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RESUMO

A espécie Jatropha gossypiifolia, mais conhecida como Pinh&o-Roxo, ocorre em
todas as regides brasileiras. Estudos vém sendo realizados para avaliar o potencial
toxicoloégico dessa espécie em humanos e animais. O fungo Bipolaris sp. € agente
causador da mancha de bipolaris, uma das principais doencas foliares da cultura do
milho, ocasionando danos significativos em decorréncia da destruicdo dos tecidos
foliares e consequente reducao de fotoassimilados. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (5x3x2), com quatro repeti¢cdes. Para
obtencao do extrato aquoso, 50g de material vegetal in natura foi triturado acrescido
de 100 ml de agua destilada, em seguida, o extrato obtido foi filtrado com gaze
dupla. Para o processo de obtengédo do extrato etandlico, 15g de material vegetal
seco e triturado (folha e haste) foram acondicionados em Erlenmeyers
separadamente, acrescidos de 60 ml de alcool 40%. Os frascos foram vedados e
deixados para fermentar no escuro por um periodo de 15 dias, em temperatura
ambiente. Para obtengdo do extrato decocto, 10g de material vegetal seco e
triturado (haste e folha) foram acondicionados em Erlenmeyers separadamente, em
seguida, 200 ml de agua destilada em ebulicdo foi vertida sobre o0 mesmo, sendo
este deixado para descansar sobre a bancada até esfriar. Aliquotas de 400 pL de
cada concentracao das diferentes partes da planta foram adicionadas a 100 ml de
BDA, posteriormente vertidos em placa de Petri, 48 horas apds o procedimento
foram depositados discos de 5Smm de diametro do fungo Bipolaris sp. ao centro da
placa. O experimento foi mantido em camara BOD com fotoperiodo 12 horas luz/12
horas escuro, em temperatura ambiente de 23°C. A avaliacao foi realizada através
de medidas diametralmente opostas da colbnia, 48h apds a deposi¢ao dos discos
nas placas, durante o periodo de 10 dias. Os dados coletados foram utilizados para
calcular o indice de crescimento micelial. Conclui-se que os métodos de extracao
mais indicados sdo etandlico e decocto, respectivamente, nas concentragdes 100%,
75% e 50% para extrato etandlico e 75% e 50% para o extrato decocto, pois estes
inibiram significativamente o indice de crescimento micelial. Quanto a parte vegetal,
os extratos de folha foram superiores para extrato decocto e etandlico.

Palavras-chave: Zea mays. Pinhao-roxo. Extratos vegetais.



ABSTRACT

The species Jatropha gossypiifolia, better known as purple-pinion, occurs in all
Brazilian regions. Studies have been carried out to evaluate the toxicological
potential of this species in humans and animals. The fungus Bipolaris sp. is a
causative agent of the bipolaris spot, one of the main foliar diseases of the corn crop,
causing significant damages due to the destruction of the foliar tissues and
consequently the reduction of photoassimilates. The experimental design was
completely randomized, in a factorial scheme (5x3x2), with four replications. To
obtain the aqueous extract, 50 g of in natura vegetal material was triturated plus 100
ml of distilled water, then the obtained extract was filtered with double gauze. For the
process of obtaining the ethanolic extract, 15 g of dry and crushed vegetable material
(leaf and stem) were packed in Erlenmeyers separately, plus 60 ml of 40% alcohol.
The vials were sealed and allowed to ferment in the dark for a period of 15 days, at
room temperature. To obtain the decoction extract, 10 g of dry and crushed plant
material (stem and leaf) were packed in Erlenmeyers separately, then 200 ml of
boiling distilled water was poured over it, which was left to rest on the bench until it
cooled. Aliquots of 400 uL of each concentration of the different parts of the plant
were added to 100 mL of BDA, later poured into Petri dish, 48 hours after the
procedure, 5 mm diameter discs of the fungus Bipolaris sp. to the center of the plate.
The experiment was maintained in a BOD chamber with photoperiod 12 hours light /
12 hours dark, at room temperature of 23°C. The evaluation was performed through
diametrically opposed measurements of the colony, 48h after plaque deposition,
during the 10 day period. The collected data were used to calculate mycelial growth
index. The results of the analysis of variance indicated significant differences in the
antifungal activity of the plant extracts on the pathogen. It is concluded that the most
indicated extraction methods are ethanolic and decoct, respectively, in the
concentrations 100%, 75% and 50% for ethanolic extract and 75% and 50% for the
decoct extract, as these significantly inhibited the mycelial growth index . As for the
vegetal part, the extracts of leaf were superior for extract decoct and ethanolic.

Key-words: Zea mays. Purple-pinion. Plant extracts.
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1 INTRODUGAO

O milho pertence a familia Poaceae, espécie Zea mays L. Essa espécie
tem como centro de origem a América Central, mais precisamente o México. E
considerada uma das plantas mais eficientes no armazenamento de energia,
devido a suas grandes reservas de amido e sua alta capacidade de acumular
fotoassimilados (BALDO, 2007). No Brasil, o milho tem ganhado cada vez mais
destaque no cenario agropecuario, por ser uma das culturas mais produzidas,
perdendo apenas para a soja. E o principal insumo no setor pecuério para a
producao de ragbes para suinos, bovinos, aves e silagens (NOGUEIRA NETO,
1996) além de ser constituinte basico de varios produtos destinados ao
consumo humanao.

Segundo o resumo executivo da safra de graos 2007/18, no 10°
levantamento realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento —CONAB,
referente ao més de julho, para o milho de primeira safra a produgéo brasileira
se confirmou na casa dos 27 milhdes de toneladas, 11% inferior a safra
passada. Ja para a “safrinha”, estima-se redu¢ao de 17% em relagao a safra
passada, o que resulta numa estimativa de producdo de 56 milhdes de
toneladas.

No Brasil, a cultura esta sujeita a ocorréncia de diversas pragas e
doengas, que comprometem seriamente a qualidade de graos e sementes,
bem como a produtividade. A severidade e a incidéncia dessas doencgas tém
aumentado muito devido as modificagbes na época plantio e nos sistemas de
cultivo (SILVA, et. al. 2015). Diversos patogenos atacam a planta de milho em
todos os seus estadios vegetativos, inclusive na fase de maturagéao dos graos e
no armazenamento, sendo uma importante causa de perdas quantitativas e
qualitativas (FREIRE et al., 2007).

A mancha de bipolaris é causada pelo fungo Bipolaris sp. e é
considerada como uma das principais doencas foliares da cultura do milho,
causando danos significativos em decorréncia da destruicdo dos tecidos
foliares e consequentemente da redugao de fotoassimilados (LIMA et al.,

2010). As lesbes causadas por esse fungo normalmente possuem uma
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coloragédo palha, de forma retangular, limitada por nervuras, de comprimento
meédio de 2,5 x 0,5 cm de largura (CAMARGO et al., 2005). Estas manchas s&o
arredondadas, tendo o centro mais claro e acinzentado. Na regido externa as
manchas, caracteriza-se um halo amarelo-claro.

O tratamento de sementes com produtos quimicos tem sido eficiente no
controle de fitopatdgenos, no entanto, a utilizagdo de substancias extraidas de
vegetais que atuam na inibicdo de fungos associados a sementes pode ser de
grande utilidade no controle de doengas do campo (SILVA et al., 2009). O
controle de doencgas em plantas por meio de extratos é devido principalmente a
ativagdo dos mecanismos de resisténcia provocados pelos componentes
bioldgicos dos extratos e tém sido demonstradas por muitas espécies de
plantas (SILVA et al., 2007).

O Brasil tem sido um dos paises que mais faz uso de agrotéxicos,
consumindo 20% do que é comercializado mundialmente (PELAEZ et. al.
2015). Segundo dados do IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
Recursos Naturais Renovaveis — cerca de 1.300 toneladas de ingrediente ativo
formulado contendo inseticida/fungicida foram comercializadas no Brasil, mais
cerca 1.014 toneladas da formulac&o fungicida/bactericida (IBAMA, 2017).

Atualmente a busca por fungicidas naturais tém sido o foco de muitos
pesquisadores, movidos pelo anseio da sociedade em adquirir produtos
agricolas mais saudaveis e sustentaveis. A utilizacdo de plantas consideradas
medicinais € amplamente estudada (CAPASSO, et al. 2000; FENNER, et. al.
2006; CHECHINEL FILHO & YUNES. 1998.) as quais muitas delas apresentam
potencial no controle de fitopatdgenos. Estas plantas sdo aceitas e usadas pela
comunidade, ao passo que muitas outras espécies ainda ndo tiveram o seu uso
elucidado em muitos aspectos, dentre estes o potencial fungitoxico.

A Jatropha gossypiifolia L. € da familia Euphorbiaceae, popularmente
conhecida como pinhdo roxo ou pido bravo, sendo uma planta cosmopolita
muito conhecida na América Latina, Caribe, india e na Africa Ocidental onde é
usada popularmente, pela sua capacidade anti-inflamatéria, como planta
medicinal para varias doengas. Em algumas regides do Brasil ela € usada de
forma ritualistica por ser considerada venenosa (SERVIN et al., 2006). Assim

sendo, objetivou-se com o presente estudo avaliar o potencial de inibigdo do
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crescimento micelial in vitro dos extratos de pinh&o-roxo sobre fungo Bipolaris

sp.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram executados no Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia da Faculdade Evangélica de Goianésia, no municipio de
Goianésia, Goias, no periodo de agosto de 2017 a julho de 2018. As plantas
da espécie Jatropha gossypiifolia foram coletadas e multiplicadas em um anexo

da unidade experimental para obtengcdo de material vegetal.

Figura 1 — Espécie Jatropha gossypiifolia (A) folha de milho com sintomas de
mancha de bipolaris (B).

(A) (B)

Fonte: préprio autor

Para obtencdo do fungo Bipolaris sp., foram coletadas folhas com
sintomas da doenca em plantios de milho em propriedades do municipio de
Goianésia, GO. As folhas foram levadas para o laboratério, onde pequenos
fragmentos de tecido da regido limitrofe entre a area lesionada e a area sadia
foram retirados da planta doente. Os fragmentos foram imediatamente
submetidos a assepsia em agua corrente, alcool e hipoclorito de sddio. Apds o
procedimento de assepsia, os fragmentos foram submetidos a um processo de
camara umida para estimular a esporulagao por um periodo de 48 horas a uma

temperatura de * 25°.
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Figura 2 — Procedimento de camara umida (A) placas matrizes (B).

Fonte: préprio autor

Apos este periodo, foi realizada a identificagdo dos conidios com auxilio
de lupa e microscépio 6tico. Os conidios foram posteriormente transferidos
para placas de Petri contendo meio de cultura BDA + antibidtico, para
promover o crescimento do fungo e formar as placas matrizes. As mesmas
foram mantidas em camara incubadora para manutencgao de indculo.

Testes foram previamente realizados para definir como seriam
preparados os extratos vegetais, segundo metodologia adaptada da
Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010).

Folhas e hastes de pinhdo roxo foram coletadas e armazenadas em
sacos de papel, levados imediatamente para o laboratério para o
processamento. Para obtencdo do extrato aquoso bruto, 50g de material
vegetal in natura (folha e haste) foram triturados separadamente em
liquidificador, acrescidos de 100 ml de agua destilada. Posteriormente, o
produto obtido foi filtrado com o auxilio de papel filtro e gaze dupla esterilizada
e apos a filtragem procedeu-se a diluigdo nas concentragdes 0, 25, 50, 75 e

100%, utilizando-se uma pipeta graduada.
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Figura 3 — Obtencgéao de extratos, respectivamente: aquoso bruto, etandlico e
decocto

Fonte: préprio autor

Para o processo de obtengéo do extrato etandlico, o material vegetal foi
coletado e armazenado em sacos de papel, levado para secagem em estufa de
ventilagao forcada a 40 °C por um periodo de 72 horas. Pesou-se 15g de
material vegetal seco e triturado (folha e haste) que posteriormente foram
acondicionados em Erlenmeyers separadamente, acrescidos de 60 ml de
alcool 40%. Os frascos foram vedados e deixados para fermentar no escuro
por um periodo de 15 dias, em temperatura ambiente. Posteriormente, o
produto obtido foi filtrado com o auxilio de papel filtro e gaze dupla esterilizada
e apos a filtragem procedeu-se a diluicao nas concentragdes 0, 25, 50, 75 e
100%, utilizando-se uma pipeta graduada.

Para o método de extragdo decocto, o material vegetal foi coletado e
armazenado em sacos de papel, levado para secagem em estufa de ventilagéo
forgada a 40 °C por um periodo de 72 horas. Para obtengao do extrato, 10g de
material vegetal seco e triturado (haste e folha) foram acondicionados em
Erlenmeyers separadamente, em seguida, 200 ml de agua destilada em
ebuligdo foi vertida sobre 0 mesmo, sendo este deixado para descansar sobre
a bancada até esfriar. Posteriormente, o produto obtido foi filtrado com o auxilio
de papel filtro e gaze dupla esterilizada e apds a filtragem procedeu-se a
diluicdo nas concentragdes 0, 25, 50, 75 e 100%, utilizando-se uma pipeta
graduada.

Em Erlenmeyers identificados de acordo com cada tratamento, 400 pL
de cada concentracao das diferentes partes da planta e de cada concentracao

dos diferentes métodos de extragdo foram incorporadas a 100 ml de meio de
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cultura BDA, para entdo serem esterilizados em autoclave. Apés esterilizados,
os tratamentos foram vertidos em placas de Petri de tamanho 90x15 e apds
solidificagcdo do meio de cultura, as placas foram vedadas com papel filme e
acondicionadas em camara BOD por um periodo de 48 horas para garantir a
auséncia de contaminagao por outros microrganismos. Apods 48 horas, foram
depositados discos miceliais de 5 mm de didmetro do fungo Bipolaris sp. no
centro da placa, que foi novamente vedada e acondicionada em camara BOD
com fotoperiodo de 12 horas luz e 12 horas escuro, em temperatura ambiente
de 23 °C. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, sendo 5 concentragbes e 2 partes vegetais testadas (haste e
folha). Nas placas testemunhas (concentracdo 0%) foi incorporado agua

destilada ao meio de cultura.

Figura 4 — Experimento em camara BOD (A) conidios de Bipolaris sp.

Fonte: préprio autor

As avaliagcbes foram realizadas por medigdes diarias do didmetro das
colénias (média de duas medidas diametralmente opostas), 48 horas apés a
instalagdo do experimento e perduraram por 10 dias ou até que algum dos
tratamentos atingisse a borda da placa.

Os dados coletados foram utilizados para calcular o indice de
crescimento micelial (ICM). O ICM foi analisado através de teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade, no software ASSISTAT. Para o calculo de indice de
crescimento micelial (ICM) ou taxa de crescimento micelial (TCM) utilizou-se a

férmula:
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oo Croc2  Cn
~ N1 N2 Nn
Onde: C1, C2, Cn = crescimento micelial das colénias na primeira,
segunda e ultima avaliacdo e N1, N2, Nn = numero de dias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do efeito de extratos de Jatropha gossypiifolia sobre o
crescimento do fungo Bipolaris sp. in vitro sao apresentados na Tabela 1. O
resultado da analise de variancia indicou diferencas significativas (p <.05) na
atividade antifungica dos extratos vegetais sobre o fitopatégeno utilizado no
estudo, confirmando o potencial fungitoxico da espécie J. gossypiifolia, ja
observado por Rocha e Dantas (2009) que avaliaram a atividade microbiana do
latex de pinhdo-roxo sobre a incidéncia de patégenos como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, dentre outros. A analise de variancia
também indicou significAncia quando foram comparadas interagdes duplas
(concentragdes x método de extragcdo; métodos de extragdo x partes da
planta). Quando comparadas as interagdes triplas, o teste ndo apresentou
diferenca significativa.

Tabela 1 - Efeito de extratos de Pinhdo-Roxo sobre o crescimento do fungo
Bipolaris sp. in vitro

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA

Fonte de Variagao GL ICM F

Concentragdes 4 4.,04* 451
Métodos de extragao 2 17,82** 19,88
Partes da planta (folha e haste) 1 29,06™™ 32,41
Concentragdes x métodos de extragao 8 2,94** 3,28
Concentragdes x partes da planta (folha e haste) 4 218ns 2,44
Métodos de extragéo e partes da planta (folha e haste) 2 28,17* 31,42
8

concentracdes x métodos de extracao x partes da planta 1,48ns 1,64
Tratamentos 29 6,25 6,97
Residuo 90

cv (%)= 14,52

** significativo a 1%, * significativo a 5% de probabilidade, ns ndo significativo, pelo teste F
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Para a concentracdo 100% (Tabela 2), o extrato etandlico se mostrou
mais eficiente que os demais no controle do indice de crescimento micelial.
Para a concentragao 75% e 50%, os extratos etandlico e decocto controlaram
igualmente o crescimento micelial, em um nivel satisfatério. Para a
concentragao 25% e 0%, o teste de médias ndo demonstrou diferenca
significativa. Especula-se que o extrato etandlico se sobressaiu aos demais
meétodos devido ao solvente empregado na extragdo, pois segundo estudos
realizados por Adesina (1982); Matos (2004); Subramanian et al. (1971) o
etanol é capaz de extrair flavonoides como isovitexina e vitexina e diterpenos
como a jatrofona e jatrofolona A e B, sendo estes compostos fundamentais na
atividade patogénica dos extratos.

Tabela 2 - Crescimento micelial de Bipolaris sp. submetido a controles
alternativos com extrato de pinhao-roxo.

iNDICE DE CRESCIMENTO MICELIAL (em cm)

Métodos de extracao

Concentragao

Aquoso Bruto Etandlico Decocto

100% 7,67 aA 5,66 aB 6,82 aA
75% 7,96 aA 6,16 aB 5,86 aB
50% 7,91 aA 5,96 aB 6,09 aB
25% 7,12 aA 6,86 aA 6,38 aA
0% 5,76 bA 5,55 aA 6,07 aA

As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Como apresentado na tabela 3, verifica-se que os tratamentos etandlico
e decocto obtidos através das folhas induziram menor crescimento micelial se
comparado aos extratos de hastes. Para o tratamento aquoso bruto, o extrato
de hastes se mostrou superior, inibindo de forma satisfatéria o indice de
crescimento micelial. Este resultado se deve provavelmente ao método de
extracdo, pois a jatrofona, principal constituinte da espécie J. gossypiifolia é
ricamente encontrado nas folhas, sendo etanol o solvente mais eficiente para
extracao deste diterpeno (KUPCHAN et al. 1976).
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Tabela 3 - Crescimento micelial de Bipolaris sp. submetido a controles
alternativos com extrato de pinhao-roxo.

iNDICE DE CRESCIMENTO MICELIAL (em cm)

Partes da planta

Métodos de extragao

Folha Caule
Extrato aquoso bruto 7,76 aA 6,81 aB
Extrato etandlico 4,98 bB 7,09 aA
Extrato decocto 5,35 bB 7,14 aA

As médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

A atividade antifungica dos extratos de pinhdo é devida as diversas
substancias encontradas nas folhas e hastes da planta, muito rica em acidos
organicos, alcaloides, diterpenos, esteroides, flavonoides, ligninas e taninos
(ADESINA, 1982; COE & ANDERSON, 1996b; MARIZ et al., 2004).

Todas as espécies do género Jatropha apresentam compostos bioativos
em sua constituicdo, sendo o latex rico em jatrofona, importante molécula com
potencial fungicida, larvicida e microbiano. Rocha & Dantas (2009)
investigaram a atividade antimicrobiana de duas espécies do género: J.
gossypiifolia e J. molissima, sendo este ultimo conhecido como pinh&o-bravo.
Os referidos autores observaram que embora o halo de inibicao obtido através
de J. molissima ser maior, a inibicdo do microrganismo testado em seus
estudos ocorreu em concentragdo quatro vezes menor quando exposto ao
latex de J. gossypiifolia.

Fernandes (2012) testou o potencial de extratos aquosos de folhas
secas de J. gossypiifolia sobre o controle de Spodoptera frugiperda. O mesmo
verificou em seus resultados que os extratos de pinhdo-roxo ndo s6 causaram
a mortalidade das lagartas, bem como diminuiram a duragéo da fase larval e o
peso pupal, reduzindo também a longevidade de adultos da espécie. O
potencial inseticida de J. gossypiifolia ja havia sido relatado por Phowichit et al.
(2008).
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4 CONCLUSOES

Conclui-se que os métodos de extragao mais indicados séo etandlico e
decocto, respectivamente, nas concentragdes 100%, 75% e 50% para extrato
etandlico e 75% e 50% para o extrato decocto, pois estes inibiram
significativamente o indice de crescimento micelial. Quanto a parte vegetal, os
extratos de folha foram superiores para extrato decocto e etandlico. Os
extratos de Pinh&o-Roxo podem ser utilizados para o controle do fungo
Bipolaris sp. Porém, recomenda-se que mais estudos sejam realizados para

investigar o seu potencial fungitoxico e suas moléculas bioativas.
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