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INTRODUCAO

A maioria das chalconas e seus derivados apresentam atividades biologicas. A molécula 4'-
etoxi-2’-hidroxi-4,6'-di-metoxi-chalcona, por exemplo, € ativa contra cepas de rinovirus (associadas
a resfriados) (Ishitsuka et al., 1982a). Tal chalcona foi obtida apdés modificagdes moleculares na
estrutura quimica da flavona 4’°,5-di-hidroxi-3,3’,7-tri-metoxi-flavona, isolada da planta agastache
(Agastache rugosa Kuntze), que apresenta potente atividade contra o picornavirus (Ishitsuka et al.,
1982b). J4, a chalcona 2',4"-di-hidroxi-6-metdxi-chalcona, isolada da planta Boesenberg rotuda (L.)
(Zongiberaceae), possui a capacidade de inibir a protease NS3 do virus da dengue (DEN-2) (Kia et
al., 2006). De chalconas isoladas de Millettia leucantha (Leguminoseae) foi relatada atividade
moderada contra o virus da herpes simples. A inibi¢ao da replicacdo de HIV-1 em linfécitos-H9 de
camundongos foi obtida com as moléculas 2-metdxi-3-metil-4,6-di-hidroxi-5-(3"-hidréxi)-cinamoil-
benzaldeido (Wu et al., 2003) e 2-hidroxi-3-metoxi-chalcona (Deng et al., 2006). Lall et al. (2006)
ralatam a atividade de chalconas contra o virus influenza (Infl A).A estes compostos sao também
relatadas agdo antagoOnica a fungos dermatoéfitos (Lopez et al., 2001), protecdo das células do trato
gastroduodenal, bem como atividade antimitotica (Edwards et al., 1990) e atividade anti-plaquetaria
(2°,47,6 -tri-hidroxi-chalcona).

OBJETIVO

Avaliar o efeito fungistatico in vitro de duas moléculas do tipo chalcona em quatro fungos
fitopatogénicos a cultivos amazonicos.

MATERIAL E METODOS
1. Sintese e caracterizacdo das chalconas

As substancias sintéticas, sob protocolo 17 (2,6-bis-(2-metoxi-benzilideno)-ciclo-hexa-1-
ona) e 28 (2,4’-di-metoxi-chalcona), foram obtidas pela reagdo de condensacdo entre cetonas
(ciclohexanona e 4-metoxi-acetofenona, respectivamente) e ortoanisaldeido, utilizando-se a
metodologia descrita por Hathaway (1987). Para tanto, 15 mL de etanol PA, 1 mL de cetona PA, 15
mL de solu¢do NaOH (10%) e 1,5 mL de ortoanisaldeido foram misturados em baldo de fundo
chato e boca esmerilhada e mantido sob agitagdo magnética (50 °C/40 min.). Apoés, a solucdo foi
resfriada (—15°C) por 24 horas. O produto reacional (sélido-17 ou viscoso-28) foi filtrado ou
decantado e lavado com agua destilada para a retirada do excesso de solucio NaOH. Ambos os
produtos foram obtidos em bom rendimento, 90 e 75%, respectivamente.

Para a identificagdio das estruturas quimicas dos produtos obtidos, utilizou-se a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono - “C (RMN'H e "C), a
espectroscopia no infravermelho e no ultravioleta e a espectrometria de massas. As referidas
estruturas estdo esquematizadas na Figura 1.
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Figura 1 — Estruturas quimicas das substincias 17 e 18.

28

2. Fitopatégenos

Os fungos Rhizoctonia solani, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum €
Crinipellis perniciosa, patégenos de caupi (Vigna unguiculata), noni (Morinda citrifolia),
pimenteira-do-reino (Piper nigrum) e cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum), respectivamente,
isolados de plantas sintomaticas no Estado do Pard, foram utilizados para a investigacdo da
atividade das substancias. Os referidos patdégenos causam a mela do caupi, antracnose do noni,
murcha amarela da primenteira-do-reino e vassoura-de-bruxa do cupuaguzeiro.

Os patdgenos foram multiplicados em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) e incubados,
por cinco dias (26°C/12 horas de luz fluorescente e 12 h de escuro).

3. Tratamentos

Os testes foram efetuados em placas de Petri (9cm de didmetro) contendo meio de cultura
BDA. As substancias foram adicionadas ao meio de cultura, na concentracao de 1000 ppm, antes ou
apods a autoclavagem (20°/120atm). Para a substancia viscosa (28) utilizou-se acetona PA para a
diluicao apos a autoclavagem. Assim, os tratamentos efetuados foram os seguintes:

1 — substancia 17 adicionada apos a autoclavagem do meio (17NA);
2 — substancia 28 adicionada ap6s a autocalvagem do meio (28NA);
3 — substancia 17 adicionada antes da auatoclavagem do meio (17A);
4 — substancia 28 adicionada antes da autoclavagem do meio (28A);
5 —testemunha — meio de cultura autoclavado (T).

ApoOs a preparacao, os discos de cultura (8 mm de didmetro) dos quatro isolados foram
posicionados no centro das placas, sobre o meio. As placas foram, entdo, mantidas em camara de
incubagao tipo BOD (26°C e fotoperiodo de 12h de luz fluorescente e 12 h de escuro) e avaliadas
diariamente durante sete dias. Para tanto, o crescimento das culturas foi mensurado (diametros
opostos) para o calculo do diametro médio das colonias. Ao final do ensaio, avaliou-se a coloragao
das coldnias nos diferentes tratamentos. O delineamento empregado foi o inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes (cada parcela representado por uma placa) e os dados submetidos a analise de
variancia e teste de médias (Tukey, 5% de significancia).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo R. solani apresentou rapido crescimento e a testemunha completou a area total da
placa ao segundo dia do plaqueamento, ou seja, logo na primeira avaliagdo. Para a substancia 28,
adicionada apds a autoclavagem, o crescimento médio foi 1,89 cm, apresentando-se como o melhor
tratamento, seguido pela mesma substidncia submetida a autoclavagem (5,66cm) (Figura 2). A
chalcona 17 apresentou relativamente baixo efeito fungistatico sobre o patégeno e, quando ndo
autoclavada, ndo diferiu da testemunha, apresentando valores de 8,74 cm e 9 cm, respectivamente.
A esterilizagdo do meio de cultura por autoclavagem resultou em perdas das propriedades
fungistaticas pela substancia 28, demonstrando a sua termosensibilidade. Além do efeito
fungistatico, foram observadas alteragdes no aspecto das colonias no que tange a coloragdo,
variando de marrom a marrom escura (Tabela 1).
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Figura 2 — Didmetro médio (cm) da coldnia de Rhizoctonia solani em meio acrescido das chalconas
17 e 28, dois dias apos plaqueamento. 17NA: substancia 17 adicionada apds a autoclavagem do
meio; 28NA: substancia 28 adicionada apds a autocalvagem do meio; 17A: substancia 17
adicionada antes da autoclavagem do meio; 28A: substancia 28 adicionada antes da autoclavagem
do meio; T: testemunha. Média de quatro repeticdes, compostas por uma placa cada. Tratamentos
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. CV:
4,49%.

Os valores de Area Abaixo da Curva do Crescimento da Colénia (AACCC) de C.
gloeosporioides (Figura 3), indicam que ambas as substancias apresentaram atividade deletéria ao
crescimento micelial do patégeno em relacao a testemunha, variando de 24,88 (substancia 28) a
33,49 (substancia 17). A inibi¢do ao patdgeno foi observada em todas as avaliagdes, porém ndo foi
observada qualquer diferenga no aspecto da colonia nos diferentes tratamentos (Tabela 1).
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Figura 3 — Area Abaixo da Curva de Crescimento da Colonia de Colletotrichum gloeosporioides em
meio acrescido das chalconas 17 e 28. 17NA: substancia 17 adicionada apds a autoclavagem do
meio; 28NA: substancia 28 adicionada apds a autocalvagem do meio; 17A: substancia 17
adicionada antes da autoclavagem do meio; 28A: substancia 28 adicionada antes da autoclavagem
do meio; T: testemunha. Média de quatro repetigdes, compostas por uma placa cada. Tratamentos
de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. CV:
3,23%.



Assim como para o fungo R. solani (Figura 2), F. oxysporum apresentou sensibilidade
apenas ao tratamento em que se utilizou a chalcona 28, adicionada ao meio de cultura apos a
autoclavagem (Figura 3). Quando autoclavada, a substincia ndo apresentou estabilidade ao calor,
ndo diferindo da testemunha. Com relagdo as caracteristicas morfoldgicas, a substancia 28 nao
autoclavada promoveu a formagdo de colonias cujo micélio apresentava-se ténue e de coloragdo
menos acentuada que os demais, em especial em relagdo as substancias submetidas ao calor (Tabela
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Figura 4 — Area Abaixo da Curva de Crescimento da Coldnia de Fusarium oxysporum em meio
acrescido das chalconas 17 e 28. 17NA: substancia 17 adicionada apds a autoclavagem do meio;
28NA: substancia 28 adicionada apds a autocalvagem do meio; 17A: substancia 17 adicionada antes
da autoclavagem do meio; 28A: substiancia 28 adicionada antes da autoclavagem do meio; T:
testemunha. Média de quatro repetigdes, compostas por uma placa cada. Tratamentos de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. CV: 4,39%.

Crinipellis perniciosa, analogamente aos fungos R. solani e F. oxysporum, apresentou-se
altamente sensivel a chalcona 28, quando ndo submetida a esterilizacdo por calor. No entanto, o
aspecto cultural das coldnias ndo diferiu nos tratamentos, apresentando a coloragdo branca ¢ a
textura cotonosa (Tabela 1).

25 ~

20,15

20 + 19,3
17,67

15 14,10

* 6,66 C
. g KK

Area Abaixo da Curva do Crescimento da
Coldnia

‘DZSNA O028A O17A O17NAOT




Figura 5 — Area Abaixo da Curva de Crescimento da Colonia de Crinipellis perniciosa em meio
acrescido das chalconas 17 e 28. 17NA: substancia 17 adicionada apds a autoclavagem do meio;
28NA: substancia 28 adicionada apds a autocalvagem do meio; 17A: substancia 17 adicionada antes
da autoclavagem do meio; 28A: substiancia 28 adicionada antes da autoclavagem do meio; T:
testemunha. Média de quatro repetigdes, compostas por uma placa cada. Tratamentos de mesma
letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. CV: 15,54%.

Tabela 1 — Aspecto das coldnias fingicas nos diferentes tratamentos, sete dias apds a instalagao do
ensaio.

Fungo
Tratamento' Rhizoctonia Colletotrichum Fusarium Crinipellis
solani gloeosporioides OXysporum perniciosa
17NA Marrom clara’ Rosa, esparso
28NA Marrom Rosa, muito
esparso
17A Marrom clara Branca Rosa tendendo Branco,
acinzentada a violeta, cotonoso
cotonoso
28A Marrom Rosa, esparso
Testemunha  Marrom escura Violeta,
cotonoso

" 17NA: substancia 17 adicionada ap6s a autoclavagem do meio.
28NA: substancia 28 adicionada apos a autoclavagem do meio.
17A: substancia 17 adicionada antes da auatoclavagem do meio.
28A.: substancia 28 adicionada antes da autoclavagem do meio.

2 Média de quatro repetigdes, compostas por uma placa cada.

Conforme os resultados apresentados, a substancia 17 ndo demonstrou potencial para o
controle dos fitopatdgenos. J4, a substancia 28, principalmente quando ndo submetida ao calor
intenso, apresentou atividades fungistaticas significativas, bem como alteragdes morfologicas nas
colonias.

A varidvel estudada (crescimento micelial) mostrou-se bastante aplicavel no que tange a
triagem inicial (“screening”) de substancias com potencial para o controle de fitodoengas.

O efeito de diferentes concentragdes da substancia no controle dos patdégenos in vitro, a
atuacdo dessas substancias na produgdo de indculo e na reproducdo do patégeno, bem como na
capacidade infectiva, na formagao de estruturas de resisténcia e na persisténcia do efeito antagonista
da substancia, constituem, entre outros, pontos importantes a investigar.

Da mesma forma, testes de eficiéncia in vivo (antes e apds o estabelecimento da doencga);
persisténcia na planta (efeito residual); aspectos relativos a fitotoxicidade; estudo da estabilidade da
molécula quando em formulagdes; a persisténcia do produto no campo; residuais nos alimentos
tratados; toxicidade ao ser humano e danos ao ambiente também sdo aspectos importantes a estudar.
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