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Resumo Novas fontes de substrato de orquideas sdo
necessarias em substitui¢do ao xaxim. Madeiras de
Eucalyptus e de Pinus tém sido consideradas alter-
nativas atrativas. Entretanto, extrativos da madei-
ra dessas plantas, responsaveis principalmente pela
coloracdo, cheiro, gosto e defesa do vegetal, podem
inibir o desenvolvimento de fungos simbiontes das
orquideas. Este trabalho apresenta a caracterizacao
quimica e a atividade bioldgica dos extrativos des-
sas plantas contra isolados fingicos de Trichoder-
ma sp. € de Rhizoctonia, importantes simbiontes
das orquideas. Os compostos mais representativos
foram acidos linoleico e oleico, nos extrativos de
Pinus, e B-sitosterol em Eucalyptus. Os extrativos
ndo apresentaram atividade biologica frente aos or-
ganismos testados, e conclui-se que as madeiras
de Pinus e Eucalyptus apresentam potencial apli-
cacdo como substratos para o cultivo de orquideas.

Palavras-chave: substrato, extrativos, madeira, as-
sociagdao mutualistica.

Abstract New sources of substrate to orchids are
required in order to substitute the traditional xaxim
substrate. For this purpose, wood from Eucalyptus

and Pinus become attractive. However, the extrac-
tives from those wood plants, responsible for smell,
taste, color and defense, can inhibit the develop-
ment of orchid symbiont fungi. This work reports
the chemical characterization of extractives of the-
se plants and their biological activity against 7¥i-
choderma sp. and a Rhizoctonia isolates, important
orchid symbionts. The main chemical compounds
were linoleic and oleic acids, found in Pinus, and
B-sitosterol in Eucalyptus. The extractives displayed
no biological activity against the tested organisms,
and one can conclude that Pinus and Eucaplyptus
wood present good potential as orchid substrates.

Keywords: substrate, extractives, wood, mutualistic
association.

Introduciao

O xaxim foi o principal substrato utiliza-
do para o cultivo de plantas ornamentais por muito
tempo. Ele ¢ oriundo de uma pteridofita (Dicksonia
sellowiana), a qual ¢ serrada em pequenos fragmen-
tos e usada como vaso. Porém, devido a extragdo de-
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senfreada das espécies desse grupo, ela esta ameaca-
da de extingdo e sua extragdo esta proibida em todo
territério brasileiro (Lourenzi e Souza 2001; MMA
2014).

Novas fontes de substrato tém sido estudadas
na literatura, tais como, cascas das madeiras de Eu-
calyptus e de Pinus, para substituir o xaxim (Demat-
té e Dematté 1996; Araujo et al. 2007; Sorace et al.
2009; Guimaraes et al. 2013). Entretanto, essas espé-
cies de madeira t€ém em sua composi¢ao, compostos
soltveis em solventes organicos, denominados extra-
tivos. Esses extrativos possuem, em sua composi¢ao,
varios grupos organicos como: esteroides, acidos
graxos, alcoois, entre outros (Philipp 1988). Algumas
classes de compostos presentes nos extrativos podem
inibir o crescimento microbiano.

Em algumas espécies de plantas, a associa-
¢do microbiana ¢ de extrema importancia para ger-
minagdo ou nutri¢do da planta. Os fungos micorrizi-
cos associam-se as orquideas, sendo indispensavel
na germinagdo das sementes e desenvolvimento do
embrido (Dearnaley et al. 2012). Desta forma, estes
fungos e outros endofiticos colonizam as raizes das
orquideas adultas, sendo potenciais promovedores do
crescimento das mudas ao favorecer a absor¢ao de
nutrientes e solubilizar aqueles nutrientes insoluveis
no substrato, além de produzir horménios de cresci-
mento vegetal (Bayman e Otero 2006). Entretanto,
compostos quimicos encontrados nos extrativos das
cascas de Eucalyptus ¢ Pinus podem inibir os fungos
endofiticos de raizes das mudas de orquidea (Demat-
té e Dematté 1996).

Desta forma, este trabalho tem como objeti-
Vo extrair e caracterizar os extrativos da madeira de
Eucalyptus e Pinus, assim como avaliar o efeito dos
extrativos sobre o crescimento de isolados dos fungos
endofiticos dos géneros Trichoderma e Rhizoctonia,
de orquideas.

Material e Métodos

Preparo e extragdao das amostras de madeira

As amostras de cada género de madeira (Eu-
calyptus e Pinus) foram previamente descascadas,
moidas e peneiradas, separadamente. Prepararam-se
cartuchos de extracao de papel de filtro, contendo 10g
de madeira moida por cartucho, em triplicata. Os car-
tuchos de papel foram hermeticamente fechados e in-
troduzidos em aparelho tipo Soxhlet para a extragdo
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por solvente, em refluxo, por 4 horas. Os solventes
de extracdo foram acetona e uma mistura de etanol:-
tolueno (1:2). Os solventes foram removidos em eva-
porador rotatorio e o extrato foi acondicionado sob
refrigeragdo. Todos os reagentes utilizados sdo de
grau analitico e a 4gua foi destilada.

Derivatizacdo

A derivatizacdo foi realizada conforme me-
todologia adaptada (Jham et al. 1982; Liu 1994;
Ichihara e Fukubayashi 2010) em que 50mg do ex-
trato de cada madeira foram solubilizados em 2mL
de n-hexano e 0,2 mL de solu¢dao metanolica 2 molL"!
de KOH. A mistura foi agitada em aparelho tipo Vor-
tex durante 10 minutos e, logo em seguida, foram
adicionados 2mL de solu¢do saturada de NaCl, até
a separacgdo da fase orgénica. A amostra derivatizada
foi acondicionada para posterior analise por Croma-
tografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massas
(CG-EM)

Analise por espectroscopia vibracional na regidao do
infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)
e cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM)

Todas as amostras dos extrativos foram sub-
metidas & andlise por espectroscopia no infraverme-
lho (IV-TF) em espectrometro Jasco 4100 na regido
de 4000 a 500 cm™ com acessorio de reflectancia to-
tal atenuada (ATR), resolugdo de 4 cm™ e 256 varre-
duras.

Os extratos, ap6s a derivatizagdo, foram ana-
lisados através de injecdo em cromatdgrafo a gas
acoplado a espectrometro de massas (CG-EM), de
marca Shimadzu GCMS-QP 2010 Plus com coluna
RTXS5 com 30 metros de comprimento por 0,25 mm
de diametro e 0,25 um de espessura. A temperatura
inicial da coluna foi de 150°C por 2 minutos. Em se-
guida as taxas de aquecimentos foram de: 5°C min!
até¢ 230°C por 7 minutos; 4°C min™' até 260°C man-
tida por 30 minutos; ¢ 5°C min™' até 280°C permane-
cendo por 10 minutos. O volume de amostra injetada
foide 1 uL com Split 20. Outras condic¢des da corrida
foram: fluxo de gés hélio de 1 mL min'; temperaturas
do injetor e do detector de 230°C e 260°C, respecti-
vamente; com m/z 45 até 600 e controle de fluxo da
coluna com velocidade linear ImL min™.

Ensaio Biologico
Os extrativos foram submetidos a ensaios
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Figura 1 Esquema de inoculagdo dos fungos e extrativos
em placas de Petri.

biologicos com dois isolados de fungos: um do gé-
nero Trichoderma sp. e outro do grupo Rhizoctonia.
Os testes de atividade fungicida foram realizados em
placas de Petri com meio Batata Dextrose Agar (HI-
MEDIA). Foram introduzidos pequenos discos de
filtros de papel, devidamente esterilizados, com uma
distancia de 8 cm da inoculac¢ao do fungo, com o pro-
posito de, posteriormente, medir o halo de inibicao
(Figura 1). 100mg dos extrativos foram solubilizados
em 10mL de acetona e 30uL da solugao foram intro-
duzidos nos discos. O teste foi dividido conforme a
Tabela 1, onde todas as placas continham os fungos
e somente o solvente e os extrativos variavam. Os
fungos foram mantidos em estufa incubadora para
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) a 25°C, na
auséncia de luz, com acompanhamento diario, duran-
te 3 semanas.

Resultados e Discussao

Caracterizagdo Quimica

Os teores médios de extrativos em acetona
para as amostras de folhosas e coniferas sdo mostra-
dos na Tabela 2. A variacdo nos teores de extrativos
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se deve a diferentes fatores genotipicos ou fenotipi-
cos, com efeitos variados na distribuicdo de classes
organicas e concentragdo de compostos na sua com-
posicao final. Neste trabalho, ndo foi possivel avaliar
a correlagdo entre teores e os fatores supracitados
devido a falta de identificagdo da procedéncia das
amostras de madeira.

O espectro IV-TF dos extrativos de Eucalyp-
tus (Figura 2) revelou uma banda de absorcdo larga
em 3330 cm’!, correspondente ao estiramento de li-
gagdo O-H e outra banda de absorgdo em 2916 cm™,
correspondente ao estiramento de ligagdo C—H, in-
dicando a presenca de material de natureza alifatica
com grupos alcool. O espectro mostra também uma
banda de absor¢do em 1714 cm™! correspondente ao
estiramento de ligagdo C=0. Essas absor¢des suge-
rem a presenca de alcoois e acidos graxos.

A analise dos extrativos de Pinus (Figura 3)
revelou também bandas de absor¢do em 3432 cm,
indicando a presenca de ligagdo O—H associada e em
2928 ¢ 2861 cm’!, referente ao estiramento de ligagao
C-H, porém, com maior intensidade, se comparado
ao espectro da madeira de Eucalyptus, mostrando a
predominancia de natureza apolar nos componentes
representativos. A banda em 1226 cm™ indica o es-
tiramento de ligagdo C—O de ésteres ¢ a banda em
1714 cm -1, o estiramento de ligagdo C=0.

Com esses resultados, tornou-se evidente cer-
ta similaridade de grupos funcionais entre as madei-
ras, indicando composi¢do quimica comum, porém

Figura 2 Espectro no Infravermelho da amostra de ma-
deira de Fucalyptus.
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com variagdes entre compostos representativos e res-
pectivos teores.

Observou-se nos cromatogramas que 0S eX-
trativos de ambas as madeiras possuem uma ampla
variedade de compostos, sendo em maior niimero
nos extratos do solvente etanol:tolueno. Além disso,
sdo observadas variagcdes na composi¢ao dos extratos
analisados, quando h4d mudanca de solvente, reafir-
mando a necessidade da aplicagdo de mais de um tipo
de solvente extrator para uma identificagdo completa
dos compostos contidos nos extrativos.

Os 4cidos linoléico e oléico (picos 25 e 26
respectivamente, Figura 4) sdo os compostos mais
abundantes nos extrativos da madeira de Pinus, en-
quanto para Eucalyptus, o composto majoritario € o
B-Sitosterol (pico 30, Figura 4). Os acidos graxos sao
muito comuns em 6leos vegetais e o B-Sitosterol ¢ um
composto muito parecido com o colesterol, presente
em muitos vegetais.

Ensaio Biologico

As placas preparadas para o teste de inibi¢do
foram observadas diariamente, ao longo de 3 sema-
nas. Durante este periodo, evidenciou-se que os fun-
gos sdo resistentes aos compostos organicos contidos
nos extrativos, uma vez que seu crescimento foi ho-
mogéneo e sem formacdo de halo de inibicdo. Este
resultado est4 de acordo com o trabalho de Guimaraes
et al. (2013) que observaram que colonizagdo das rai-
zes da orquidea Cyrtopodium glutiniferum por fungos
micorrizicos era maior quando as mudas eram culti-
vadas em casca de Pinus e Eucalyptus, sugerindo que
0s compostos presentes na madeira ndo apresentariam
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Figura 3 Espectro no Infravermelho da amostra de ma-
deira de Pinus.

acdo inibitoria sobre o crescimento dos fungos sim-
biontes das orquideas, dentre eles as Rhizoctonias.

Os extrativos vegetais apresentam ativida-
des antibacteriana e antifingica variadas. Vilimaa et
al.(2007) estudaram a atividade de 30 pL de extratos
provenientes das cascas e dos nos de 30 espécies de
coniferas e folhosas com concentracdo de10 mg/mL.
Os pesquisadores observaram que os percentuais de
inibicao variaram de 0 (zero) a 85%, com diametros
da zona de inibicao variando de 0 (zero) a 15 unida-
des de medida.

Extratos de madeira de Pinus apresentam
efeitos inibitérios a fungos, como Aspergillus fumi-
gatus, Penicillium brevicompactum, Poria placenta,

Figura 4 Cromatograma dos extrativos da madeira de Pinus em etanol:tolueno.
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Figura 5 Cromatograma dos extrativos da madeira de Eucalyptus em etanol:tolueno.

Saccharomyces cerevisiae € Trametes versicolor, as-
sim como varias bactérias (Lee et al. 2005; Lindberg
et al. 2004; Vilimaa et al. 2007; Wijayanto et al.
2015). Os autores sugerem que esse efeito pode ser
explicado pela presenca de derivados de pinosylvin.
Outros compostos, como cedrol e é4cido li-
noleico, exibem certa toxicidade para um grupo das
Rhizoctonia, a Rhizoctonia solani (Bajpai et al. 2004;
Walters et al. 2004; Cheng et al. 2011). Para o géne-
ro Trichoderma, relata-se que tropondides, tais como
thujaplicina, presente em Calocedrus macrolepis,
apresentam inibi¢ao de crescimento (Yen et al. 2008).
Os mecanismos causadores de bioatividade
em fungos podem ser de atividade de metais e radi-
cais livres, interagdes diretas com enzimas, rompi-
mento da integridade da membrana e perturbagdes na

homeostase i6nica (Valette et al. 2017).

O presente trabalho demonstra que os extra-
tivos isolados de espécies de Eucalyptus e Pinus tem
toxicidade com agdo biologica seletiva, pois seus
respectivos compostos majoritarios ndo apresentam
niveis detectaveis de inibi¢do bioldgica, na concen-
tracdo avaliada, para os isolados de Trichoderma sp. e
Rhizoctonia estudados. Dessa forma, a utilizacao de
madeira de Eucalyptus e Pinus como substrato para
cultivo de mudas de orquideas pode ser adotada como
alternativa para substitui¢do do xaxim.

Conclusao

Os fungos estudados nesse trabalho, diferente-

Tabela 1 Esquema dos testes biologicos com os fungos: Trichoderma sp. e Rhizoctonia.

Extrativo em Acetona

Placas

Extrativo em Etanol:Tolueno

Pinus Eucalipto

Pinus Eucalipto

(*) Teste de referéncia semacetona.
{(*¥*) Teste de referéncia comacetona.
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Tabela 2 Teores dos extrativos em Acetona e Etanol: Tolueno

Extrativos %o em Acetona % em Etanol: Tolueno
Folhosas 1.96 2.14
Coniferas 1.77 1.46

mente de algumas bactérias e outras espécies de fun-
gos, apresentaram resisténcia aos extrativos de madei-
ra de Eucalyptus e Pinus. Dessa forma, a utilizagao de
madeirade Eucalyptus e Pinus ¢ uma alternativa viavel
para o cultivo de mudas de orquideas inoculadas com
simbiontes fungicos, uma vez que os extrativos ligno-
celuldsicos ndo apresentaram efeitos sobre os repre-
sentantes de fungos endofiticos de orquideas testados.
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