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RESUMO

GUIMARAES, Poliana Gongalves. Atividade antimicrobiana in vitro de extratos de
Schinopsis brasiliensis e Euphorbia trigona contra microrganismos fitopatogénicos de
interesse na agricultura Itapetinga - BA: UESB, 2013. 63 p. (Dissertagdo - Mestrado em
Ciéncias Ambientais)*

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos de
Schinopsis  brasiliensis (Barauna) e Euphorbia trigona (Candelabro) contra
microrganismos fitopatogénicos de interesse na agricultura. Foram obtidos extratos
etandlicos com folhas, caule e raiz de baraina, extratos diclometanico e metandlico das
partes aéreas de candelabro e extratos metandlico e cloroférmico do latex de candelabro. O
fungo Fusarium solani (FS) foi cultivado em BDA com o0s extratos nas concentracdes de 0;
0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mg.mL™ (trés repeticBes/tratamento). Para
0s ensaios antibacterianos, primeiramente foi feita uma avaliacéo preliminar com a bactéria
Xanthomonas campestris pv. Campestris, cultivada em BDA com o0s extratos nas
concentraces de 0; 0,02; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mg.mL™. Nas avaliagbes antibacterianas
finais, foram utilizados apenas os extratos de baralna contra as bactérias padrdes da
CCLF-UFRPE: Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc56), Xanthomonas
campestris pv. viticola (Xcv112), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Pcc23), Ralstonia solanacearum (Raca 1) (CGH12), Ralstonia solanacearum (Raca 2)
(B19) e Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac1.12), utilizando a técnica de microdilui¢do
em caldo. Testes de toxidade com Artemia salina e testes bactericidas e bacteriostaticos
também foram feitos com esses extratos. Foi observada pouca atividade antifingica para os
extratos de baralna e candelabro frente ao Fusarium solani. Nos ensaios preliminares,
foram obtidas CIM de 0,1 mg.mL com os extratos da raiz e folha de baratina. As CIM
variaram entre 0,31 e 10 mg.mL *frente as bactérias testadas na técnica de microdiluicao.
As concentracdes de 0,31 mg.mL *foram obtidas com os extratos do caule e da folha de
baralna contra as bactérias CGH12 e Aacl.12, respectivamente. Nenhum dos extratos
testados mostrou-se ativo contra a bactéria Pcc23. Todos os extratos de baraina foram
bacteriostaticos e ndo-tdxicos para A. salina, 0 que demonstra menores impactos ao meio
ambiente. Os resultados obtidos indicam o potencial de extratos provenientes de baraina
no desenvolvimento de produtos para o controle alternativo de doengas causadas pelos
microrganismos Xcc56, Xcv112, CGH12, B19 e Aacl.12.

Palavras-chave: Extratos vegetais, fitopatdgenos, baratina, candelabro

* QOrientador: Ronan Batista, D.Sc. UFBA; Co-orientador: Quelmo Silva de Novaes, D.Sc. UESB.



ABSTRACT

GUIMARAES, Poliana Gongalves. In vitro antimicrobial activity of extracts Schinopsis
brasiliensis and Euphorbia trigona against phytopathogenic microorganisms of
interest in agriculture. Itapetinga - BA: UESB, 2013. 63p. (Dissertation - Master in
Environmental Sciences) *

The objective of this work was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of extracts
Schinopsis brasiliensis (Barauna) and Euphorbia trigona (candelabrum) against
phytopathogenic microorganisms of interest in agriculture. Ethanolic extracts were
obtained with leaves, stem and root of baraina, diclomethanic and methanolic extracts of
the aerial parts of candelabrum and methanolic and chloroformic extracts of latex
candelabrum. Fusarium solani was grown on PDA with extracts at concentrations of 0,
0.001, 0.005, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 and 1 mg.mL-1 (three replicates / treatment).
For antibacterial assays, was first made a preliminary assessment with the bacterium
Xanthomonas campestris pv. campestris grown on PDA with extracts at concentrations of
0, 0.02, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 and 1 mg.mL™. In the final evaluations antibacterial were used
only extracts of baralna against bacteria standards CCLF of UFRPE: Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc56), Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv112),
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc23), Ralstonia solanacearum (Raca
1) (CGH12), Ralstonia solanacearum (Raga 2) (B19) and Acidovorax avenae subsp.
citrulli (Aacl.12), using the broth microdilution. Toxicity tests with Artemia salina and
bactericidal and bacteriostatic tests were also done with these extracts. Little antifungal
activity was observed for extracts baratna and candelabrum against Fusarium solani. In
preliminary tests were obtained MIC of 0.1 mg.mL™ with the extracts of the root and leaf
baraina The MIC varied between 0.31 and 10 mg.mL™ against the bacteria tested in
microdilution technique. Concentrations of 0.31 mg/mL were obtained with extracts of the
stem and leaf of baralna against the bacteria CGH12 and Aac 1.12, respectively. None of
the tested extracts showed activity against bacteria Pcc23. All extracts of baratna have
bacteriostatic and non-toxic to A. salina, which demonstrates minor impacts to the
environment. The results indicate the potential of extracts from baradna, in developing
products for the alternative control of diseases caused by microorganisms Xcv112,
CGH12, Xcc5h6, B19 and Aacl.12.

Keywords: Plant extracts, phytopathogens, baratna, candelabrum

*Advisor: Ronan Batista, D.Sc. UFBA; Co-advisor: Quelmo Silva de Novaes, D.Sc. UESB.
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1. INTRODUCAO

No Brasil e no mundo séo utilizados pesticidas para o controle de doengas de
plantas. O uso destes produtos em curto prazo tem um efeito positivo para o produtor, mas
sua utilizacdo em longo prazo acarreta diversos prejuizos para sociedade e meio ambiente,
como a poluicéo dos solos e da &gua, residuos de agrotoxicos nos alimentos, surgimento de
patdgenos resistentes, ma qualidade de vida dos agricultores, entre outros (KIMATI et al.,
1997; STANGARLIN et al., 1999).

Buscando diminuir estes prejuizos causados pelos pesticidas, alternativas vem
sendo pesquisadas para o controle de fitopatogenos. Uma delas € a exploragdo da atividade
biolégica de metabdlitos secundarios presentes em extratos vegetais brutos e Oleos
essenciais de plantas medicinais da flora nativa (DI PIERO et al., 2010).

Schinopsis brasiliensis (baratna) e Euphorbia trigona (candelabro) sdo espécies
vegetais com potencial uso no controle de fitopatdgenos. A literatura relata a atividade
antibacteriana de extratos de baraina contra cepas resistentes de Staphylococcus aureus
(SARAIVA, 2007). Além disso, poucos estudos fitoquimicos foram realizados com esta
planta, destacando-se o isolamento de alguns alquil e alquenil-fendis, dentre outros
constituintes, que foram considerados como sendo 0s principais responsaveis pela acdo
alergénica desta espécie ao homem (CARDOSO et al., 2005).

Pesquisas com candelabro descrevem seu uso popular como purgativo e como
remédio no tratamento de dores de ouvido. Seu latex é conhecido por conter varias di e tri-
terpenos e seus ésteres possuem propriedades anti-infecciosas (CATENI et al, 2003;
SIMOES et al., 2004; TADA e SEKI, 1989). Foi descrita também acéo fungicida do latex
contra os fungos Aspergillus niger e Fusarium graminearum (VAN DEENEN et al., 2011).

Dessa forma, considerando que extratos da Schinopsis brasiliensis apresentaram
comprovada acdo antibacteriana contra microrganismos patogénicos ao homem, e ainda
ndo foram encontrados trabalhos na literatura que descrevessem a acdo desta planta contra
microrganismos fitopatogénicos, e que extratos de E. trigona foram ativos contra fungos
fitopatogénicos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de
Schinopsis brasilensis e Euphorbia trigona, contra Fusarium solani, causador da podridao

do colo e raizes em maracujazeiro; Xanthomonas campestris pv. campestris, causadora da
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podriddo negra em cruciferas; Xanthomonas campestris pv. Viticola, causadora do cancro
bacteriano da videira; Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum, causadora da
podriddo-mole em hortalicas; Ralstonia solanacearum, causadora da murcha bacteriana em
bananeiras e pimentdes; e Acidovorax avenae subsp. Citrulli, causadora da mancha
bacteriana em meldo, para uma possivel utilizacdo destas plantas no controle alternativo

dessas doencas na agricultura.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Plantas Medicinais

O emprego de plantas com o intuito medicinal é tdo antigo quanto o estudo da
medicina. Desde as antigas civilizacbes em diferentes culturas ao redor do mundo, elas ja
eram utilizadas para fins terapéuticos. No Brasil, a utilizacdo das mesmas na medicina e
em rituais é uma pratica comum resultante da forte influéncia da cultura europeia trazida
pelos colonizadores e dos indigenas locais, miscigenados as tradicdes africanas, oriundas
de trés séculos de tréfico de escravos (MAIOLI-AZEVEDO e FONSECA-KRUEL, 2007;
SARAIVA et al., 2011).

Com a evolucdo da medicina empirica, muitas plantas foram incorporadas ao
acervo de tratamentos para muitas moléstias. Mais de 500 foram descritas com suas
caracteristicas e propriedades, no famoso trabalho “Materia Medica” de Dioscorides,
publicado no ano 100 d.C. O tratamento com a utilizacdo de ervas atravessou 0s séculos,
sobretudo a partir da influéncia da medicina Galénica, que se manteve vigente até a ldade
Moderna (CORREA et al., 2003).

A Revolucdo Industrial ampliou a producdo de varios tipos de produtos, entre eles
os medicamentos. Sendo assim, era grande o interesse das industrias pelas plantas
medicinais, para a possivel extracdo de principios ativos, visando a producdo dos
medicamentos. Partiu-se entdo para a sintese desses principios ativos, que sdo substancias
Ou grupos quimicamente caracterizados, cuja acdo farmacoldgica é conhecida e
responsavel, total ou parcialmente, pelos efeitos terapéuticos (CORREA et al., 2003).

Para muitas comunidades e grupos étnicos, o conhecimento sobre plantas
medicinais simboliza, muitas vezes, o Unico recurso terapéutico. Hoje, ainda se vé nas
regibes mais pobres do pais, e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, a
comercializagdo dessas plantas em feiras livres e mercados populares, sendo encontradas
em quintais de residéncias. As observacbes populares sobre a eficicia e o uso delas
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das propriedades terapéuticas das plantas,
prescritas com frequéncia, em decorréncia dos efeitos medicinais que causam, apesar de
seus constituintes quimicos ndo serem elucidados. Esse tipo de cultura medicinal tem

despertado o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas do conhecimento
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como boténica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriqguecem os conhecimentos sobre
a flora mundial, uma fonte inesgotavel da medicina natural (MACIEL et al., 2002).

No dominio popular, o conhecimento das propriedades medicinais das plantas é
muito comum, mas este conhecimento ndo pode ser incorporado a ciéncia médica oficial
sem antes uma pesquisa mais profunda, pois ha imprecisdo sobre algumas informacdes
como a identificacdo botanica correta das plantas utilizadas, variabilidade de composicéo
da planta, problemas com o efeito placebo na avaliacéo da eficacia dos fitoterapicos, entre
outros. Essas avaliacdes sdo extremamente importantes, levando em consideracdo a ciéncia
fitoterapica (CORREA et al., 2003).

Diversos vegetais tém sido utilizados com fins profilaticos e curativos. Atualmente,
muitos trabalhos vém sendo realizados em busca de novas plantas com atividade
antimicrobiana (MICHELIN et al., 2005).

Ao longo dos proximos anos, o estudo de plantas medicinais como agentes
antimicrobianos devera ser centrado para determinar informacGes especificas sobre a
atividade antimicrobiana da planta, evitando estudos em que os pesquisadores utilizam este
critério apenas para um complemento a um estudo fitoquimico. O isolamento de
compostos ativos devera ser realizado a partir do conhecimento da atividade da planta
(RIOS e RECIO, 2005).

2.2. Mecanismos de defesa das plantas
As plantas, assim como 0s animais, estdo expostas ao ataque de patdgenos, mas elas

possuem um sistema de defesa desenvolvido através do processo evolutivo,
fundamentalmente diferente do sistema de defesa animal. Um simples contato do
fitopatdgeno com o tecido vegetal é suficiente para desencadear uma série de mecanismos
de reconhecimento. Primeiramente, ocorrem modificacGes fisioldgicas e bioquimicas e,
posteriormente, em decorréncia destas alteracdes, poderdo surgir mudancas morfologicas
visiveis (PASCHOLATI e LEITE, 1995a).

Goodman et al. (1986) conceituam resisténcia como sendo a capacidade da planta
em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade do patdgeno em seus tecidos.

Esta resisténcia € o sistema de defesa vegetal, caracterizado pela natureza
coordenada e dindmica no momento e local apropriados e com propor¢do adequada, € ele é
multicomponente, no qual o nivel de resisténcia é a somatoria de varios mecanismos

(PASCHOLATI e LEITE, 1995b). O sistema de defesa inicia-se com o reconhecimento,
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pelo hospedeiro, de sinais exdgenos provenientes do patdgeno, continua com 0S
mecanismos de transducdo dos sinais e resulta em uma reprogramacdo do metabolismo
celular da planta, envolvendo mudancas na atividade génica (WALTERS et al., 2007).

Os mecanismos de defesa de uma planta podem ser estruturais e bioquimicos,
ambos pré ou pds-formados em relacdo a tentativa de entrada do patégeno no hospedeiro.
Os mecanismos estruturais sdo barreiras fisicas a penetracdo e/ou colonizacao do patdgeno,
enguanto gque 0s mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes de gerar
condicdes adversas para a sobrevivéncia do patégeno nos tecidos do hospedeiro ou de
inibir o seu desenvolvimento (PASCHOLATI e LEITE, 1995b; SCHWAN-ESTRADA et
al., 2008).

Nos mecanismos bioquimicos pré-formados, as substancias estdo presentes nos
tecidos sadios da planta em altas concentracdes, antes do contato com o patdgeno, ou
podem se converter em substancias altamente tdxicas com o inicio da infeccéo.
Diferentemente, nos mecanismos pds-formados, as substancias encontram-se ausentes ou
presentes em pouca quantidade antes da infeccdo, sendo produzidas ou ativadas em
resposta a presenca do patogeno (GARCION et al., 2007; PASCHOLATI e LEITE,
1995b).

De maneira geral, os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em pos e pré-
formados, conforme Figura 1 (PASCHOLATI e LEITE, 1995b).

Pds-formados Pré-formados
(ativos ou (passivos ou
induziveis) constitutivos)
/ Estruturais: \ 4 N ( h /Bioquimicos: fenéis,\
papilas, halos, Bioquimicos: Estruturais: alcaloides
lignificacéo, fitoalexinas, cuticula, glicosidicos, lactonas
glicoproteinas ricas proteinas tricomas, insaturadas,
nos aminoacidos relacionadas a estbmatos, glicosideos fendlicos
hidroxiprolina patogénese e fibras/vasos e cianogénicos,
(HRGP) e glicina espécies ativas condutores. inibidores proteicos,
(GRP), camadas de de oxigénio quitinases e p-1,3
cortica, camadas de glucanases.

\absciséo,tiloses.j \_ AN ) \ /

Figura 1 - Mecanismos de resisténcias dos vegetais.
Fonte: PASCHOLATI e LEITE, 1995b.
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2.3. Metabolismo secundario
Todos os seres vivos possuem atividade metabolica, ou seja, reagcdes quimicas que

ocorrem no interior das células. Os produtos gerados por essas reacdes biossintéticas sdo
moléculas organicas, com fungdes e importancia biologica diferente, chamados de
metabdlitos. Eles podem ser classificados em primarios ou secundarios (EMERY et al.,
2010).

Os metabolitos primarios sdo distribuidos por todos 0s organismos vivos, sendo
fundamentais para o bem-estar e a sobrevivéncia das espécies, sdo especialmente
importantes em fungdes basicas vitais, como a fotossintese, respiracdo, divisdo, estocagem,
crescimento celular e reproducdo. Os metabodlitos secundarios sdo compostos pouco
abundantes que possuem biossintese restrita a algumas espécies de organismos Vvivos, e sua
importancia bioldgica ndo é diretamente relacionada aos mesmos processos metabdlicos
supracitados, mas que fazem parte, especialmente, da estrutura de defesa e comunicacéo
entre as espécies, dentre eles pode-se citar os terpenos, alcaloides, compostos fendlicos,
antocianinas e taninos (EMERY et al., 2010, FUMAGALI et al., 2008) (Figura 2).

METABOLISMO

(Produtos Naturais)

Lipidios, carboidratos, Terpenos, alcaloides,

proteinas, acidos compostos fendlicos,

nucleicos e pequenas derivados de acidos
moléculas organicas graxos

Figura 2 - Classificacdo dos metabolitos: primérios e secundarios.
Fonte: EMERY et al., 2010.
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Os metabolitos secundarios biossintetizados e estocados nas plantas tem uma
importante funcdo em sua protecdo contra raios UV, atracdo de polinizadores ou animais
dispersores de sementes e, principalmente, em sua defesa contra os predadores em geral
(herbivoros e microrganismos) (SIMOES et al., 2004).

As fitoalexinas sdo metabolitos secundarios de composicdo quimica heterogénea e
baixo peso molecular. Elas sd@o produzidas em resposta a estresses quimicos, fisicos ou
bioldgicos e agem em defesa do vegetal contra o ataque de parasitas, entre eles, 0s
microrganismos. Geralmente apresentam atividade antibacteriana e antifungica, sendo um
fator importante na resisténcia a doencas de plantas. (LYON e WOOD, 1975;
PURKAYASTHA, 1995; SAKAGAMI et al., 1998).

2.4. Doencas causadas por fitopatégenos na agricultura

Algumas defini¢bes consideram que doenca é decorrente de alteracdes fisioldgicas
acarretadas exclusivamente por agentes infecciosos, dentre eles destacam-se fungos,
bactérias, fitoplasmas, virus e viroides, nematoides, protozoarios e plantas parasitas
superiores. Outras defini¢cdes incluem causas de natureza nao infecciosa, ndo parasitaria ou
abiotica, que incluem condicGes desfavoraveis do ambiente (temperatura excessivamente
baixa ou alta, deficiéncia ou excesso de umidade, deficiéncia ou excesso de luz, deficiéncia
de oxigénio, poluicdo do ar), as deficiéncias e/ou desequilibrios nutricionais e o efeito de
fatores quimicos (KRUGNER, 1995; MICHEREFF, 2001).

Nesse sentido, a representacdo classica dos fatores que interagem para ocorréncia
de doencas em plantas é o triangulo, no qual cada vértice representa um desses fatores
(agente causal = patdgeno; planta suscetivel = hospedeiro; ambiente favoravel = ambiente)
(Figura 3). A interacdo destes trés fatores é essencial para a ocorréncia de doencas em
plantas. Entretanto, a severidade das doencas infecciosas podera ser maior ou menor,
dependendo de outros fatores dentro de cada um dos trés componentes do triangulo
(BEDENDO, 1995; MICHEREFF, 2001; PASCHOLATI e LEITE, 1995b).

As doencas de plantas sé@o importantes para 0 homem pelo fato de causarem danos
as plantas e seus produtos, bem como por influenciarem direta ou indiretamente na
lucratividade do empreendimento agricola. Elas podem limitar os tipos ou variedades de
plantas que podem desenvolver em determinada area geogréafica, reduzir a quantidade e a
qualidade dos produtos vegetais e causar perdas econdmicas. Os dados exatos das perdas
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e/ou prejuizos, diretos e/ou indiretos, acarretados pelas doengas de plantas torna-se dificil,
sendo realizadas diversas estimativas. A Organizacdo Mundial para Alimentacdo e
Agricultura — FAO considerou, no ano de 1993, que as doencas de plantas foram
responsaveis, em média, por cerca de 12% das perdas na producdo agricola, as quais
variam conforme a cultura e o grau de desenvolvimento do pais em que sdo produzidas
(MICHEREFF, 2001).

PATOGENO

HOSPEDEIRO AMBIENTE

Figura 3 - Representacéo classica dos fatores que interagem para a ocorréncia de doengas em
plantas.
Fonte: MICHEREFF, 2001.

2.4.1. Fusarium solani (Mart.)
O género Fusarium compreende um amplo e heterogéneo grupo de fungos

importantes para a industria de alimentos e medicamentos, a medicina e a agricultura.

Fusarium solani é um fitopatdégeno habitante do solo, importante agente causador
de doencas de diversos cultivos, tais como podridao de raiz, de frutos de Cucurbita spp., de
ervilha, do pé de feijao, do colo e raizes em maracuja, sindrome da morte subita da soja e
podriddo seca de batata. Esse fungo é importante devido aos danos econémicos causados
no setor agricola e por sua distribuicdo cosmopolita (GHINI e NAKAMURA, 2001).
Massola Jr. e Bedendo (2005) relatam uma grande epidemia de podridéo radicular em
mandioca, que causou perdas de 60% em extensas areas de varzeas na Regido Amazonica.

Existem 860 registros de F. solani (Figura 4) encontrados para 416 espécies
hospedeiras, em varios paises da Europa, Asia, América, Africa e Oceania, sendo que 0s
principais hospedeiros sdo Solanum spp., Pinus spp., e Phaseolus spp. (FARR e
ROSSMAN, 2010).
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Figura 4 - Fusarium solani em placa de Petri com meio BDA.

Fusarium solani também causa a podriddo do colo e raizes do maracujazeiro
(Figura 5), que provoca significativo decréscimo na produtividade e constantes migracoes
das culturas para regiGes livres do patégeno. Os sintomas da doenca consistem em leve
murcha dos ponteiros, alteracdo na coloracdo da folha para um verde-pélido, e
posteriormente, murcha drastica, desfolha e morte das plantas, em virtude do completo
anelamento necrotico do colo da planta e apodrecimento das raizes. Sdo também
observados na regido do colo afetado, intumescimento e rachaduras da casca, exibindo uma
coloracgéo arroxeada nas bordas das lesdes e formando, sob condicdes de elevada umidade,
estruturas de coloracdo avermelhada e pouco maiores que grdos de areia, que S0 0S

peritécios do patdgeno, ou seja, a fase teleomdrfica do fungo (FISCHER et al., 2005).

Figura 5 - Podriddo de colo e raizes em maracujazeiro, causada por Fusarium solani.
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2.4.2. Xanthomonas campestris pv. campestris

Xanthomonas é um género da familia Pseudomonaceae que infecta ampla variedade
de plantas incluindo algumas de interesse comercial como a couve, a couve-flor, a couve-
de-bruxelas, a alcachofra, o algoddo, a ameixa, a berinjela, o brocolis, 0 maracuja, a
mostarda, a nectarina, a pimenta, o pimentdo, o rabanete, o repolho, o tomate, a alfafa, o
péssego e outras. Com excecdo da bactéria X. maltophilia, todos os outros microrganismos
desse género sdo fitopatogénicos (GIBBS e SKINNER, 1966; NATIONAL
COLLECTION OF PLANT PATHOGENIC BACTERIA — NCPPB, 2006;
SUTHERLAND, 1993; SWINGS et. al., 1993).

A bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris (Figura 6) é responsavel pela
podriddo negra (Figura 7), principal doenca bacteriana em cruciferas, podendo causar
sérios prejuizos a lavoura. No Brasil, sua distribuicdo é ampla, sendo encontrada
praticamente em todas as regides produtoras, pelo fato da bactéria ser transmitida por
sementes e mudas (ANDRADE et. al. 2005; MARINGONI, 2005; RODRIGUES-NETO e
MALAVOLTA-JR, 1995;).

Figura 6 - Coldnias da bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris em meio BDA.
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Figura 7 - Folha de couve com podridao negra causada por Xanthomonas campestris pv.
campestris.

A podriddo negra ocorre em todas as regides produtoras de cruciferas no mundo
causando perdas na producéo e qualidade das culturas. Atualmente, essa doenga tem sido
controlada parcialmente pela utilizacdo de cultivares resistentes, entretanto, essa bactéria
ainda representa ameaca para a agricultura do pais, sendo necessario o desenvolvimento de
métodos mais eficientes para o seu controle (ANDRADE et al., 2005). Inquéritos
conduzidos entre 2007 e 2008 na regido Sul de Mogambique sobre manejo da podriddo
negra das cruciferas, acompanhados de levantamentos de campo, confirmaram que sobre
condigdes de alta pluviosidade podem ser verificadas perdas de rendimento na ordem dos
100% (BILA et al., 2012).

Essa bactéria sobrevive em sementes, em restos culturais fibrosos de plantas
doentes, em plantas daninhas e em plantas hospedeiras, como epifita, sem entrar em
contato com o interior do tecido da planta. A disseminacdo do microrganismo € realizada

através de sementes ou de mudas doentes, durante tratos culturais, por respingos de agua
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de chuva ou de irrigacdo, seguindo geralmente na diregdo dos ventos (MARINGONI,
2005).

Os sintomas da doenca se iniciam com o escurecimento dos vasos nas margens das
folhas. A regido afetada aumenta rapidamente das bordas para o centro das folhas,
formando areas cloréticas em forma de “V”, fechando dos bordos para o centro do limbo.
A infeccdo das nervuras progride para o peciolo e talo, com a descoloracdo do tecido
vascular, deixando as folhas infectadas amarelas e murchas. Em alguns casos, observa-se o
subdesenvolvimento e apodrecimento das plantas afetadas (MARINGONI, 2005;
MICHEREFF, 2012).

2.4.3. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Erwinia carotovora subsp.
carotovora)

Em 1998, Hauben et al. (1998) criaram 0 género Pectobacterium com a finalidade
de reunir as espécies do género Erwinia, causadoras de podriddo-mole, deixando-as
separadas de espécies deste mesmo género que causam doencas envolvendo necrose.

A bactéria Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum é capaz de infectar
inimeras espécies vegetais, como alcachofra, alho, cebola, cruciferas, fumo, mandioca,
solanaceas, tomateiros, girassol, alface, sempre causando podriddo mole. Pode sobreviver
durante anos como saprofitas no solo e associada a restos de culturas em decomposi¢éo. Os
fatores principais que afetam o desenvolvimento da doenca sdo umidade e temperaturas
elevadas. A penetracdo nos tecidos da planta ocorre através de ferimentos causados por
tratos culturais, insetos e abrasdo. A disseminacdo € através de &gua da chuva ou de
irrigacdo, implementos agricolas nos tratos culturais, insetos e pelo préprio homem
(KUROZAWA et al., 2005; KUROZAWA e PAVAN, 2005; MASSOLA Jr. et al., 2005;
MASSOLA Jr. e BEDENDO, 2005; MARINGONI, 2005; PAVAN et al., 2005; SANTOS
et al., 2005).

Na alface esta bactéria causa a podriddo mole e em condicGes de alta umidade e
temperatura. Pela acdo das ezimas pectinoliticas produzidas por ela, provoca rapidas
decomposic¢des aquosas dos tecidos da planta (PAVAN et al., 2005). O principal sintoma
da podriddao mole (Figura 8) € o encharcamento dos tecidos sadios da planta hospedeira,
deixando-os mole pela acdo das enzimas pectinoliticas e, muitas vezes, exibindo secrecdo
de liquido com odor desagradavel. A parte afetada da planta apodrece muito réapido
(MARINGONI, 2005).
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Figura 8 - Alface com podriddo mole causada por Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum.
Fonte: Sally A. Miller, The Ohio State University.

A podriddo mole é um fator que tem contribuido bastante para a queda de
produtividade em culturas de alface (Lactucasativa L.) e couve-chinesa (Brassica
pekinnensis L.). Silva et al. (2007) observaram que a incidéncia desta doenca variou entre
0 a 22% em alface e 1 a 67% em couve-chinesa, e a prevaléncia da doenca foi de 42,9%

em alface e de 100% em couve-chinesa.

2.4.4. Ralstonia solanacearum (Pseudomonas solanacearum)
Ralstonia solanacearum, causadora da murcha bacteriana (Figura 9), € uma das

bactérias fitopatogénicas mais importantes para a agricultura no mundo, sendo capaz de
causar danos em 54 familias botéanicas, alcancando cerca de 450 espécies, entre as quais
banana, amendoim, gengibre, mamé&o, batata, tomate, berinjela e pimentdo (XU et al.,
2009). Foram identificadas cinco racas desta bactéria quanto ao fenotipo e, de acordo com
0 hospedeiro (PINHEIRO et al., 2011) R. solanacearum, pode sobreviver cerca de dois
meses em terra firme na auséncia de hospedeiro durante o periodo seco e quatro meses
durante o periodo chuvoso. E disseminada por meio de material de plantio infectado e
contatos entre as raizes das plantas e insetos (CORDEIRO et al., 2005).

A murcha bacteriana da bananeira € uma doenca vascular sisttmica que pode
atingir todos os 6érgdos da planta desde jovem até adulta. Nas plantas adultas, os principais
sintomas externos sdo a murcha, amarelecimento e necrose das folhas e nos frutos podem
ocorrer malformacdes, rachaduras, amarelecimento precoce e irregular, seca e
escurecimento total (CORDEIRO et al., 2005).
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Figura 9 - Moko ou murcha bacteriana em bananeira causada pela bactéria Ralstonia
solanacearum.
Fonte: http://www.idaron.ro.gov.br/portal/Gidsv.aspx?pg=Programas&pg2=prgMoko

2.4.5. Acidovorax avenae subsp. citrulli (Acidovorax citrulli)
Acidovorax citrulli causa a mancha bacteriana do fruto de cucurbitaceas, incluindo

meldo, melancia, abdbora e pepino. Perdas econémicas significativas foram relatadas em
melancia e meldo (BURDMAN e WALCOTT, 2012). A bactéria é transmitida
principalmente pelas sementes, que, se estiverem contaminadas, dardo origem a mudas
contaminadas. No campo, a disseminacdo pode ser feita por respingos de agua e as folhas
doentes podem infectar os frutos (KUROZAWA et al., 2005).

Santos e Viana (2000) relataram que a mancha-aquosa do meldo, causada por esta
bactéria, causou prejuizos elevados na safra de 2000, principalmente no periodo chuvoso,
dizimando integralmente as producbes em determinadas lavouras nos municipios de
Quixeré (Ceard) e Mossoro (Rio Grande do Norte).

Os sintomas caracteristicos da murcha bacteriana do fruto em curcubiticeas séo
pequenas manchas verde-oliva escuro. Inicialmente, surgem peguenas manchas com
menos de 1 cm de diametro que logo se expandem e tomam todo o fruto em 7 a 10 dias, ao
final, o fruto apodrece. Nas folhas surgem manchas pequenas e imperceptiveis e observam-

se lesdes escuras e encharcadas em periodos de alta umidade (KUROZAWA et al., 2005).
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2.5. Uso dos produtos naturais no controle de fitopatégenos
Sabe-se que, em todos os lugares do mundo onde se pratica agricultura comercial, 0

controle de doencas de plantas é largamente realizado por meio de pesticidas (KIMATI et
al., 1997). Embora o uso racional desses produtos tenha um efeito imediato positivo para o
produtor, seu emprego em longo prazo acarreta prejuizos para a sociedade e para 0 meio
ambiente devido a poluicdo causada pelos residuos, além do surgimento de isolados dos
fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas utilizadas (STANGARLI et al., 1999).

Devido a essa crescente resisténcia dos microrganismos patogénicos frente aos
produtos sintéticos, é intensa a procura por novos agentes antimicrobianos a partir de
plantas (AMARAL e BARA, 2005). Problemas com efeitos toxicos de produtos quimicos
sintéticos aos organismos nao alvos e de poluicdo do meio ambiente estimularam as
pesquisas em torno do potencial de pesticidas de origem vegetal (AMADIOHA, 2000). No
Brasil e no mundo estdo sendo procuradas alternativas para o desenvolvimento de uma
agricultura que seja sustentavel e ecologicamente correta (ZADOKS, 1992; KIMATI et al.,
1997).

Buscando-se proporcionar a maxima eficiéncia de controle com o menor impacto
ambiental, opcdes seguras tém sido investigadas, utilizando-se extratos de plantas
medicinais ou ndo para o controle de fitopatdgenos. Esses extratos apresentam em sua
composicdo substancias efetivas contra estes patdgenos e sdo praticamente inofensivas
para 0 meio ambiente, quando comparadas com derivados sintéticos, podendo até supera-
los em sua acdo antimicrobiana (FAWCETT e SPENCER, 1970; MIGUEL e MIGUEL,
1999; STANGARLIN et al., 1999).

Um dos enfoques da agricultura sustentavel é o controle alternativo de doencas de
plantas, no qual se incluem a inducdo de resisténcia em plantas e o controle bioldgico
(BETTIOL, 1991).

A inducdo de resisténcia envolve a ativagdo de mecanismos ocultos de defesa,
existentes nas plantas, em resposta ao tratamento com agentes bioticos ou abidticos
(HAMMERSCHMIDT e DANN, 1997). Esses mecanismos de resisténcia induzidos
podem ser estruturais, como papila, lignificacdo e tilose, ou biogquimicos, como o acimulo
de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a patogénese (PASCHOLATI e LEITE, 1995).
Moleculas ou agentes de origem abiética ou biotica, capazes de induzir ou ativar qualquer
resposta de defesa nas plantas, sdo chamadas de elicitores (SMITH, 1996), podendo

apresentar-se como oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos ou acidos graxos, uma
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natureza quimica variada, demonstrando a ndo existéncia de caracteristica estrutural Unica
na determinacdo da atividade elicitora (STANGARLIN et al., 1999).

O controle biologico é exercido pela acdo direta de um microrganismo sobre o
outro, que pode ser por meio de antibiose, parasitismo, competi¢cdo, predacdo ou
hipoviruléncia (COOK e BAKER, 1983).

Os produtos naturais de origem vegetal e seus equivalentes sdo importantes fontes
de novos defensivos agricolas para uso no controle de doencas de plantas. Dentre esses
produtos, os Oleos essenciais e 0s extratos brutos, caracterizados como metabdlitos
secundarios de plantas e de baixa toxicidade a mamiferos, sdo amplamente testados no
controle de fitopatdgenos (SILVA e BASTOS, 2007).

Trabalhos desenvolvidos com extratos brutos e 6leos essenciais, obtidos a partir de
plantas medicinais da flora nativa, tém indicado o potencial das mesmas no controle de
fitopatdgenos (DI PIERO et al., 2010). Como exemplo, tem-se o controle in vitro dos
fungos Colletotrichum gloeosporioides, C. musae e Fusarium subglutinans f. sp. ananas
por Gleos essenciais de Cymbopogon nardus, C. citratus e Eucalyptus citriodora (ALVES
et al., 2003), o controle de antracnose em frutos de goiaba (Psidium guajava L.) por extrato
aquoso e Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) (ROZWALKA et al.,
2008), o controle do crestamento bacteriano comum do feijoeiro por tinturas de erva
cidreira (Lippia Alba) e alecrim pimenta (Lippia sidoides) e com o0s 6leos essenciais
alecrim (Rosmarinu officinalis) e de canela (Cinnamomum zeylanicum) (VIGO et
al.,2009).

E um desafio e incentivo aos cientistas explorar plantas que sejam fontes de
compostos bioativos promissores e com propriedades medicinais, no entanto, apenas no
ultimo século, as varias propriedades medicinais de plantas tém sido estudadas
cientificamente (HOLETZ et al., 2002; NOVAIS et al., 2003).

O interesse no uso de extratos vegetais para o controle de pragas vem crescendo
cada vez mais, principalmente devido a alguns fatores, como manutencdo da
biodiversidade local, preservacdo e qualidade da &gua, conservagédo de solos, produgdo de
alimentos livre de residuos de agrotoxicos e por propiciar melhor qualidade de vida aos
agricultores responsaveis pela producao (SILVA, 2007).
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2.6. Espécies vegetais com potencial uso no controle de fitopatégenos
2.6.1. Schinopsis brasiliensis Engl.

Schinopsis brasiliensis pertence a familia botanica Anacardiaceae, e € a principal
espécie representante do género Schinopsis, que € nativo do Brasil (SARAIVA, 2007). E
uma arvore endémica, popularmente conhecida por “brauna” e “baratina” (CARDOSO et
al., 2005), caracteristica da caatinga e de grande valor econémico para a regido nordestina
(Figura 10). Cardoso et al. (2005) relata 0 enorme uso de sua madeira na fabricacdo de
moveis, construcdo civil e de cercas, esse uso abusivo contribuiu para que a baraina fosse
considerada pelo Primeiro Relatério Nacional para a Convencdo sobre Diversidade
Bioldgica — Brasil como uma espécie ameacada de extingdo (BRASIL, 1998). Por isso, seu
corte € proibido (CARVALHO, 2009).

A barauna (Figura 11) é uma arvore de copa arredondada e densa, de 10 — 12 m de
altura, ramos providos de espinhos fortes de até 3,5 cm de comprimento, tronco de 50-60
cm de didmetro revestido por casca espessa com ritidoma escamoso. As folhas sé&o
compostas, imparipinadas, com 9-17 foliolos subcoriaceos e de superficie lustrosa,
ovalados e elipticos de 3-4 cm de comprimento por 2 cm de largura. Inflorescéncia em

particulas terminais com flores amareladas e frutos do tipo sdmara (LORENZI, 2008).
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Figura 10 - Locais identificados de ocorréncia natural de Baratna (Schinopsis brasiliensis) no

Brasil.
Fonte: CARVALHO, 2009.

Figura 11 - Planta adulta - Schinopsis brasiliensis Engl.
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2.6.1.1 Trabalhos realizados sobre Schinopsis brasiliensis Engl.
Alguns trabalhos com a baratina foram encontrados na literatura, dentre eles poucos

tratam de sua atividade antimicrobiana e seu estudo fitoquimico. Nas referéncias acerca
das propriedades fitoquimicas da especie, foi caracterizado o isolamento de varios
metabolitos secundarios. Do caule, Cardoso et al. (2003, 2006) isolaram n-alquil e n-
alquenil fenois, esteroides, lignana e outros compostos. Da folha, Lima et al. (2009)
isolaram um nor-isoprenoide (Figura 12).

Segundo Saraiva (2007), a maioria dos estudos sobre baralna deve-se ao seu
caréater alergénico, evidenciado pela intensa dermatite de contato em individuos sensiveis.
Cardoso et al. (2005) observaram nesta espécie a presenca de aquil e alquenil fenois que
explicam esse carater alergénico da espécie.

Saraiva (2007) relatou que os extratos metanolicos das folhas e flores de Schibopsis
brasiliensis apresentaram CIM de 0,25 mg.mL™ contra Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. O extrato da casca do caule com acetato de etila obteve CIM de
0,25 mg.mL™* contra S. aureus.

Em estudos fitoquimicos realizados com esta espécie, foram encontrados acidos
fenolicos, flavonoides, triterpenos, esteroides, proantocianidinas e leucoantocianidinas,
entre outros metabolitos com reconhecida atividade antimicrobiana (SARAIVA, 2007).

No trabalho de Chaves et al., (2011), o extrato hidroalcodlico das folhas de S.
brasiliensis apresentou efeito antimicrobiano frente as bactérias S. aureus, Klebsiella
pneumoniae, Esclerichia coli e P. aeruginosa e frente ao fungo Candida albicans, com
Concentracbes Minimas Inibitérias (CIM) 6,25% para S. aureus, K. pneumoniae e E. coli;
12,5% para P. aeruginosa e 100% para C. albicans.
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Figura 12 - Substancias isoladas de partes da Schinopsis brasiliensis. Caule: n-alquil fenois (1-4),
n-alquenil fendis (5-7), esteroides (8, 9), lignana (10) e outros compostos (11-13). Folha: nor-
isoprenoide (14).

Fonte: CARDOSO et al., 2003, 2006; LIMA et al., 20009.
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2.6.2. Euphorbia trigona Law.
Euphorbia trigona (Figura 13), da familia Euphorbiaceae, é uma planta herbacea,

de caules deitados, delgadamente filiformes, ramosos, glabros ou uniformente crespo-
cerdosos; folhas curto-pecioladas, glabras ou esparsamente pubescentes na parte inferior,
elipticas ou obovais, um pouco mais agudamente denticuladas no &pice. Capsulas glabras,
tendo cocas com cerdas asperas junto as carenas agudas; semente parda, tetragona, aguda,
com 5 a 7 sulcos profundos (CORREA, 1976).

E de vasta distribuicdo geografica, desde a parte ocidental quente da Africa as ilhas
Mauricia e Bourbon, Canérias e Cuba, zona tropical e subtropical da América, do Texas e
Luisiana ao Peru, Guianas e todo o Brasil. Popularmente conhecida como "arvore-de-leite
africana”, "caa-cambui”, "candelabro"”, "quebra pedra" e "erva de santa maria" (CORREA,
1976).

Esta planta € usada popularmente como purgativo e como remédio no tratamento de
dores de ouvido. A literatura relata a presenca de diterpenos tdxicos, esteroides e
triterpenos como seus constituintes quimicos (SIMOES et al., 2004; TADA e SEKI, 1989).

Figura 13 - Partes aéreas de Euphorbia trigona Law.
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2.6.2.1 Trabalhos realizados sobre Euphorbia trigona Law.
Poucos trabalhos acerca do estudo fitoquimico e avaliagcGes antimicrobianas foram

encontrados na literatura sobre a E. trigona. Tada e Seki (1989) isolaram quatro

compostos, sendo trés ésteres ingenol piscicida e um ester ingol (Figura 14).
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Figura 14 - Substancias isoladas de Euphorbia trigona: ésteres ingenol piscicida (15-17) e éster
ingol (18).
Fonte: TADA e SEKI, 1989.

O latex das plantas do género Euphorbia € conhecido por conter varias di e tri-
terpenos e seus ésteres, que possuem propriedades anti-infecciosas (CATENI et al, 2003).

Nashikkar et al. (2011) observaram que o extrato do latex de E. trigona ndo possui
atividade antimicrobiana nas concentracdes de 0,02-0,05 mg.mL™, mesmo contra bactérias
gram-positivas. Atividade antimicrobiana foi observada apenas quando utilizadas altas

concentragdes do extrato.
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Van Deenen et al. (2011) descreveram que a principal lectina do latex desta planta
apresentou potente acdo fungicida contra Aspergillus niger e Fusarium graminearum, com

valores de CIM igual a 0,05 mg.mL™e 0,075 mg.mL™, respectivamente.
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3. OBJETIVOS DO TRABALHO

3.1. Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de Schinopsis brasiliensis (Anacardiaceae) e

Euphorbia trigona (Euphorbiaceae) contra fitopatdgenos de interesse na agricultura.

3.2. Especificos

Obter diferentes extratos a partir das folhas, caule e raizes de Schinopsis
brasiliensis e das partes aéreas e latex da Euphorbia trigona;

Avaliar a atividade antimicrobiana destes extratos in vitro contra microrganismos
patogénicos de interesse na agricultura;

Avaliar a biotoxidade dos extratos que apresentarem atividade antimicrobiana
através do ensaio de toxidade contra Artemia salina,;

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos diferentes extratos frente
ao fungo Fusarium solani e as bactérias Xanthomonas campestris pv. campestris,
Xanthomonas campestris pv. viticola, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum, Ralstonia solanacearum e Acidovorax avenae subsp. citrulli;
Identificar se o0s extratos que apresentaram atividade antimicrobiana sédo

bacteriostaticos ou bactericidas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e periodo experimental
Os experimentos foram realizados no periodo compreendido entre junho de 2011 e

fevereiro de 2013, no Laboratério de Pesquisa em Substancias Bioativas - LAPESB,
localizado no Campus de Itapetinga e no Laboratorio de Fitopatologia, localizado no
Campus de Vitoria da Conquista, ambos da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia —
UESB.

4.2. Coleta do material vegetal

Folhas, cascas do caule e raiz secundéaria de Schinopsis brasiliensis foram coletadas
na fazenda Caatinga Grande, municipio de Malhada de Pedras, regido sudoeste da Bahia,
no més de junho de 2011. Fragmentos das partes aéreas e latex de Euphorbia trigona
foram coletados no Parque Zooldgico da Matinha, municipio de Itapetinga, regido sudoeste
da Bahia, no més de agosto de 2012. As exsicatas foram depositadas no herbario da UESB,
campus de Vitdria da Conquista, sob registro de n.° HUESBVC 4124 para S. brasiliensis e
n.° HUESBVC 6388 para E. trigona.

4.3. Preparagéo dos extratos
As partes de cada uma das espécies foram separadamente submetidas a secagem em

estufa com circulacdo forcada de ar a 50°C durante 48h. O latex de E. trigona foi secado a
temperatura ambiente, sob ventilagdo mecanica.

O material vegetal seco referente as folhas, cascas do caule e raizes secundarias de
baralna foi triturado e separadamente extraido com etanol 96% por maceracéo, originando,
apos concentragcdo em rotavapor, os extratos etandlicos das folhas (EEF-SB, 12,90g), caule
(EEC-SB, 11,269) e raiz (EER-SB, 5,58q) (Figura 15).

As partes aéreas de candelabro foram pulverizadas em moinho de bola, e entéo
extraidos com diclorometano e, subsequentemente com metanol, levando & obtencdo dos
extratos diclorometanico (EDPA-ET, 11,57g) e metandlico (EMPA-ET, 12,00g). O latex
seco foi extraido com metanol e, em seguida, com cloroférmio, fornecendo os extratos
metandlico (EML-ET, 0,11g) e cloroformico (ECL-ET, 0,15g) (Figura 16).
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Figura 15 — Fluxograma da obtencédo dos extratos de Schinopsis brasiliensis Engl.

Euphorbia
trigona Law.
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[ |
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Figura 16 - Fluxograma da obtencdo dos extratos de Euphorbia trigona Law.
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4.4. Avaliacao dos extratos contra fitopatdgenos
Os extratos obtidos de S. brasiliensis Engl. e E. trigona Law. (Figuras 15 e 16)

foram ensaiados contra o fungo F. solani e bactérias do género Xanthomonas,

Pectobacterium, Ralstonia e Acidovorax.

4.4.1. Ensaio contra fungo
4.4.1.1. Preparo do isolado de Fusarium solani
Para a avaliacdo antifingica, foi utilizado o fungo Fusarium solani isolado de

maracujazeiro e mantido no Laboratdrio de Fitopatologia da UESB, Campus de Vitéria da
Conquista.

As colbnias de Fusarium solani foram crescidas em placas de petri de 90 mm,
contendo 20 mL de meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar). Essas placas foram
colocadas em camara de incubacdo (BOD) a 25°C, durante sete dias, periodo necessario

para o fungo ocupar todo o diametro da placa.

4.4.1.2. Obtencéo de diferentes concentragfes dos extratos
Inicialmente foram utilizados apenas os extratos etandlicos da raiz, caule e folhas

da barauna. De cada extrato, foram utilizadas 0,2g diluidas em 5 mL de acetona,
completando-se para 20 mL de agua destilada e autoclavada, obtendo solugbes com
concentracdo de 10 mg.mL " cada.

Para se alcancar as concentracfes desejadas de 0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1;
0,25; 0,5 e 1 mg.mL™, foram diluidas proporcionalmente as solucdes obtidas dos extratos
em meio de cultura sintético BDA (Merck) e colocadas em placas de petri . Para o controle
(0 mg.mL™), foi utilizado meio BDA, agua destilada e autoclavada e acetona, solvente
utilizado para dissolver os extratos.

Para os extratos de E. trigona, foram feitos testes apenas com a concentragao de 1

mg.mL *para uma avaliacio prévia.

4.4.1.3. Inoculagéo do fungo
Apos a solidificacdo dos meios de cultura nas placas de petri com as diferentes

concentragOes citadas anteriormente, discos de 5 mm de didmetro do micélio de Fusarium
solani, com 8 dias de idade, foram repicados para o centro de cada placa, as quais foram
vedadas com filme plastico e colocadas de forma aleatoria na camara de incubacdo a

temperatura de 25°C.
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4.4.1.4. Determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
A determinacdo de uma pequena quantidade da substancia, necessaria para inibir o

crescimento do microrganismo-teste, &€ conhecida como Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) (OSTROSKY et al., 2008). Esta avaliacao foi feita através de medicgdes a cada dois
dias dos diametros das colonias (média de duas medidas diametralmente opostas) (Figura
17), iniciadas ap6s 48 horas de incubacdo, perdurando sete dias, ou seja, até 0 momento em
que as coldnias fangicas do tratamento controle tomaram completamente a superficie do

meio de cultura.

Figura 17 - Medic&o dos didmetros das coldnias do Fusarium solani.

4.4.1.5. Procedimentos estatisticos
Para baralna, o delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado

(DIC), em um esquema fatorial 3x10, com trés extratos (EEF-SB, EEC-SB e EER-SB) e
dez concentracdes (0; 0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mg.mL™), com trés
repeticdes, sendo cada unidade experimental composta por uma placa de Petri.

Com candelabro, o experimento foi montado utilizando quatro extratos (EDPA-ET,
EMPA-ET, EML-ET e ECL-ET) na concentracdo de 1 mg.mL e a testemunha, com trés
repeticGes, em um delineamento estatistico inteiramente casualizado (DIC).

Para todos os fatores avaliados, realizou-se a analise de variancia e a comparacao
de médias entre tratamentos pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa SISVAR 5.1 (FERREIRA, 2011). Os dados do diametro de Fusarium solani no

experimento com extratos de S. brasiliensis foram transformados em /X para serem
normalizados.
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4.4.2. Ensaio contra bactérias
4.4.2.1. Avaliacdo preliminar contra X. campestris pv. campestris
Para a avaliagdo preliminar da atividade antibacteriana dos extratos obtidos, foi

utilizada a bactéria X. campestris pv. campestris isolada de couve e mantida no
Laboratorio de Fitopatologia da UESB, Campus de Vitoria da Conquista.

Para o crescimento da bactéria, placas de petri de 20 mL com meios de cultura
BDA (batata-dextrose-agar) foram incubadas em camara de incubagdo (BOD) a 28°C por
48 horas.

4.4.2.1.1. Obtencgéo de diferentes concentracdes dos extratos
O método de diluicdo dos extratos e obtencdo das diferentes concentracdes em meio

BDA foi o mesmo utilizado para o ensaio antifungico. As concentracfes utilizadas foram
de 0,02; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mg.mL™.

4.4.2.1.2. Inoculacéo da bactéria
Apo6s a solidificacdo dos meios de cultura com as diferentes concentragdes dos

extratos, pipetou-se, para cada placa de Petri, uma aliquota de 0,1 mL de suspensdo de
bactérias com turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, o qual
representa uma contagem de bactérias igual a 1,5 x 10®° UFC/mL. A suspensdo foi
espalhada sobre a superficie do meio de cultura com auxilio da al¢a de Drigalsky. As
placas foram vedadas com filme pléastico e colocadas invertidas e de forma aleatéria na

camara de incubacdo a temperatura de 28°C.

4.4.2.1.3. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
O valor da CIM correspondeu a menor concentracdo de extrato que inibiu

completamente o0 crescimento do microrganismo, apds uma incubacdo de

aproximadamente 80 horas, em comparagdo com o controle negativo.

4.4.2.2. Avaliacg0es finais contra outras bactérias
4.4.2.2.1. Bactérias padrdes
Para a avaliacdo final da atividade antibacteriana dos extratos de S. brasiliensis,

foram utilizadas as seguintes cepas de bactérias padrdes cedidas pela Colecdo de Culturas
do Laboratorio de Fitopatologia — CCLF da Universidade Federal Rural de Pernambuco —

UFRPE e as respectivas culturas de onde foram isoladas: Xanthomonas campestris pv.

40



campestris (Xcc56) da folha do repolho, Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv112) do
ramo da videira, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc23) da folha da
alface lisa, Ralstonia solanacearum (Raca 1) (CGH12) do caule do pimentdo, Ralstonia
solanacearum (Raca 2) (B19) da banana prata e Acidovorax avenae subsp. citrulli
(Aacl.12) do meldao amarelo.

4.4.2.2.2. Técnica de Microdiluicdo em Caldo
Para determinacdo da atividade antibacteriana (in vitro) dos extratos, através da

técnica de microdiluicio em caldo, foram utilizadas microplacas estéreis contendo 96
micropogos cada uma. Foram distribuidos 90 pL de caldo Mueller Hinton nos micropocos.
Em seguida, foram dispensados 90 uL do extrato obtendo uma primeira concentracdo de
20 mg.mL™nas cavidades da linha A até a coluna 9 (nove). Seguindo com 8 (0ito)
diluicdes seriadas dos extratos de S. brasiliensis (EEF-SB, EEC-SB, EER-SB) em caldo
Mueller Hinton, retirando 90 uL. do micropogo mais concentrado para o sucessor, obtendo
assim, concentragdes decrescentes (20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31 e 0,16 mg.mL™). Depois
de realizadas as diluigdes seriadas, inoculou-se, em cada micropogo, 10 pL da suspensdo
bacteriana a ser testada, com turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland,
o qual representa uma contagem de bactérias igual a 1,5 x 10® UFC/mL. Em seguida, as
microplacas foram incubadas a temperatura ambiente, por 24 horas, e apds este periodo,
em cada micropoco, foram adicionados 30 pL de resazurina a 0,01% como indicador de
crescimento bacteriano. Apos trés horas de reincubacdo, a leitura pelo método visual foi
realizada. Os testes foram realizados em triplicata para garantir a eficiéncia das analises e
permitir que os dados fossem reprodutiveis. As colunas 10, 11 e 12 foram utilizadas para

o0s controles negativos dos microrganismos, caldo e extrato (Figura 18).
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Figura 18 - Microplaca (contendo 96 micropogos) para técnica da Microdiluicdo em Caldo.

4.4.2.2.3. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada ap6s a incubagdo das

microplacas (conforme a técnica de Microdiluicdo em Caldo descrita anteriormente), por
24 horas, em temperatura ambiente. A CIM corresponde a menor concentracdo da
substancia capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano no micropogo. Neste
trabalho, utilizou-se uma solucdo de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido),
0,01%, pra verificar a presenca de crescimento microbiano. As coloragdes rosa e vermelha,
apos a adicdo da solucdo de resazurina, indicam a presenca de células viaveis em
crescimento e a coloracdo azul indica a auséncia de crescimento microbiano. Assim, foi

possivel identificar a CIM de cada extrato testado.

4.4.2.2.4. Teste bactericida/bacteriostatico
Para identificar se os extratos ativos sdo bactericidas ou bacteriostaticos, foram

preparadas placas de Petri com agar Mueller Hinton para um subcultivo de 10 pL de cada
micropogo, na qual houve inibigdo do crescimento bacteriano. Apds 24 horas, a leitura pelo
método visual foi realizada. Quando ocorre o crescimento de colbnias de bactérias é
constatado que o extrato é bacteriostatico, ou seja, apenas inibe a multiplicacdo das

bactérias, fissdo binaria, interferindo na sintese proteica, replicacdo do DNA e outros
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aspectos do seu metabolismo, se ocorrer o contrario, o extrato € bactericida, ou seja, ha
morte das bactérias (PANKEY e SABATH, 2004).

4.4.3. Bioensaio de toxidade contra Artemia salina
Todos 0s organismos possuem um sistema interno de desintoxicacdo que,

normalmente, é afetado por inUmeros fatores internos ou externos, alterando, assim, a
suscetibilidade do organismo a varios contaminantes. Um dos componentes desse sistema €
a glutationa S-transferase (GST), que tem sido reconhecida por desempenhar um papel
importante na desintoxicacdo de xenobidticos em vertebrados e invertebrados (BROPHY
et al., 1989; GRANT e MATSUMURA, 1988). No trabalho de Papadopoulos et al. (2004),
foi relatado a presenca da enzima GST em trés estadios de desenvolvimento (24h, 48h e
adultos) do microcrustdceo Artemia salina, demostrando que esse organismo pode ser
utilizado na avaliacdo da toxidade de xenobidticos contra animais vertebrados e
invertebrados.

Portanto, para a deteccdo preliminar dos compostos bioativos e avaliagdo da
toxicidade dos extratos, foi feito um bioensaio de toxidade contra Artemia salina, que ja é
amplamente utilizado como marcador para poluicdo ambiental (BARAHONA e SACHEZ-
FORTUM, 1996; NUNES et al., 2006; SANCHEZ-FORTUM et al., 1997; SARABIA et
al., 2001).

O bioensaio de toxidade contra Artemia salina foi realizado de acordo o
procedimento proposto por Batista et al. (2009). Uma solucdo de sal marinho e agua
(concentracdo de 40 g/L) foi preparada. Em um aquéario foram colocados 100 mL desta
solucdo com os cistos de A. salina, mantendo-os sobre iluminacdo artificial (27-30°C),
durante 48 horas, para eclosdo dos mesmos. Solucdes com os extratos foram preparadas
dissolvendo 50 mg do extrato em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSQO). Em triplicata,
aliquotas de 12,5; 25 e 50 pL dessa solugdo foram diluidas em 5 mL de solucéo de sal
marinho ja preparada anteriormente, obtendo concentra¢Ges de 125, 250 e 500 pg/mL dos
extratos de folha, caule e raiz de barauna, um controle foi feito apenas com DMSO e
solugdo de sal marinho. Larvas de A. salina (10-20) foram transferidas para essas
concentracdes e controle. Ap6s 24 horas, foram contadas as larvas vivas e mortas para
calcular a concentracéo letal (CL50) definida como a concentracdo de amostra que causa a

morte de 50% das larvas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Num primeiro momento, a avaliacdo da atividade antimicrobiana de trés extratos de
baraina (EER-SB, EEC-SB e EEF-SB) e quatro extratos de candelabro (EDPA-ET,
EMPA-ET, EML-ET e ECL-ET) foi realizada contra o fungo Fusarium solani e a bactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris. Os resultados dessa avaliagcdo estéo representados
nas Tabelas 1 a 5.

A analise de variancia dos dados do experimento com os extratos de S. brasiliensis
contra o F. solani (Tabela 1) demosntrou que ndo houve diferenga significativa entre os
extratos. Entretanto, entre as concentracOes testadas e para a interacdo extrato X
concentracdo, houve efeito significativo, levando a comparacao das médias dos efeitos de

concentracdo e concentracdo dentro de extratos pelo teste Tukey a 5% (Tabela 2).

Tabela 1 - Quadro de andlise de variancia do experimento com 0s extratos de Schinopsis
brasiliensis contra o Fusarium solani.

FV GL SQ QM F
Extratos 2 0.67605 0.33802 1.5189 ns
Concentragoes 9 6.84672 0.76075 3.4184 "
Int. Extratos x 18 10.59599 0.58867 2.6452 "
Concentracdes

Tratamentos 29 18.11876 0.62478 2.8075
Residuo 60 13.35265 0.22254

Total 89 31.47141

“significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 = p < .05)

Analisando as médias dos didmetros de F. solani na analise da interacdo entre os
extratos de S. brasiliensis e suas concentragdes (Tabela 2), nota-se que n&o houve
diferenga significativa em nenhuma das concentragdes dos extratos do caule e da folha de
S. brasiliensis (EEC-SB e EEF-SB). No entanto, com o extrato da raiz de S. brasiliensis
(EER-SB), a concentracdo de 1 mg.mL™ diferiu estatisticamente do controle (0 mg.mL™).
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Tabela 2 - Médias dos diametros de col6nias de Fusarium solani, submetidos a diferentes
concentracdes de extratos de folha (EEF-SB), caule (EEC-SB) e raiz (EER-SB) de Schinopsis
brasiliensis.

EXTRATOS
CONCENTRACAO (mg.mL™")  FOLHA (EEF- CAULE (EEC- RAIZ
SB) SB) (EER-SB)
0 9,1' aA? 9,1 aA 9,1 aA
0,001 8,7 aA 8,4 aA 8,8 abA
0,005 8,7 aA 8,8 aA 9,4 aA
0,01 8,9 aAB 9,1 aA 8,2 abB
0,02 8,3 aB 9,4 aA 7,6 bB
0,05 8,3 aB 9,4 aA 8,7 abAB
0,1 9,2 aA 8,5 aA 8,7 abA
0,25 9,0 aA 8,7 aA 9,1 aA
0,5 8,8 aA 8,7 aA 9,0 aA
1 8,4 aA 8,3 aA 7,6 bA
CV% 5,40

! Valores do diametro de colbnias de F. solani transformados em +/ X para serem normalizados.
2 Médias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Nas concentracdes de 0, 0,001; 0,005; 0,1; 0,25; 0,5 e 1 mg.mL™ ndo houve
diferenga significativa nos diametros medidos para os trés diferentes extratos de S.
brasiliensis. Na concentracdo de 0,01 mg.mL™ observa-se que o extrato da raiz de S.
brasiliensis (EER-SB) causou uma maior inibicdo que o do caule (EEC-SB). Os extratos
da raiz e folha (EER-SB e EEF-SB) inibiram mais que o extrato do caule (EEC-SB) na
concentracdo de 0,02 mg.mL™, e o extrato da folha (EEF-SB) inibiu mais que o do caule
(EEC-SB) na concentracdo de 0,05 mg.mL™. Observando os dados do extrato da raiz,
podemos notar que nas concentragdes 0,02 e 1 mg.mL™ houve diferenca significativa, ou
seja, o fungo foi inibido nessas concentracdes. Na concentracio de 0,02 mg.mL™ é notavel
que esse resultado pode estar associado a algum erro experimental, pois nas concentragdoes
maiores (0,05; 0,1; 0,25 e 0,5) ndo foi observada a inibicdo do crescimento micelial do
Fusarium solani, voltando a inibir somente na concentracdo de 1 mg.mL™, que pode ser a

real CIM.
45



No quadro da anélise de variancia do experimento com os extratos de E. trigona
contra F. solani (Tabela 3), pode-se notar um resultado significativo entre os tratamentos,
levando a analise das médias desses tratamentos pelo teste Tukey a 5% (Tabela 4). Mesmo
apresentando diferenca estatistica significativa entre os tratametos, estes ndo diferiram da
testemunha, ou seja, os extratos de E. trigona ndo inibiram o crescimento do fungo F.

solani.

Tabela 3 - Quadro da andlise de variancia do experimento com os extratos de Euphorbia trigona
contra Fusarium solani.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 4 1216 304 6.2041 "
Residuo 10 490 49

Total 14 1706

“significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 = p < .05)

Tabela 4 - Médias dos diametros (em milimetro) das colénias de Fusarium solani com os extratos
de Euphorbia trigona e testemunha.

Tratamentos Meédias

ECL-ET 62.67" a’
EML-ET 78.67 ab
Testemunha 81.00 ab
EMPA-ET 8267 b
EDPA-ET 90.00 b
CV% 8.86

! Valores (mm) do didmetro das coldnias de F. solani .

2 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tuskey a 5% de
probabilidade.

ECL-ET - Extrato cloroférmico do latex de Euphorbia trigona, EML-ET — Extrato metandlico do
latex de Euphorbia trigona, EMPA-ET -Extrato metandlico da partes aéreas de Euphorbia trigona,
EDPA-ET — Extrato diclorometanico das partes aéreas de Euphorbia trigona.

Observa-se nos resultados das avaliagGes preliminares contra X. campestris pv.
campestris em meio de cultura BDA (Tabela 5) que os extratos de E. trigona foi
considerado antimicrobiano, no entanto, a concentracdo, por ser elevada, ndo é viavel para
estudos in vivo. Ja os extratos de S. brasiliensis apresentaram valores de CIM menores
contra a bactéria ensaiada e, por isso, foram selecionados para ser testados contra outras

bactérias fitopatogénicas, utilizando-se a técnica da microdilui¢cdo em caldo.
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Segundo Tegos et al. (2002), extratos de plantas podem ser classificados como
“antimicrobianos” quando, em testes de sensibilidade, alcangcarem valores de CIM menores
ou iguais a 1 mg.mL™. Portanto, diante dos resultados apresentados na Tabela 5, conclui-se
que todos os extratos de S. brasiliensis (EER-SB, EEC-SB, EEF-SB) e 0 extrato

diclorometénico das partes aéreas de E. trigona (EDPA-ET) podem ser classificados como

antimicrobianos.

Tabela 5 - Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM, mg.mL™) dos extratos de Schinopsis
brasiliensis e Euphorbia trigona contra Xanthomonas campestris pv. campestris nas avaliagdes
preliminares em meio de cultura BDA.

CIM (mg.mL™)

Bactéria Extratos de S. brasiliensis
Extratos de E. trigona

EER- EEC- EEF- EDPA- EMPA- EML- ECL-

SB SB SB ET ET ET ET
Xanthomonas
campestris pv. 0,1 0,25 0,1 1 - - -
campestris

- auséncia de inibicao

As Concentracfes Inibitorias Minimas (CIM) dos extratos etanolicos de S.
brasiliensis, obtidas pelo método de microdiluicdo em caldo contra outras bactérias, estdo
apresentadas na Tabela 6. Nota-se que os valores de CIM variaram entre 0,31 e 10 mg.mL"
! frente aos seis microrganismos testados. Observa-se que o extrato da folha apresentou
uma CIM menor contra trés dos microrganismos testados, B19, Aacl.12 e Xcc56. Apenas
contra a bactéria R. solanacearum (Racal) (CGH12), o extrato do caule foi mais eficiente,
apresentando CIM de 0,31 mg.mL™. Os extratos de folha, caule e raizes foram igualmente
eficientes contra Xcc56. Dentre as bactérias testadas, a P. carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc23) foi a mais resistente, apresentando CIM entre 5 e 10 mg.mL™ para
todos os trés extratos ensaiados de S. brasiliensis. Dessa forma, segundo os critérios de
Tegos et al. (2002), nenhum desses extratos mostrou-se ativo contra essa bactéria. O
extrato da raiz apresentou CIM de 0,63 mg.mL™ contra as bactérias X. campestris pv.
campestris (Xcc56) e A. avenae subsp. citrulli (Aac1.12), e de e 1,25 mg.mL™ contra as
bactérias X. campestris pv. viticola (Xcv112) e R. solanacearum (Raga 1) (CGH12),
resultados que demonstram uma boa capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano por

parte deste extrato.
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Tabela 6 - ConcentracBes Inibitérias Minimas dos extratos de Schinopsis brasiliensis sobre
microrganismos usando a técnica de microdiluicdo em caldo.

CIM (mg.mL™)
Bactérias Padrdes (CCLF) Extratos etanolicos
Raiz Caule Folha
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc56) 0,63 0,63 0,63
Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv112) 1,25 2,5 1,25
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc23) 5 10 5
Ralstonia solanacearum (Raga 1) (CGH12) 1,25 0,31 0,63
Ralstonia solanacearum (Ragca 2) (B19) 2,5 10 1,25
Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aacl1.12) 0,63 2,5 0,31
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Figura 19 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM, mg.mL™) de extratos etanélicos da raiz (EER-
SB), caule (EEC-SB) e folha (EEF-SB) de Schinopsis brasiliensis Engl. contra cepas das bactérias
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc56), Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv112),
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc23), Ralstonia solanacearum (Raga 1)
(CGH12) , Ralstonia solanacearum (Raca 2) (B19) e Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aacl1.12)

Na Figura 19, pode ser observado o melhor desempenho do extrato da folha de S.

brasiliensis, sendo o mesmo capaz de inibir o crescimento do microrganismo A. avenae
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subsp. citrulli (Aac1.12) com a CIM de 0,31 mg.mL™. Nota-se também que o extrato do
caule foi o que apresentou as maiores CIM contra a maioria das bactérias ensaiadas,
excetuando-se X. campestris pv. campestris (Xcc56) e R. solanacearum (Raca 1) (CGH12)
contra as quais esse extrato alcancou CIM de 0,63 e 0,31 mg.mL™, respectivamente.

Saraiva et al., (2011) e Chaves et al., (2011) atribuiram a atividade antimicrobiana
da barauna a elevada concentracdo de compostos fendlicos, tais como taninos e
flavonoides.

Segundo Aurichio e Bacchi (2003), ao comparar estudos com plantas medicinais, é
evidente a dificuldade de avaliacdo entre os resultados, pois existem inimeras diferencas
que vao desde os aspectos climéticos, exercendo influéncia na composicdo quimica do
vegetal, como o estagio do seu desenvolvimento na coleta, parte da planta estudada,
preparo do material para estudo, até os protocolos seguidos nos experimentos. Ainda que
estudos fitoquimicos prévios ja tenham revelado o potencial de uma planta, é essencial
reproduzir esses estudos no contexto etno-cultural das comunidades, com isso, 0s
resultados serdo evidéncias seguras e adequadas para afirmacdo da relacdo dose-efeito
procurado.

Rios e Recio (2005) afirmaram que o principal problema com pesquisas
envolvendo plantas e atividade antimicrobiana é a falta de uniformidade nos critérios
adotados para o estudo. 1sso, muitas vezes, leva a acentuadas contradi¢Bes entre resultados
obtidos por grupos distintos e até mesmo para 0s mesmos autores, analisando a mesma
amostra com diferentes métodos.

Esses problemas supracitados explicam as diferencas de CIM observadas entre as
avaliacdes preliminares e finais contra a bactéria X. campestris pv. campestris. O extrato
testado foi 0 mesmo, mas as bactérias foram oriundas de regides e culturas diferentes, 0s
métodos de avaliacdo e os meios de cultura utilizados tambem diferiram entre si. No
entanto, os dois métodos, apesar de gerarem valores de CIM’s diferentes, indicam
incontestavelmente a atividade antimicrobiana dos extratos de S. brasiliensis contra esse
fitopatdgeno, principalmente os extratos da raiz e folhas.

Os resultados do teste bactericida/bacteriostatico revelaram que os extratos de S.
brasiliensis apenas inibiram a multiplicacdo das bactérias, ndo as mataram, caracterizando-
0s como bacteriostaticos. Do ponto de vista de sua aplicacdo ao campo, esse resultado é

importante, pois, além de controlar a doenca causada pelos fitopatdgenos, causa também
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um menor impacto ambiental, devido a auséncia de residuos mais toxicos que ficariam nos
produtos agricolas. A presenca de substancias antibioticas bactericidas poderia prejudicar a
biodiversidade local e a saude dos consumidores desses produtos. Por exemplo, o sulfato
de cobre, que também ¢é bacteriostatico, é largamente utilizado no controle de
fitopatdgenos na agricultura e possui baixa toxidade se comparado aos demais pesticidas
(LEGASPI e ZENZ, 1994).

Os resultados dos extratos de E. trigona, obtidos neste trabalho, confirmam
resultados ja relatados por Nashikkar et al. (2011), que mostraram pouca atividade do
extrato do latex frente as diversas bactérias. Essa fraca atividade antimicrobiana, observada
no presente trabalho para os extratos de E. trigona contra F. solani e X. campestris pv.
campestris, sugere que esta planta ndo dispde de potencial uso para o controle desses
fitopatdgenos na agricultura.

Na avaliacdo da toxidade dos extratos de S. brasiliensis pelo bioensaio de toxidade
contra A. salina, foi observado que ndo houve mortes das larvas do microcrustacio nas
maiores concentracdes ensaiadas, indicando que esses extratos foram néo-toxicos para A.
salina. Papadopoulos et al. (2004) relataram presenca de glutationa S-transferase (GST)
em trés estadios de desenvolvimento (24h, 48h e adultos), indicando a utilizacdo deste
microcrustaceo como um modelo valido para a avaliacdo de toxicidade de xenobioticos
contra animais vertebrados e invertebrados. Sendo assim, fica evidente o baixo potencial
de toxidade dos extratos de S. brasiliensis contra 0 meio ambiente, ja que esses extratos
ajudariam na manutencdo e preservacdo do ambiente, produgdo de alimentos livres de
residuos de agrotoxicos e melhor qualidade de vida aos agricultores responsaveis pela
producao.

Para comprovacdo da atividade antibacteriana desses extratos para uma possivel
utilizacdo em campo, é necessario testes in vivo. Muitos extratos e 0Oleos vegetais que
apresentam efeitos in vitro contra fitopatdgenos, quando testados em plantas, ndo mostram
0 mesmo efeito, dai a necessidade desses testes para um posterior estudo fitoquimico com

vistas a identificacdo dos componentes ativos dos extratos de Schinopsis brasiliensis.
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6. CONCLUSOES

Foram obtidos extratos etandlicos das folhas, caule e raizes de Baralna (S.
brasiliensis), bem como extratos metanolicos, cloroférmicos e
diclorometanicos das partes aéreas e latex de Candelabro (E. trigona);
Extratos de baratina e candelabro apresentaram baixa atividade e nenhuma
atividade, respectivamente, contra o fungo Fusarium solani, e os extratos de
candelabro também apresentaram baixa atividade contra a bactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris, ndo sendo indicados para
utilizacdo no controle de doencas causadas por esses fitopatdgenos;

Os extratos etandlicos da raiz, caule e folha de barauna podem ser
considerados como ndo-toxicos ao meio ambiente, oferecendo um menor
risco a biodiversidade, a satde dos consumidores e dos produtores agricolas.
Sendo também indicados para o desenvolvimento de produtos para o
controle alternativo de doencas causadas pelas bactérias Xanthomonas
campestris pv. campestris, Xanthomonas campestris pv. viticola,

Acidovorax avenae subsp. citrulli e Ralstonia solanacearum (Ragas 1 e 2);
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8. APENDICES

Figura 20 - Microplaca com a técnica de microdiluigdo em caldo do extrato etandlico da raiz de S.
brasiliensis contra os microrganismos: CGH12- Ralstonia solanacearum (Raga 1), B19- Ralstonia
solanacearum (Raca 2), Pcc23- Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum.*

Figura 21 - Microplaca com a técnica de microdiluigdo em caldo do extrato etandlico da raiz de S.
brasiliensis contra os microrganismos: Xcv112- Xanthomonas campestris pv. viticola, Xcc56-
Xanthomonas campestris pv. campestris, Aac1.12 - Acidovorax avenae subsp. citrulli.*
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Figura 22 - Microplaca com a técnica de microdiluicdo em caldo do extrato etandlico do caule de
S. brasiliensis contra os microrganismos: Aacl.12 - Acidovorax avenae subsp. citrulli, CGH12 -
Ralstonia solanacearum (Racga 1), Xcc56- Xanthomonas campestris pv. campestris.*

Figura 23 - Microplaca com a técnica de microdiluicdo em caldo do extrato etanolico do caule de
S. brasiliensis contra 0s microrganismos: Pcc23- Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
B19- Ralstonia solanacearum (Raga 2), Xcv112 - Xanthomonas campestris pv. viticola.*
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Figura 24 - Microplaca com a técnica de microdiluigdo em caldo do extrato etandlico da folha de
S. brasiliensis contra os microrganismos: Aacl.12 - Acidovorax avenae subsp. citrulli, CGH12 -
Ralstonia solanacearum (Raca 1), Xcc56- Xanthomonas campestris pv. campestris. *

Figura 25 - Microplaca com a técnica de microdiluigdo em caldo do extrato etandlico da folha de
S. brasiliensis contra 0s microrganismos: Pcc23- Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
B19- Ralstonia solanacearum (Raga 2), Xcv112 - Xanthomonas campestris pv. viticola.*

*Cor rosa indica presenca de crescimento microbiano e azul auséncia.
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