilizadas e
utilizadas nas etapas posteriores. O monitoramento do perfil
cromatografico foi realizado por espectrofotometria A = 280 nm
(espectrofotometro Spectrum UV-VIS SP-2000 UV).

Para a detecgdo da atividade inibitoria da tripsina, as amostras, em
diferentes concentragdes, foram incubadas com a tripsina (50 pg
dissolvida em HC11 mM - enzima comercial, Sigma) e o tampao Tris-
HCI1 12,5 mM pH 8,0, completando o volume de 2 mL, durante 10
minutos a 37 °C. Decorrido o tempo descrito, adicionou-se o substrato
cromogénico, BAPNA 0,5 mM (benzoil-arginina-paranitroanilida,
Sigma), prosseguindo-se a incubag@o durante 30 minutos a 37 °C. A
reacdo foi paralisada pela adi¢@o de acido acético 30% (v/v) e a hidrolise
do substrato pela enzima foi acompanhada espectrofotometricamente
a 405 nm (espectrofotdmetro Spectrum UV-VIS SP-2000 UV).

Para a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS foram
preparados géis de concentrag@o a 5% e de separagdo a 12,5% (13). As
amostras (30 pg) foram dissolvidas em tampao Tris-HCl 80 mM pH
6,8 contendo SDS 2%, glicerol 10% e azul de bromofenol (0,1%). A
corrida foi realizada a 120 V, 15 mA, durante 10 horas, em condigdes
ndo redutoras. Como marcadores de massa molecular utilizou-se o
BenckMark Protein Ladder, Invitrogen (10 a 220 KDa). Os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue (Sigma-Aldrich).

Os bioensaios foram realizados em placas de Petri esterilizadas,
contendo meio de cultura BDA (200 g de batata, 20 g de dextrose, 20
g de agar e agua deionizada em quantidade suficiente para um volume
de 1000 mL de solug@o). Para testar a atividade antifungica, os diferentes
extratos protéicos foram diluidos em agua deionizada, esterilizados
por filtragem em filtro Millipore 0,22 pum, acrescentados ao meio
BDA fundente (aproximadamente 45 °C) e testados em diferentes
concentragdes de proteina total (0, 10, 20, 40 e 80 pg/mL). As
proporgoes foram determinadas apds a etapa de estimativa do teor de
proteina de proteina total nos extratos. O controle foi constituido de
meio BDA e agua ultrapura. A partir de colonias, crescidas em meio
BDA, em camara de incubagdo B.O.D. a 25 °C, foram obtidos discos
de 5 mm de didmetro. Estes discos foram transferidos para o centro de
cada uma das placas componentes de cada tratamento e incubados em
B.0.D. a 25 °C. O efeito dos extratos sobre o crescimento micelial foi
analisado em intervalos de dois dias apos a repicagem, determinando o
crescimento radial das colonias em dois eixos ortogonais, com auxilio
de régua milimetrada, sendo posteriormente calculada a média. Quando,
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em um dos tratamentos, o crescimento das colonias atingiu todo o
didmetro de uma das placas de Petri, 0 experimento foi interrompido.

A avaliagdo da producdo de esporos foi realizada imediatamente
apo6s o término do ensaio, sendo avaliada no décimo dia apds a repicagem
para os fungos Corynespora cassiicola e Colletotrichum guaranicola,
no trigésimo terceiro dia para o fungo Fusarium oxysporum e no
sétimo dia para o fungo Sclerotium rolfsii. Os esporos de cada placa
foram suspensos (20 mL de agua ultrapura para as placas de 90 mm e
15 mL para as placas de 80 mm de didmetro) e coletados com auxilio
de pincel. Para cada placa, aliquota de 0,5 pL foi transferida para uma
lamina de hemocitémetro (cdmara de Neubauer), onde se procedeu a
contagem de esporos com auxilio de microscopio 6ptico. Os dados
das contagens foram transformados em esporos por cm?, considerando-
se a quantidade de estruturas reprodutivas produzidas na area tomada
pela colonia em cada placa. Para o fungo S. rolfsii, foi quantificado o
numero de esclerodios por placa de cada tratamento.

Os bioensaios com fungos foram arranjados experimentalmente
no delineamento inteiramente casualisado (DIC), obedecendo o
esquema fatorial (4 x 5) com 6 repeti¢cdes. Os tratamentos foram
desdobrados em quatro espécies de fungos por cinco concentragdes de
proteina total (0, 10, 20, 40 e 80 pg/mL). Com relagdo as duas espécies
vegetais, os experimentos foram realizados separadamente (EXP I e
EXP 1II), devido as questdes relacionadas a quantidade de material
biologico (sementes) para realizar concomitantemente os ensaios com
os fungos. Paraa analise estatistica dos dados foram realizadas analises
de variancia simples (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo utilizados os programas
estatisticos Systat 10.0 for Windows Autoplay e o Assistat 7.3 beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de proteinas nas sementes das espécies estudadas foi maior
para S. polyphylla (Tabela 1). Contudo, apesar de C. ferrea apresentar
baixo conteudo protéico, apresentou menor percentual da atividade
residual da tripsina, indicando, potencialmente maior inibi¢do
enzimatica.

A variagdo da atividade residual da tripsina pelos diferentes extratos
pode ocorrer, uma vez que a especificidade dos inibidores por uma
classe particular de proteases estd associada & composi¢do, a
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Tabela 1. Concentragdo de proteinas e atividade residual da enzima (ARE)
tripsina bovina nos extratos protéicos provenientes de sementes de duas
leguminosas arboreas.

Proteina (ug mL™) ARE (%)
Caesalpinia ferrea 7,8 5
Swartzia polyphylla 40,3 66

conformac@o do sitio reativo e a arquitetura global da molécula de
inibidor, fatores estes, essenciais para a eficiéncia e estabilidade da
proteina, visto que os residuos de aminoacidos especificos presentes
no sitio reativo, geralmente, correspondem aos residuos do sitio ativo
da enzima alvo, permitindo a formag¢do de um complexo especifico
entre enzima ¢ inibidor (14,15).

Os extratos protéicos de C. ferrea e S. polyphylla foram submetidos
a cromatografia de filtragao em gel em Sephadex G-100, resultando em
trés picos distintos (PI, PII e PIIl), onde o PIIL, para as duas espécies
estudadas, representa as fragdes com atividade inibitdria sobre a tripsina
(Figura 1).

Ap6s aplicag@o das amostras em Sephadex G-100, as fragdes com
atividade inibitoria sobre a tripsina foram designadas CfTI (inibidor
de tripsina de C. ferrea) e SpTI (inibidor de tripsina de S. polyphylia),
com rendimento de 23,5 e 0,6%, respectivamente. Estes valores
percentuais de rendimento podem ser considerados baixos. Na literatura
especializada sobre inibidores proteoliticos, quase sempre tém sido
apresentadas situagdes dessa natureza (16). Por exemplo, inibidores
de tripsina isolados de sementes de Cassia obtusifolia e Albizzia
kalkora, com destaque para a cromatografia de afinidade em tripsina-
Sepharose e de filtracdo em gel em Sephadex G-75 (10, 16).

No que diz respeito a curva de inibigéo da tripsina, pelos inibidores
parcialmente purificados, observa-se que a ARE atingiu valores
minimos de 0,4 ¢ 38% na presenga de 1,9 de CfTI e 12 pg de SpTL
respectivamente (Figura 2).

A atividade inibitdria sobre a tripsina pelo C{fTI, ndo diferiu
significativamente entre as concentra¢des 1,9 ¢ 12 pg de inibidor, com
inibigdo da atividade enzimatica proxima a 100%, ao passo que SpTL,
entre as concentragdes 4 ¢ 10 pg, a inibicdo foi de 50%, aumentando
para 60% quando ensaiado com 12 pg.

A analise da curva de inibigdo permite avaliar a concentragdo
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Figura 1. Cromatografia de filtragdo em gel em Sephadex G-100 (62,5 x 1,5 cm). (A) Caesalpinia ferrea. (B) Swartzia polyphylla. (®) Fragdes com
atividade inibitéria. Tampao de equilibrio: Tris-HCl 50 mM pH 8,0 contendo NaCl 150 mM. Amostras: 200 mg do extrato protéico. Fluxo de eluigdo: 18

mL / h.
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Figura 2. Curva de inibi¢do da atividade da tripsina bovina pelas fragdes provenientes da cromatografia em Sephadex G-100. (A) Inibi¢do por CfTI
(Inibidor de tripsina de C. ferrea). (B) Inibi¢do por SpTI (Inibidor de tripsina de S. polyphylia). A atividade residual da enzima (ARE) foi determinada a
partir da incubagdo de diferentes concentra¢des dos inibidores com o BAPNA (Na-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride).

necessaria para promover a ligagdo enzima-inibidor. Adicionalmente,
o complexo enzima-inibidor pode ser considerado semelhante ao
complexo formado entre enzima-substrato. Nesse sentido, a
especificidade de cada inibidor para a sua enzima alvo resulta no
tipo de inibigdo exercida e da conformagdo e estrutura do sitio
reativo (9, 17, 18).

O perfil eletroforético dos extratos protéicos das sementes das
espécies estudadas revelou distribuicdo de bandas de proteinas
entre as faixas de massa moleculares de aproximadamente 10 e 80
KDa (Figura 3).

No que se refere ao perfil eletroforético dos inibidores de tripsina
parcialmente purificados, verifica-se que CfT1 apresentou uma banda
protéica principal, com massa molecular em torno de 10 KDa, ao
passo que em SpTI a distribuigdo das bandas protéicas foi semelhante
a encontrada no extrato protéico, indicando baixa eficiéncia da
cromatografia em sephadex G-100 na separagdo das moléculas para
esta espécie (Figura 3).

Tecnicamente, as bandas protéicas presentes na faixa entre 8 a 10
KDae 18 a22 KDa sugerem a presenca de inibidores de proteinases.
Este fato foi observado para os extratos de C. ferrea e S. polyphylia.
De maneira mais especifica, os inibidores de serinoproteinases do
tipo Kunitz e Bowman-Birk tém sido relatados na literatura
cientifica apresentando massas moleculares variando de 3 a 25 KDa
(19,20, 21).

O efeito do extrato protéico de C. ferrea sobre o crescimento
micelial do fungo C. guaranicolla néo foi significativo, diferente dos
resultados observados sobre a esporulag@o. Por outro lado, o extrato
de S. polyphylla diferiu para o crescimento micelial e esporulagdo nas
diferentes concentragoes testadas (Figura 4).

O extrato protéico de C. ferrea atingiu a inibi¢do maxima da
esporulagdo verificada nesta pesquisa (91%) no tratamento com 40
pg/mL, embora ja fosse capaz de inibir em torno de 54% em
concentragdes protéicas menores (20 pg/mL). Quanto a S. polyphylia,
em todas as concentragdes testadas, houve diminuigdo no ntimero de
esporos, contudo, a inibi¢do nédo foi superior a 45%, mesmo na presenga

de 80 yg/mL de proteina.

Esses resultados indicam que, apesar dos extratos protéicos
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ndo interferirem no crescimento da colonia, os mesmos podem
exercer efeito (e/ou dano) na reproducgdo do fungo, devido a
diminuig@o significativa na producido de esporos. Desta forma, a
utilizacdo desses extratos para o controle de C. guaranicola néo
impede que o fungo inicie o processo de infecgdo das plantas, mas
pode atuar na redugdo do indculo no campo, resultando na
diminuigdo da disseminagdo da doenga.

Pesquisas envolvendo extratos vegetais sobre o crescimento de
Colletotrichum gloeosporioides demonstram propriedades antifingicas,
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Figura 3. Eletroforese em SDS-PAGE (12,5%). (KDa): Quilodalton. (M):
Marcador de massa molecular. (Cf): Extrato protéico de Caesalpinia ferrea.
(C{TI): Inibidor de tripsina de Caesalpinia ferrea. (Sp): Extrato protéico

de Swartzia polyphylla. (SpTI): Inibidor de tripsina de Swartzia polyphylla.
Amostras: 30 pg. Corrida em condigdes ndo redutoras.
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Figura 4. Efeito dos extratos protéicos (concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40 ¢ 80 pg/mL) sobre o crescimento micelial (A) e esporulagdo de colonias (B)
de Colletotrichum guaranicola. (0) Controle representado pelo crescimento fungico em meio batata-dextrose-agar solido. As barras representam os
desvios padrdo. Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% (n=30).

com diminui¢do do crescimento micelial e da esporulagdo (22).
Adicionalmente, extratos de Eucalyptus citriodora inibiram 70% da
germinagdo de esporos de Colletotrichum lagenaria (23).

Estudos demonstram que inibidores de proteinases apresentam
efeito sobre fungos fitopatogénicos, podendo inibir o crescimento
micelial, a esporulagdo, a morfologia e/ou germinag@o de esporos, a
exemplo dos inibidores de tripsina isolados de sementes de Cassia
obtusifolia testados contra o fungo Pieris rapae, das espécies Crotalaria
juncea, Crotalaria spectables, Bauhinia variegata var. candida e
Phaseolus vulgaris, que inibiram o crescimento micelial de
Colletotrichum graminicola do sorgo (10, 16, 24).

O crescimento micelial de C. cassiicola divergiu entre as
concentragdes de proteinas e as espécies estudadas nas concentragdes
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acima de 20 pg/mL do extrato protéico de C. ferrea houve inibigdo,
enquanto S. polyphylla néo apresentou efeito significativo (Figura 5).

Quanto a esporulagdo de C. cassiicola, a inibigdo maxima ocasionada
pelos extratos de C. ferrea e S. polyphylla foi de 74 ¢ 47%,
respectivamente (Figura 5).

Estes resultados evidenciam a especificidade de cada extrato,
considerando que a curva de crescimento do fungo ¢ um parametro que
fornece valores indicativos a respeito do efeito do extrato, em diferentes
concentragdes, sobre o desenvolvimento micelial de cada espécie
fingica, como por exemplo, no trabalho com extratos de Caesalpinia
bonducella, que inibiram o crescimento micelial de Fusarium
chlamydosporum, Rhizoctonia bataticola, Aspergillus niger ¢ Alternaria
alternata (25).
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Figura 5. Efeito dos extratos protéicos (concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40 ¢ 80 pg/mL) sobre o crescimento micelial (A) e esporulagdo de colonias (B)
de C. cassiicola. (0) Controle representado pelo crescimento fungico em meio batata-dextrose-agar solido. As barras representam os desvios padrio.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% (n=30).
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A analise de varidncia a respeito dos extratos protéicos sobre o
crescimento micelial ¢ a esporulagdo de colonias de F. oxysporum
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, indicando
efeito sobre este fungo, afetando a estrutura vegetativa e reprodutiva
(Figura 6).

O efeito dos extratos protéicos de C. ferrea sobre o crescimento
micelial do fungo, quando comparadas com o controle, demonstrou
que apenas a concentragdo de 80 pg/mL apresentou diferencga entre as
concentragdes testadas. Diferentemente, a diminui¢do do nimero de
conidios ocorreu na presenga de 40 ¢ 80 pg/mL do extrato protéico,
com inibi¢do em torno de 57 ¢ 73%, respectivamente.

No que diz respeito ao extrato protéico de S. polyphylla, o
crescimento da colonia e o niimero de conidios foi reduzido apenas
10% e 47%, respectivamente, na concentragdo de 80 pg/mL.

Estudos envolvendo inibidores de tripsina do milho demonstram
a inibi¢do do crescimento micelial e esporulagdo de Fusarium
oxysporum com 7,1 mM do inibidor (26). Ao passo que o inibidor
isolado de feijao lima inibiu o crescimento do mesmo fungo com 1,9
mM (27). Uma glicoproteina (EcV) isolada de Enterolobium
contortisiligum inibiu o crescimento ¢ a germinag@o de esporos de
Fusarium solani nas concentragdes de 10 e 20 pg/mL (28).

Quanto ao crescimento micelial de S. rolfsii, as concentragdes
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Figura 6. Efeito dos extratos protéicos (concentragdes de 0, 10, 20, 30, 40 e 80 pg/mL) sobre o crescimento micelial (A) e esporulagdo de colonias (B)
de F. oxysporum. (0) Controle representado pelo crescimento fingico em meio batata-dextrose-agar solido. As barras representam os desvios padrao.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% (n=30).
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protéicas testadas diferiram estatisticamente entre si ao nivel de 5%
de probabilidade, ao passo que na produgéo de esclerodios, ndo houve
efeito significativo para as diferentes concentragdes do extrato de S.
polyphylla (Figura 7).

Os resultados sugerem que cada extrato apresenta caracteristicas
distintas diretamente associadas a sua especificidade, que podem estar
relacionadas as caracteristicas proprias de cada género e/ou espécie
tanto da planta quanto do patogeno. Fato corroborado no estudo com
diferentes concentragdes de extratos de ritidoma, casca, caule, fruto e
sementes de espécies de Swartzia (S. argentea, S. laevicarpa, S,
panacoco, S. polyphylla e S. sericea), em que se verificou diferengas
significativas entre as médias do crescimento micelial de fungos
degradadores de madeira (Pycnoporus sanguineus, Trametes villosa e
Lenzites trabea) (29). Outros estudos envolvendo extratos vegetais de
onze espécies apresentaram efeito antifingico contra sete fungos
fitopatogénicos (Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Sclerotium
rolfsii, Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae, Botryosphaeria
dothidea e Pythium ultimum), reduzindo o crescimento micelial em
aproximadamente 40% (30).

Extratos vegetais podem atuar na redugdo de doencas e pragas
ocasionadas nas plantas, a exemplo do LONLIFE, produto natural a
base de extratos citricos. Diante dos indicios cientificos ja descritos na
literatura sobre a agdo eficaz de compostos naturais contra agentes
fitopatogénicos e, a partir dos resultados obtidos nesta pesquisa,
conclui-se que C. ferrea e S. polyphylla sdo espécies promissoras para
a produgdo de produtos naturais para controle de fungos, uma vez que
seus extratos protéicos diminuiram o crescimento micelial ¢ a
esporulagdo de C. guaranicola, C. cassiicola, F. oxysporum e S. rolfsii.
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