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RESUMO GERAL

Silva, RM. Extrato de folhas de jua (Ziziphus joazeiro Mart): atividade
antioxidante, antibacteriana, antifUngica e controle da podridao vermelha

do sisal

O sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) tem significativa importancia
socioecondmica para o0 semiarido Baiano. A podriddo vermelha do sisal,
causada por Aspergillus niger tem sido o principal problema fitossanitario desta
cultura. O Ziziphus joazeiro Mart., conhecido popularmente como jua € muito
utilizado na medicina popular e 0s extratos vegetais também apresentam
potencial para o controle de doencas de plantas. Este trabalho teve como
objetivos: quantificar os fendis totais, avaliar a atividade antioxidante,
antibacteriana e antifingica do extrato hidroalcodlico de folhas de Z. joazeiro
Mart e o seu efeito no controle da podriddo vermelha do sisal. Em relacdo aos
compostos fendlicos e atividade antioxidante, o extrato hidroalcodlico
apresentou os melhores resultados com 2.105,53 mg/EAT por grama de extrato
de fendis totais e 74,03% de atividade antioxidante, analisados pelos métodos
DPPH e espectrofotométrico com reagente de Folin-Ciocalteu,
respectivamente. Nao foi observada atividade antibacteriana contra E. coli, S.
aureus e S. enteretite, em meio TSA com o extrato e as fragbes nas
concentracdes 0,2; 0,4 e 0,8 mg/L. A inibicdo do crescimento micelial de A.
niger pela fragdo aquosa e o extrato hidroalcodlico de folhas de jua, na
concentracdo de 400mg/L, foi de 59,4% e 56,2%, respectivamente. A fracéo
aguosa, nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 mg/L, foi mais eficiente na
reducdo da esporulacdo de A. niger. Todos os tratamentos e concentragdes
testadas promoveram a inibicdo na germinacdo de esporos, exceto a
concentracdo de 400 mg/L do extrato hidroalcodlico, a qual também estimulou
a esporulacdo. O extrato aquoso de folhas de jua a 75%, aplicado na planta
pelo método de pulverizacdo, e a 50%, aplicado pelo método de irrigacéo,
promoveram os melhores resultados na reducao da severidade da doenca com

74,12% e 72,16% respectivamente. Em ambos os tratamentos, a incidéncia da



podriddo vermelha nas plantas foi de 17,65%, enquanto que a inicidéncia no
tratamento controle foi de 60%. O extrato de folhas de jua apresenta atividade

antifangica e potencial de controle da podriddo vermelha do sisal.

Palavras-chave: Semiarido, extratos vegetais, Aspergillus niger.



ABSTRACT

Silva, RM. Jua (Ziziphus joazeiro Mart) leaf extracts: antioxidant,
antibacterial, antifungal activity and control of sisal red rot stem disease

Sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) is a crop with significant social and
economic importance for the semiarid region of Bahia State, Brazil. Red rot
stem disease caused by Aspergillus niger is the main disease problem of sisal
plants in Brazil. Ziziphus joazeiro Mart., popularly known as jua is used widely in
traditional medicine. Plant extracts also have the potential for controlling plant
diseases. The present study aimed to evaluate the hydroalcoholic extract of Z.
joazeiro leaves for total phenols, antioxidant, antibacterial and antifungal
activity, and also for controlling sisal red rot stem disease. For phenolic
compounds and antioxidant activity of the aqueous extract, the best results
were 2105.53 mg / EAT per gram of extract for total phenols and 74.03% for
antioxidant activity, analyzed with DPPH and by spectrophotometric method
with the Folin — Ciocalteu, respectively. Antibacterial activity was not observed
against E. coli, S. aureus and S. enteretite in TSA medium with the extract and
the fractions at concentrations of 0.2, 0.4, and 0.8 mg/L. Inhibition of A. niger
mycelium growth by the aqueous fraction and the hydroalcoholic extract of jua
leaves, at a concentration of 400mg/L was of 59.4% and 56.2%, respectively.
The aqueous fraction at the concentrations of 25, 50, 100, and 200 mg/L was
more efficient in reducing sporulation of A. niger. All treatments and
concentrations tested promoted inhibition of spore germination, except for the
hidroalcoholic extract at the concentration of 400 mg/L, which stimulated
sporulation of A. niger. The aqueous extract of Jua at 75%, applied to plants by
pulverization, and at 50% applied through irrigation promoted the best results
with 74.12% and 72.16% reduction in disease severity, respectively. For both
treatments, incidence of sisal red rot stem disease in plants was of 17.65%,
while the incidence in the control treatment was of 60%. Leaf extract of jua
presents antifungal activity and a potential for controlling sisal red rot stem

disease.

Key-words: Semiarid, plant extracts, Aspergillus niger.
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INTRODUCAO

O jua (Ziziphus joazeiro Mart.) pertence a familia Rhamnaceae, é
conhecido popularmente por juazeiro, jud ou laranjeira-do-vaqueiro e é uma
das espécies vegetais mais notaveis do bioma Caatinga (LORENZI & MATOS,
2002), com resisténcia a seca e crescimento lento. Esta planta tem significativa
importancia socioeconémica para a regidao Nordeste, por apresentar ampla
utilizacdo popular de todas as suas partes, caule, casca, folha, fruto e raiz,
devido as propriedades medicinais. Apresenta inUmeros usos medicinais tais
como: antisséptico bucal, contra problemas dermatologico (caspa, sarna,
dermatite, e coceiras), problemas do sistema respiratério (asma, tosse,
pneumonia, tuberculose, bronquites, inflamacédo de garganta e gripe) e do
sistema digestorio (Ulceras gastricas, constipacdo, estomatite e ma-digestao)
(ALBUQUERQUE et al. 2007). Por serem ricos em saponinas, as folhas e o
cortex do caule sao utilizados pela industria para fabricagdo de shampoo
anticaspa e tonico capilar (KATO, 1998). As suas propriedades e a¢des séo:
analgésica, antifungica, anti-inflamatoria, antibacteriana, febrifuga e
cicatrizante. Dentre 0s seus principais constituintes destacam-se os fenadis,
taninos, alcaloides, triterpenos, quinonas, amfibina D e jujubogenina
(OLIVEIRA & SALATINO 2000). As folhas de jua apresentam na sua
composicao alcaloides, saponinas, esteroides triperpenos e taninos (MELO et
al., 2012).

Os compostos fendlicos estdo largamente distribuidos no reino vegetal e
sao definidos como substancias que apresentam um anel aromatico com um ou
mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (SHAHIDI,
1995; NETO, 2013). Estes compostos compdem inumeras classes, como
fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos cindmico e benzdico),
estilbenos, flavonoides, cumarinas, taninos hidrolisaveis e condensados,
ligninas e lignanas (NACZK & SHAHIDI, 2005). Devido ao potencial, observado
em testes in vitro, de inibir a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase, 0s
compostos fendlicos naturais tém recebido atencao especial (HASLAM, 1996).

Os radicais livres sao produzidos constantemente pela atividade

metabdlica, e reagem com DNA, RNA, proteinas e outras substancias
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oxidaveis, causando danos que auxiliam o envelhecimento e o aparecimento
de doencas degenerativas, como cancer, artrite reumatica e aterosclerose
(MELO et al.,, 2006). InUmeras substancias naturais, advindas de plantas,
caracterizam-se como captadoras de espécies reativas de oxigénio, auxiliando
0 corpo humano contra o efeito do mesmo, prevenindo o surgimento de
doencas (GULCIN et al. 2003). As substancias antioxidantes sdo aquelas que
retardam ou previnem expressivamente a oxidacdo de lipidios ou outras
moléculas ao inibirem a iniciagdo e/ou propagacdo da reacao de oxidacdo em
cadeia (LIMA et al.,, 2006). A busca por substancias bioativas presentes nas
plantas, com acdo antimicrobiana e antioxidante vem crescendo na atualidade
em virtude do potencial biotecnolégico dessas substancias para a sintese de
novas moléculas e a producdo de farmacos. As substéncias bioativas
produzidas por plantas podem ser utilizadas para a fabricagdo de novos
medicamentos, ou mesmo como substitutos de compostos ativos sintéticos, a
exemplo dos antibidticos, no intuito de reduzir a resisténcia microbiana
(AHMAD & BEG, 2001; SCHERER, 2009).

A utilizacdo de extratos vegetais no controle de doencas vem se
popularizando, em virtude do potencial dos principios ativos de diversas
espécies vegetais e a busca por alternativas mais sustentaveis de producéo
agricola. A flora da regido semiarida brasileira apresenta um grande potencial
para a prospecc¢ao de principios ativos e o desenvolvimento de bioprodutos, em
virtude da biodiversidade presente no bioma Caatinga.

O sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) pertence a familia
Asparagaceae Juss e ao @género Agave. Esta cultura desempenha um
importante papel socioecondmico no semiarido baiano, na geracdo de emprego
e renda. A Bahia apresenta uma area plantada de 265.089 hectares e 240.322
toneladas colhidas, correspondendo a 96% da producédo nacional (IBGE 2012).
O Brasil é lider no mercado internacional de fibra de sisal, respondendo por
47% das exportacdes da fibra em 2009 (SECEX, 2009). A principal utilizacéo
do sisal consiste na extragédo das fibras contidas em suas folhas, dando origem
a principal fibra dura produzida no mundo (EMBRAPA, 2003). A fibra é utilizada
na fabricacdo de cordas, tapetes, artesanatos entre outros (PIZARRO et al.,
1999) e é essencialmente destinada a exportacéo, sendo os Estados Unidos,
China, México e Portugal os principais importadores (SECEX, 2009).
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A regido semiarida da Bahia oferece condi¢des climéticas desfavoraveis
a exploracéo de outras culturas de importancia econémica e o sisal se destaca
como a principal atividade agricola, juntamente com culturas de subsisténcia
como mandioca, milho e feijdo. O sisal é cultivado em aproximadamente 75
municipios na Bahia e estima-se que esta cadeia produtiva empregue, direta e
indiretamente, 700.000 pessoas em todo o estado (CONSOLI, 2009).

Entretanto, esta cultura vem sofrendo um declinio em sua producao e
area plantada devido a varios fatores, dentre os quais, destaca-se a podridao
vermelha do sisal, doenca que esta ameacando a cultura na regido (ABREU,
2010; COUTINHO et al, 2006). O agente etiologico da podriddo vermelha do
sisal é o Aspergillus niger, um fungo saprdfita e cosmopolita (MORAES et al.,
1997; SILVA, 2012a; SILVA, 2012b). As principais caracteristicas desta doenca
sdo a murcha e amarelecimento das folhas, descoloracdo avermelhada dos
tecidos internos do caule e base das folhas, podriddo do caule, morte e
tombamento da planta (COUTINHO et al., 2006).

Atualmente ndo existem produtos quimicos registrados para o controle
desta doenca, que se encontra disseminada pelos plantios de sisal, com
incidéncias variando entre 5 e 65% (ABREU, 2010). Estratégias para o controle
biologico com espécies de Trichoderma e actinobactérias vem sendo
estudadas, considerando a dificuldade de controle de patdgenos que
sobrevivem no solo e que sao de distribuicAo cosmopolita, como o A. niger.
Entretanto, ainda ndo existem produtos bioldgicos registrados para o controle
desta doenca. Faz-se necessario o desenvolvimento de métodos e tecnologias
de manejo da podriddo vermelha e da cultura do sisal para garantir a
sustentabilidade e expansao desta cultura no semiarido baiano.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo quantificar os
fendis totais, avaliar a atividade antioxidante e antibacteriana do extrato
hidroalcodlico e fracbes de folhas de Z. joazeiro e avaliar diferentes extratos de

folhas de jua no controle de A. niger e da podridao vermelha do sisal.
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REVISAO DE LITERATURA
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REVISAO DE LITERATURA

Jua (Ziziphus joazeiro Mart.)

O jua (Ziziphus joazeiro Mart), pertencente a familia Rhamnaceae, €&
conhecido por juazeiro, jua ou laranjeira-do-vaqueiro, sendo uns dos
representantes mais notaveis do bioma Caatinga (LORENZI & MATOS, 2002).
E uma planta resistente a seca, possui crescimento lento e pode viver até 100
anos. Esta espécie tem enorme importancia socioecondmica para a Regido
Nordeste do Brasil e apresenta uma vasta utilizacdo popular de todas as suas
partes: o caule, a casca, a folha, o fruto e a raiz. Segundo Albuquerque et al.
(2007), a planta inteira apresenta inameros usos medicinais tais como:
antisséptico bucal, contra problemas dermatolégicos (caspa, sarna, dermatite,
e coceiras), problemas do sistema respiratorio (asma, tosse, pneumonia,
tuberculose, bronquites, inflamacdo de garganta e gripe) e do sistema
digestorio (constipacdo, estomatite, Ulceras gastricas e ma-digestdo). As folhas
e 0 cortex do caule séo ricos em saponinas, que sao utilizadas pela industria
para fabricacdo de shampoo anticaspa e tonico capilar (KATO, 1998).

As suas propriedades medicinais e acdes sao: analgésica, anti-
inflamatoria, antibacteriana, febrifuga e cicatrizante. Dentre 0s principais
constituintes desta planta destacam-se os fendis, taninos, alcaloides,
triterpenos, quinonas, amfibina D e jujubogenina (OLIVEIRA; SALATINO,
2000). Em estudo realizado com folhas de Z. joazeiro Mart, foi constatada a
presenca de saponinas, esteroides, taninos e triterpenos nas folhas (MELO et
al., 2012).

De acordo com Oliveira et al. (2003) a cera epicuticular das folhas de jua
€ rica em n-alcanos que retém agua na planta, além de triterpendides (lupeol,

beta-amirina, epifriedelinol e 4cido ursdlico).

Metabolitos secundéarios

Os metabdlitos secundarios podem ser definidos como uma série de
compostos originados a partir da ativacdo de rotas metabdlicas resultando na
formacdo de compostos quimicos especificos (BARROS, 2013). As
substancias quimicas extraidas das plantas, normalmente sao classificadas em

metabalitos primarios e metabdlitos secundarios (VIVAN, 2005). Os metabdlitos
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primarios sao substancias necessarias para o desenvolvimento fisiol6gico da
planta e possuem papel importante no metabolismo celular basico (TAIZ e
ZEIGER. 2004). J4, os metabdlitos secundarios sdo substancias que nao tem
funcdo no metabolismo primério da planta, auxiliam a sobrevivéncia das
mesmas devido as atividades bioldgicas, agindo como antibacterianos,
antifingicos e antivirais para proteger as plantas dos patégenos (FUMAGALI et
al., 2008).

Os compostos secundarios de plantas sdo usualmente classificados de
acordo com a sua rota biosintética. As principais familias sdo: os compostos
fendlicos, terpénicos e esteroides e os alcaloides (HARBONE, 1999).

Fendis

Os fendis, que compreendem cerca de 8000 compostos, sdo estruturas
aromaticas com um ou mais grupos hidroxilo. O composto fendlico esta
envolvido com a sintese das ligninas, atrativos aos seres humanos devido ao
odor, sabor e coloracdo agradaveis, mas também para outros animais, 0s quais
sdo atraidos para polinizacdo e/ou dispersdo de sementes. O grupo de
compostos também apresenta importante papel na protecdo das plantas contra
virus, fungos, bactérias, insetos e os raios ultravioletas (CROTEAU et al.,
2000).

A biossintese dos compostos fendlicos pode ocorrer por duas vias: a via
do acido xiquimico ou a via do acetato (SEIGLER, 1998). Os compostos
fendlicos séo classificados em varias subclasses: antocianinas, acidos
fendlicos, chalconas, cumarinas, cromonas, flavondides menores, flavonas e
flavonoides, isoflavonoides, benzofuranos, cetonas fendlicas, fenilpropanoides,
estilbenoides, quinonas, xantonas e taninos (HARBORNE et al., 1999).

Os fendis sao geralmente armazenados sob formas sollveis conjugados
com acgucares e/ou sulfatos nos vacuolos em virtude da sua toxicidade. Assim a
maioria dos fendis ocorre como glicosidos (Harborne, 1999). A distribuicdo dos
fendis na planta € variada. Os flavonoides, fenilpropanoides e os &acidos
benzéicos sdo encontrados em quase todas as partes das plantas. Ja os
taninos encontram-se nas folhas e nas cascas estando restritos a essas partes
da planta (HARBORNE, 1999; GERALDES, 2010).
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Os flavonoides apresentam atividade antioxidante, enquanto o0s
isoflavonoides dispde atividade anticancerigena. Varios lenhanos possuem
propriedades farmacéuticas como agentes anticancerigenos ou antivirais
(PETERS & CROTEAU 2004).

Antioxidantes

Desta forma a prospeccao por novos e seguros antioxidantes de fontes
naturais vem crescendo, com intuito de prevenir o dano oxidativo as células
vivas. A utilizacdo de antioxidantes sintéticos vem diminuindo devido a
atividade promotora de carcinogénese. Nos Ultimos anos, os antioxidantes
dietéticos e seus beneficios para a saude tém atraido grande atencdo,
principalmente aqueles extraidos de plantas (LIMA et al., 2010; ZHENG &
WANG 2001).

O estresse oxidativo proporciona danos a lipideos, proteinas, DNA e
organelas celulares, como mitocéndria, gerando alteracbes da estrutura e
funcdo celulares, que acarreta no desenvolvimento de cancer, doencas
cardiovasculares, degenerativas, neurologicas e envelhecimento precoce
(LIMA et al, 2006). Substancias antioxidantes sdo aquelas que retardam ou
previnem de forma significativa a oxidacao de lipidios ou outras moléculas que
inibem a iniciagcdo ou a propagacdo da reacdo de oxidacdo em cadeia (AL-
MAMARY et al., 2002; MOREIRA et al., 2002; CHANWITHEESUK et al., 2005;
WU et al., 2005; LIMA et al., 2006). Estas substancias previnem e/ou reparam
danos ocasionados as células pelas espécies reativas de oxigénio
(CHANWITHEESUK et al., 2005). Os compostos flavonoides, tocoferol e acidos
fendlicos que apresentam nucleo fendlico, se destacam como oxidantes por
atuarem como captadores eficientes de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
além de proporcionar a reducdo e quelacdo de ions férrico que catalisam a
peroxidacdo lipidica (AL & MAMARY et al.,, 2002; NAHAR; SARKER, 2005;
DELAZAR et al., 2006).

Atualmente, inimeras plantas medicinais sdo consideradas importantes

fontes para a extragao de compostos com atividades antioxidante.

A cultura do sisal
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Sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm)

O sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) tem sua origem na regiao de
Yucatan, no México, pertence a familia Asparagaceae Juss e ao género Agave.
Essa espécie € uma planta monocotiledbnea com caracteristicas bem
peculiares. As folhas sdo pontiagudas com espinhos nas pontas, medindo
cerca de 9 cm de largura e aproximadamente 1,5 metros de comprimento,
quando a planta se torna adulta, em média com 8 anos, embora algumas
espécimes possam chegar até 15 anos. Um dos aspectos inerentes do sisal €
que emite apenas uma floracdo em todo ciclo de vida, morrendo logo em
seguida (GOVERNO DA BAHIA, 2012).

Por ser uma planta semixerofita, o sisal necessita de clima quente e grande
luminosidade, condi¢cdes que encontrou na regido do nordeste brasileiro para o
estabelecimento e expansdo do seu cultivo. Além disso, devido as
caracteristicas da planta em possuir folhas carnosas e suculentas, epiderme
cutinizada e reducéo de estdmatos, o sisal adaptou-se bem a regido semiérida,
onde encontrou condigcbes favoraveis para o seu crescimento. Teve sua
disseminacéao inicialmente no estado da Paraiba e s6 depois na Bahia (CNA,
2010).

Na Babhia, o Territério do Sisal esta localizado na Microrregidao Nordeste do
Estado e abrange os municipios de Araci, Barrocas, Biritinga, Candeal,
Cansancao, Conceicdo do Coité, Ichu, Itidba, Lamardo, Monte Santo,
Nordestina, Queimadas, Quijingue, Retirolandia, Santaluz, Sdo0 Domingos,
Serrinha, Teofilandia, Tucano e Valente. A Microrregido Piemonte da
Diamantina apresenta uma producao significativa de sisal. Nesta regiao, 92,8%
das 29,5 mil propriedades rurais sdo familiares, cuja area média é de 23,73 ha.
A outra Microrregido produtora de sisal € a de Paraguacu, onde existem nove
municipios com plantio significativo desta cultura (CONSOLI, 2009).

O sisal apresenta diversas aplicacdes, sendo que a fibra industrializada é
utilizada na industria automobilistica e também na fabricacdo de cordas,
barbante, cabos maritimos, tapetes, sacos, vassouras, estofamentos, e
artesanato; além disso, tem utilizacdo industrial na fabricacdo de pasta

celulésica para producéo do papel Kraft de alta resisténcia, e de outros tipos de
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papel fino, como para cigarro, filtro, absorvente higiénico, fralda, etc (MARTINS,
2009).

E uma cultura importante para a regido semiarida da Bahia, sendo base
da agricultura familiar dos municipios da regido, uma vez que gera renda pela
venda local de produtos manufaturados e pela exportacdo da fibra natural.
Contudo, nos dultimos anos a cultura vem sofrendo um declinio em sua
produtividade devido a podriddo vermelha, doenca causada pelo fungo
Aspergillus niger (SOARES et al., 2006).

Podridao vermelha do sisal

A planta do sisal é considerada resistente a acdo de fitopatdgenos e
insetos, em virtude da epiderme foliar possuir uma cuticula espessa e cerosa,
conferindo uma barreira natural a penetracdo de micro-organismos
patogénicos. No entanto, a planta pode ser afetada por doencas capazes de
causar sérios prejuizos a cultura (SILVA, 2012; BOCK, 1965; MEDINA, 1954).

Até o presente momento no Brasil s6 foram relatadas duas doencgas que
afetam o sisal: a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum agaves
(MEDINA, 1954) e a podriddo vermelha do caule, capaz de provocar dano
econdbmico a lavoura e apresenta o fungo Aspergillus niger como agente
etioldgico.

Varias sdo as denominacdes atribuidas a esta doenca tais como:
podriddo do tronco do sisal, podriddo vermelha do sisal, podriddo do cepo,
podriddo umida do cepo ou ainda podriddo parda do colo (LIMA et al., 1998;
COUTINHO et al., 2006b; SOARES et al., 2006). Lima et al. (1988) relataram
gue os campos de sisal brasileiros tém diminuido sua produtividade desde a
década de 1970 devido a podriddo vermelha e tém atingido niveis criticos a
partir de 1998.

As plantas afetadas por essa doenca inviabilizam as folhas para
desfibramento, sendo que em plantas com estagios avancados da doenca, as
folhas tornam-se amareladas e o caule completamente apodrecido, levando a
morte e tombamento da planta (BOCK, 1965; LIMA et al., 1998; COUTINHO,
2006b; ABREU, 2010).

Abreu (2010), verificou em seus estudos que a podriddo vermelha do
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sisal vem avangando nos cultivos Baianos, com incidéncias médias variando
entre 5 e 40%. Observou-se nesse mesmo trabalho a presenca da doenca em

todos os municipios produtores de sisal na Bahia.

Agente etioldgico

Aspergillus niger Van Tieghem € um fungo filamentoso, pertencente a
ordem Eurotiales, Familia Tricomaceae e Filo Ascomiceto (DEEPAKE, 2009). O
mesmo foi identificado como o agente etioldégico da podriddo vermelha do sisal
nos estados da Paraiba e Bahia (COUTINHO et al., 2006a; SOARES et al.,
2006).

O crescimento A. niger esta dentro de uma faixa de temperatura de 6 a 47
°C, sendo considerado como intervalo 6timo, a temperatura entre 35 e 37 °C, e
na faixa de pH entrel,4 e 9,8 (SCHUSTER, 2002). Adaptabilidade do A.niger a
diferentes temperaturas e pH, além da producdo de conidiésporos e sua
dispersédo pelo ar, viabiliza o crescimento do fungo em diversos ambientes
terrestres (DEEPAKE, 2009).

Muitas espécies sdo encontradas na natureza, vivendo de forma sapréfita
causado podriddo em o6rgdos vegetais, a exemplo de sementes armazenadas
em condi¢des de elevada umidade (FELIX, 2007).

Estudos in vitro realizados por Aguiar et al. (2008) apontam o A. niger
como produtor de celulases, sob condicbes controladas, apresentando
atividade celulolitica em condi¢cdes de pH 5,0 e temperatura de 50°C. De
acordo com Boaventura et al. (2004) pesquisas estdo sendo desenvolvidas
com este microrganismo para degradacao de residuos poluentes deixados no
ambiente.

Segundo Moraes et al. (1997) o A. niger causa podriddo do colo no
amendoim, e no sisal a podriddo vermelha do caule e lesdes na folha
(COUTINHO et al., 2006; SOARES et al., 2006; SA, 2009).

O patdégeno da podriddo vermelha do sisal ndo penetra em tecidos
intactos do hospedeiro, necessitando de lesfes de origem mecéanica ou
fisiolégica (WALLACE et al., 1952; LOCK, 1962; LIMA et al., 1998; COUTINHO,
2006b; SA, 2009).
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Atualmente no mercado ndo se tem registro de um produto para o
controle do agente etiolégico da podriddo vermelha do sisal. Entretanto a
utilizagdo de extratos vegetais para o controle do A. niger mostra-se uma

ferramenta viavel e promissora.

Extratos vegetais

A biodiversidade oferecida pelo bioma caatinga no nordeste brasileiro
apresenta um grande potencial a prospecc¢ao de substancias bioativas para a
geracdo de métodos alternativos para controle de pragas e doencas. A
exploracdo da atividade biolégica de metabodlitos e compostos secundarios
existentes no extrato bruto ou éleo essencial de plantas medicinais constitui-se,
juntamente com a inducdo de resisténcia a fitopatégenos, em uma potencial
forma de controle alternativo de doencas em plantas. InUmeros sdo o0s
compostos secundarios existentes em plantas medicinais ja isolados e com
estrutura quimica conhecida. Compostos que pertencem a varias classes
distintas de substancias quimicas, como alcaloides, terpenos, ligninas,
flavonoides, cumarinas, benzenoides, quinonas, xantonas, lactonas e
esteroides, entre outras (DI STASI, 1996).

Poucos estudos foram realizados associando o efeito antifingico de
extratos vegetais ao agente causal da podriddo vermelha do sisal, o fungo A.
niger. Embora j& existam relatos de estudos com este fungo e avaliacdo de
extratos de pata de vaca (Bauhinia forficata), orégano (Origanum vulgare),
boldo (Peumus boldus), sabugueiro (Sambucus lanceolata) e fumo (Nicotiana
tabacum) para o seu controle (SOUZA & SOARES, 2009a; SOUZA &
SOARES, 2009b; SOUZA & SOARES, 2009c; SOUZA & SOARES, 2009d,
SOUZA 2010, PEREIRA et al. 2013).

Em virtude dos problemas de contaminagdo do meio ambiente, animais e
o homem, e resisténcia a pragas, existe a necessidade de diminuir a
dependéncia por agrotoxicos na agricultura. A utilizacdo em larga escala de
produtos agrotoxicos tem gerado uma enorme demanda por trabalhos de
pesquisa visando o desenvolvimento de métodos alternativos de controle
fitossanitario, adotando uma nova visdo de agricultura que trata a natureza

como um sistema vivo que reage a toda e qualquer interferéncia que altere a


http://pt.wikipedia.org/wiki/Nicotiana_tabacum
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nicotiana_tabacum

23

sua estrutura e fungbes (CAMPANHOLA & BETTIOL, 2009). Tendo em vista a
sustentabilidade ambiental, a utilizacdo de extratos vegetais no controle de
fitopatdgenos tem recebido destaque, pela abundéancia dos recursos vegetais
brasileiros e pelo facil acesso ao produtor rural (DEQUECH et al., 2008).

A experiéncia da cultura popular com o uso de plantas medicinais e a
facilidade de cultivar e encontrar espécies vegetais com propriedades
fitoterapicas tem incentivado esses estudos. A agricultura sustentavel ou
alternativa é definida como agricultura que racionalmente usufrui de recursos
naturais, visando garantir a sobrevivéncia das geracfes presentes e futuras,
abrange a utilizacdo de compostos presentes nas plantas e que sao resultantes
do metabolismo primario e secundario (CRUZ et al.,, 2000). Dentre esses
métodos alternativos, o uso de extratos de plantas medicinais mostra-se uma
alternativa viavel no ambito econdmico e ambiental (RODRIGUES et al., 2006).

Segundo Purkayastha (1995), as plantas apresentam grande potencial a
ser estudado para o desenvolvimento de produtos naturais biologicamente
ativos, e grande diversidade quanto a estrutura e propriedades fisico-quimicas
de seus componentes biologicos. Extratos de plantas mostraram-se eficientes
na inibicdo do crescimento de uma ampla variedade de micro-organismos,
incluindo fungos, leveduras, bactérias e parasitas. Aproximadamente 75% dos
121 farmacos mais utilizadas sé@o provenientes de informacgfes de populacdes
tradicionais. A literatura tem registrado a eficiéncia de extratos, obtidos de um
grande numero de espécies botanicas, em promover a inibicdo do
desenvolvimento de véarios fitopatégenos de natureza fungica (WILSON et al.,
1997; KURITA et al.,1981).

Trabalhos desenvolvidos com extratos aquosos de plantas do bioma
Caatinga no Laboratério de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da UFRB
demonstraram atividade antifingica contra ao A. niger. Assim, o trabalho teve
como objetivo avaliar as atividades antioxidante, antibacteriana, antifingica
bem como quantificar fendis totais do extrato hidroalcodlico de folhas de jua, e
avaliar o potencial biotecnolégico de controle contra o A. niger e a podridédo
vermelha do sisal.

No primeiro capitulo avaliou-se o teor de fendis totais, atividade
antioxidante e antibacteriana do extrato hidroalcodlico de folhas de jua e das
fragOes hexano, diclorometano, cloroformio e acetato de etila. Na avaliacdo da
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atividade antibacteriana in vitro foram testadas as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella enterentiti.

No segundo capitulo avaliou-se o extrato hidroalcoodlico e as fracdes
hexanicas, diclorometano, cloroférmio e acetato de etila e sulfato de cobre
contra A. niger, no crescimento micelial, esporulacéo e germinacédo de esporos
em laboratorio. Realizou-se também a avaliagédo in vivo do extrato aquoso e
meétodos de aplicacdo do extrato no controle da podriddo vermelha em mudas

de sisal no campo.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA E TEOR DE
FENOIS TOTAIS DO EXTRATO HIDROALCOOLICO E FRACOES
DE FOLHAS DE Ziziphus joazeiro MART *

1 Artigo a ser ajustado e submetido ao comité editorial da Revista Brasileira de Plantas
medicinais
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA E TEOR DE FENOIS
TOTAIS DO EXTRATO HIDROALCOOLICO E FRAQ@ES DE FOLHAS DE
Ziziphus joazeiro MART
Autores: Rafael Mota da Silva; Ana Cristina Fermino Soares; Karina Zanoti;

Franceli Silva

RESUMO: O Ziziphus joazeiro Mart. € conhecido popularmente como jua. Esse
vegetal € um dos representantes mais notaveis do bioma Caatinga. A espécie
apresenta importancia socioecondémica para a Regido Nordeste do Brasil e é
utilizada na medicina popular. O objetivo deste estudo foi quantificar os fendis
totais e avaliar a atividade antioxidante e antibacteriana do extrato
hidroalcodlico e fracbes de folhas de Z. joazeiro Mart. A quantificacdo dos
compostos fendlicos, foi realizada pelo método espectrofotométrico com
reagente de Folin-Ciocalteu. O extrato hidroalcodlico apresentou a maior
quantidade de fenois totais com 2.105,53 mg/EAT por grama de extrato. A
maior atividade antioxidante, analisada pelo método DPPH, foi no extrato
hidroalcodlico de folhas de jua com 74,03%. O estudo da atividade
antibacteriana em meio TSA revelou que o extrato e as fragOes testadas nao
inibiram o crescimento de E. coli, S. aureus e S. enteretite, nas concentracdes
0,2; 0,4 e 0,8 mg/L.

Palavras-chave: bioma Caatinga, DPPH, Jua.
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TOTAL PHENOLS, ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE
HYDROALCOHOLIC EXTRACT AND FRACTIONS OF Ziziphus joazeiro
MART. LEAVES.

Authors: Rafael Mota da Silva; Ana Cristina Fermino Soares; Karina Zanoti;

Franceli Silva

ABSTRACT: Ziziphus joazeiro Mart. is popularly known as jua. This plant is
one of the most notable representatives of the biome Caatinga. It has social and
economic importance for the Northeast Region of Brazil and is widely used in
tradicional medicine. The aim of this study was to quantify total phenols and to
evaluate the antioxidant and antibacterial activity of the hydroalcoholic extract
and fractions of leaves of Z. joazeiro Mart. Quantification of phenolic
compounds was performed by the spectrophotometric method with Folin-
Ciocalteu reagente. The hydroalcoholic extract presented the highest amount of
total phenols, with 2105.53 mg / EAT per gram of extract. The highest
antioxidant activity, analysed by DPPH method, was for the hidroalcoholic leaf
extract of jua with 74.03%. The study of antibacterial activity on TSA medium
showed that the extract and fractions tested did not inhibit growth of E. coli, S.

aureus, and S. enteretite, at concentrations of 0.2, 0.4, and 0.8 mg / L.

Keywords: Caatinga, DPPH, jua.
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INTRODUCAO

O juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart. — Rhamnaceae), conhecido também
por jud ou laranjeira-do-vaqueiro é uma das espécies endémicas do bioma
caatinga. A medicina popular utiliza diferentes partes desta planta para o
tratamento de dermatites, micoses, bronquite, ulcera géstricas, como
expectorante, na fabricacdo de shampoo anticaspa, antiséptico bucal e creme
dental, na alimentacdo animal, principalmente nos periodos de seca (MATOS
2000; LORENZI & MATOS 2002; CARVALHO 2007; CRUZ et al., 2007).

As folhas de juéd apresentam na sua composicao alcaloides, saponinas,
esteroides triperpenos e taninos (MELO et al., 2012). Os compostos fendlicos
estdo largamente distribuidos no reino vegetal e s&o definidos como
substancias que apresentam um anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (SHAHIDI, 1995; NETO, 2013).
Estes compostos compdem inimeras classes, como fendis simples, acidos
fendlicos (derivados de acidos cinamico e benzoico), estilbenos, flavonoides,
cumarinas, taninos hidrolisaveis e condensados, ligninas e lignanas (NACZK &
SHAHIDI; 2005). Os compostos fendlicos naturais tém recebido atencdo
especial, devido ao potencial in vitro de inibir a peroxidacéo lipidica e a
lipooxigenase (HASLAM, 1996).

Os radicais livres sédo produzidos constantemente pela atividade
metabolica os quais reagem com DNA, RNA, proteinas e outras substancias
oxidaveis, causando danos que auxiliam o envelhecimento e o aparecimento
de doencas degenerativas, como cancer, artrite reumatica e aterosclerose
(MELO et al., 2006).

Gulcin et al. (2003), relatam que inUmeras substancias naturais, advindas
de plantas, caracterizam-se como captadoras de espécies reativas de oxigénio,
auxiliando o corpo humano contra o efeito do mesmo, prevenindo o surgimento
de doencas. As substancias antioxidantes sdo aquelas que retardam ou
previnem expressivamente a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas ao
inibirem a iniciacdo e/ou propagacao da reacdo de oxidacdo em cadeia (LIMA
et al., 2006).

Silva et al (2011), estudando a atividade antioxidante de folhas e cascas

de Z. joazeiro, obtiveram os valores de CEsp iguais a 461,88 e 1743,05 pg/mL,
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respectivamente. Alviano et al. (2008) também observaram acdo antioxidante
no extrato aquoso da entrecasca de Z. Joazeiro.

A busca por substancias bioativas presentes nas plantas, com agao
antimicrobiana e antioxidante vem crescendo na atualidade em virtude do
potencial biotecnoldgico das substancias para a sintese de novas moléculas e
a producdo de novos farmacos. As substancias bioativas produzidas por
plantas podem ser utilizadas para a fabricacdo de novos medicamentos, ou
mesmo como substitutos de compostos ativos sintéticos, a exemplo dos
antibioticos, no intuito de reduzir a resisténcia microbiana (AHMAD & BEG,
2001; SCHERER, 2009). Ribeiro et al., (2013) identificaram a MIC de 12,5
pug/ml para Escheria coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis e Salmonella choleraesui avaliando a atividade antibacteriana
de saponinas de jua.

O presento trabalho teve como objetivo quantificar os fendis totais, avaliar
a atividade antioxidante e antibacteriana do extrato hidroalcodlico e fracdes de
folhas de Z. joazeiro.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As folhas de jua (Z. juazeiro Mart.) foram coletadas na parte da manha
no més de setembro de 2012, proximo a estrada 411, Km 0,4 no municipio de
Conceicéo do Coité-Ba (latitude: 11° 33' 41" S e longitude: 39° 16' 58" W). Uma
exsicata foi obtida e depositada no herbario da Universidade Federal
Recbncavo da Bahia sob o niumero de registro (HURB 6869). A identificacédo
botanica da espécie foi realizada pelo professora Lidyanne Yurico Saleme

Aona.
Preparo do extrato vegetal e fragcdes
As folhas de jua foram lavadas em agua corrente e secas em estufa de

ventilagédo forcada, a 45° C, aferindo-se o peso em intervalos regulares de 24

horas, até atingir peso constante. As folhas secas foram preparadas para
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obtencéo do extrato hidroalcodlico pelo processo de maceracdo (SONAGLIO et
al, 2004). Em seguida foram colocadas em frascos de vidro com capacidade
para 1L, submersas com solucdo de etanol e agua (1:1 v/v) e mantidas em
repouso por 72h, a temperatura ambiente (28 =*+2° C), protegido da luz.
Repetiu-se a metodologia de extracao trés vezes até esgotamento.

O extrato liquido obtido foi filtrado em papel filtro e em seguida
concentrado em rota evaporador sob pressdo reduzida com temperatura de
38°C e armazenado em frascos protegidos da luz, sob refrigeracdo 5°C.

Apoés a concentracdo, o extrato hidroalcodlico bruto (EHA), diluido em
adgua destilada, foi fracionado por particdo liquido-liquido com os solventes
hexano, diclorometano, cloroformio e acetato de etila, de acordo com
metodologia de Braga, (2008), obtendo-se as fracbes hexano (FH),
diclorometano (FD), cloroformio (FC), acetato de etila (FAC) e aquosa (Faq)

(figura 1). Os solventes utilizados foram extraidos em rota evaporador.

Determinacao do conteudo fendlico

Para quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi utilizado o método
espectrofotométrico com reagente de Folin-Ciocalteu (SINGH et al, 2002). Fez-
se uma solucdo aquosa (1:10) de Folin-Ciocalteu e uma solucdo aquosa de
Carbonato de sodio a 7.5%. Em seguida foram pesadas aliquotas de 4.0 mg de
cada amostra seca, que foram diluidos em 2.0 mL da solugdo de Folin-
Ciocalteu (1:10) e 1.6 mL da solugédo de Carbonato de sédio 7.5% e deixado
em repouso durante 30 minutos em temperatura ambiente.

ApOs essa etapa, foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
a 765 nm, utilizando cubetas de quartzo, sendo o branco constituido pela
mistura dos reagentes sem as amostras. Para quantificacdo, construiu-se uma
curva de calibragcdo com padrédo de &cido tanico com concentra¢des variando
de 10pg/mL até 80ug/mL e os resultados foram determinados por equivaléncia
das absorbéancias do extrato fracionado com a absorbancia do padréo de acido
tanico, sendo o processo de preparo, antes da leitura por espectrofotometro, o
mesmo utilizado para as amostras analisadas. A equacdo da curva de
calibracéo obtida foi y = 0,003 + 0,063, e o coeficiente de correlagdo r? = 0.982.

As andlises foram feitas com quatro repeti¢cdes para cada amostra.
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Os dados de quantificacdo dos compostos fendlicos totais correspondem
a média de quatro repetices (n=4).
Todos o0s reagentes e solventes apresentavam qualidade grau

espectrofotométrico.

Avaliacao da atividade antioxidante

Para a determinagéo da atividade antioxidante in vitro dos extratos foi
utilizado o método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), o principio do teste
baseado se baseia no sequestro promovido pelos extratos estudados de
acordo com a metodologia proposta por Singh et al, (2002). Preparou-se uma
solucéo metandlica de DPPH 39,4ug/mL em baldo volumétrico protegido da luz
e sob refrigeracdo. Em seguida, fez-se a pesagem de 2,0 mg de cada amostra
seca do extrato, sendo estas diluidas em 10,0 mL de metanol, resultando em
solugdes de 200 ppm dos extratos.

De cada solucdo de 200 ppm das amostras, foram retiradas aliquotas de
100 pL e adicionados 5,0 mL de solucdo metandlica de DPPH. As leituras de
absorbancia foram feitas em espectrofotdmetro a 517 nm, no tempo zero (t=0)
e apos 30 minutos (t=30), utilizando como branco o metanol e como controle
apenas a solucdo de DPPH sem amostra (SINGH et al, 2002). A equacéo para

analise da atividade antioxidante total foi a seguinte:

%AA={[AbScontrole— (AbSamostra— AbSbranco)]X100}/AbScontrole.

Os dados referentes as determinacdes da atividade antioxidante
correspondem a média de quatro repeticdes. Todos os reagentes e solventes

utilizados eram analiticamente puros.

Atividade antibacteriana

O extrato hidroalcodlico e as fracdbes de folhas de jua, nas
concentracbes de 0,2; 0,4 e 0,8 mg/mL, foram avaliados frente aos
microrganismos Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
6538 e Salmonella enterentiti IOC 10708, pertencentes a colecdo de culturas
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do Ndcleo de Estudo em Pesca e Aquicultura da Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia.

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo teste de difusdo em disco de
papel conforme descrito por Bauer et al. (1966). As bactérias utilizadas nos
testes foram mantidas em meio Tryptic Soy Agar (TSA), a 5°C. Posteriormente,
foi preparada uma suspensdo das bactérias em solucéo salina estéril, a uma
concentracdo de 1x10° UFC/mL, ajustada em espectrofotdbmetro pela
densidade otica, apés terem sido repicadas com 24 horas.

As bactérias foram semeadas com uma alca de drigalsky em placas
contendo meio TSA. Posteriormente os discos de papel filtro foram
acondicionados e em seguida adicionou-se 5ul do extrato bruto e das fracdes
nas concentragdes 0,2; 0,4 e 0,8 mg/mL.

A avaliacao do halo de inibicdo foi realizada com um paquimetro, apos o

periodo de 24 horas de incubagcdo em B.O.D a temperaturas de 37°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Compostos fendlicos

O extrato hidroalcodlico apresentou a maior quantidade de fendis totais
com 2.105,53 mg/EAT por grama de extrato, diferenciando-se estatisticamente
das fracdes. As fracbes acetato de etila, cloroférmio e diclorometano nédo
apresentaram diferenca estatistica entre si na avaliacdo de fendis totais. No

entanto, as mesmas diferiram das fracdes hexano e aquosa (Tabela 1).

TABELA 1: Compostos fendlicos e as fracbes de hexano, diclorometano,
cloroférmio, acetato de etila e aquosa do extrato hidroalcodlico de folhas de Z.
joazeiro.

Amostras (FT) mg EAT/g de extrato*
Extrato hidroalcodlico bruto 2.105,53 a
Fracdo acetato de etila 895,31 b

Fracéo cloroformio 832,88 b
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Fracdo diclorometano 794,73 b
Fracdo hexano 596,86 c
Fase aquosa 342,20d

*Médias de compostos fendlicos totais (FT) expressas em mg equivalentes de
acido tanico (EAT) por grama das amostras analisadas. Médias seguidas de
mesma letra nas colunas nao diferem entre si segundo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os valores de 596,86 mg EAT/g da fracdo hexano e 342,20 mg EAT/g da
fracdo aquosa foram os menores resultados obtidos para fendis totais e os
mesmos apresentaram diferenca significativa entre si (Tabela 1).

Melo et al., (2012) relataram a presenca de saponina, esteroide, taninos e
triterpenos nas folhas de Z. joazeiro, o que explica os altos valores de fendis
totais encontrados no presente trabalho.

Os resultados deste trabalho foram superiores aos relatados por Lima et
al (2006), com extrato hidroalcodlico de folhas de bananeira e as fracGes
hexano e acetato de etila, com o0s seguintes valores, respectivamente, 7,88;
1,02 e 0,59 (m/m). Extratos etandlicos de orégano seco e manjericdo in natura
apresentaram 147,96 mg g* e 56,55 mg g*! de compostos fendlicos totais,
respectivamente (PITARO, 2011).

Atividade antioxidante

Na avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH verificou-se
que o extrato hidroalcodlico de folhas de juad apresentou a maior atividade
antioxidante dentre os tratamentos avaliados, com 74,03%. As fracdes acetato
de etila, cloroférmio e diclorometano ndo apresentaram diferenca entre si, com
valores de 57,31; 53,27e 49,19% de atividade antioxidante. As menores
percentagens de atividade antioxidante foram obtidas nas fracbes hexano e
aquosa, com 19,37 e 11,02%, sem diferenga estatistica entre estas, porém
diferindo das demais (Tabela 2).

Estes resultados indicam o potencial desta espécie do bioma Caatinga,

quando comparados com trabalhos com outras espécies na literatura. Pitaro
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(2011) observou os percentuais de atividade antioxidante dos extratos
etandlicos de manjericdo in natura e orégano seco os valores de 35,63 e
48,42% respectivamente. Silva et al., (2011), encontrou os valores de CEso
iguais a 461,88 e 1743,05 ug/mL, respectivamente, para extratos de folhas e
cascas de jua (Z. Joazeiro), na avaliagdo antioxidante. A atividade antioxidante
do extrato etandlico da entrecasca de jua apresentou CEso de 821.4 pg/mL
(ALVIANO et al., 2008).

Basile et al., (2005), relataram que a atividade antioxidante de compostos
fendlicos ocorre devido as reacfes de oxidoreducdo que atuam de forma
essencial na adsorgéo ou neutralizagcéo de radicais livres.

A avaliacdo pelo método DPPH demonstrou que o extrato hidroalcodlico e
as fracdoes apresentaram atividade antioxidante, com maior atividade para o
extrato bruto, quando comparada aos demais tratamentos. J4 na avaliacao
entre as fracdes, o acetato de etila, cloroformio e diclorometano foram
superiores na atividade antioxidante em relacéo a fracdo hexano e aquosa.

De acordo Namiki (1990), os principais e mais conhecidos antioxidantes
sintéticos sdo o butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e
tercbutilhidroquinona (TBHQ).

Os valores obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante do extrato e
fracbes de folhas de jua mostraram-se promissores quando comparado ao
valor do BHA, antioxidante sintético. Fonseca (2013), avaliando atividade
antioxidade do BHA pelo método DPPAH encontrou um valor de 34,44%.
Sendo que o extrato hidroalcodlico e as fracdes acetato de etila, cloroférmio e

diclorometano obtiveram valores superiores (tabela 2).

TABELA 2: Efeito antioxidante do extrato hidroalcodlico de folhas de Z.
joazeiro Mart. e as fracbes de hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de
etila e fase aquosa, obtidas pelo método de DPPH.

Extratos Atividade (%)
Extrato hidroalcodlico bruto 74,03 a
Fracéo acetato de etila 57,31b

Fracao cloroformio 53,27 b
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Fracdo diclorometano 49,19b
Fracdo hexano 19,37c
Fase aquosa 11,02 c

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si segundo
teste de Tukeya 5% de probabilidade.

O presente trabalho evidenciou uma correlacdo positiva entre 0s
compostos fendlicos e a atividade antioxidante. De acordo com Lima (2012),
quanto maior o conteuddo de compostos fendlicos, maiores serdo as
percentagens da atividade antioxidante. A capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos € influenciada por inUmeros fatores, como, sistema
oxidante, grau de glicosilacdo e coeficiente de particdo (HASSIMATTO et al.,
2005).

Atividade antibacteriana

O extrato hidroalcodlico bruto de folhas de jua e as fracdes de hexano,
diclorometano, cloroformio e acetato de etila, em todas as concentracfes, nao
causaram a formacéo de halo de inibicdo no crescimento das bactérias E. coli,
S. aureus e S. enteretite, em meio TSA, indicando ndo ocorrer inibicdo do
crescimento bactérias nas concentracdes 0,2, 0,4 e 0,8 mg/ml do extrato e

fracOes (tabela 1).

Tabela 1. Atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico de folhas de Z.
joazeiro Mart. e as frac6es de hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila
e aquosa, obtidas pelo teste do halo de inibicdo (diametro em mm).

Tratamentos Concentracao* Microorganismos
E. coli S. aureus S.enteretite

0,2 0 0 0
Extrato Bruto 0,4 0 0 0

0,8 0 0 0

0,2 0 0 0
Fracdo Aquosa 0,4 0 0 0

0,8 0 0 0

0,2 0 0 0
Fracdo Hexano 0,4 0 0 0



N
o

0,8 0 0 0
0,2 0 0 0
Fracdo Cloroférmio 0,4 0 0 0
0,8 0 0 0
0,2 0 0 0
Fracdo Diclorometano 0,4 0 0 0
0,8 0 0 0
0,2 0 0 0
Fracdo Acetato de etila 0,4 0 0 0
0,8 0 0 0

*concentracdo em mg/m

O extrato hidroetandlico de folhas de jua (50 mg/ml) (Melo et al., 2012) e
de folhas e casca (1mg/ml) de jua (Silva et al., 2011) n&o inibiram o
crescimento de E. coli e S. aureus.

Os resultados ndo eficazes de atividade antibacteriana neste estudo
podem estar relacionados as concentracdes utilizadas. Os taninos (SANCHES
et al., 2005) e as saponinas (Taiz e Zeiger, 1991) apresentam potencial
inibitério sobre bactérias. O jud apresenta taninos e saponinas nas folhas
(MELO et al., 2012). Alviano et al. (2008) estudando o potencial do extrato
aguoso de jué na atividade antibacteriana obtiveram a dose minima inibitoria
(MIC) entre 1 e 16 mg/mL contra cinco bactérias da microbiota oral. Ribeiro et
al., (2013) avaliaram a atividade antibacteriana de saponinas de jua e
determinaram a MIC de 12,5 pg/ml contra E. coli e S. aureus.

Conclusao

A folha de jua apresentou potencial como fonte de compostos fendlicos.
O extrato bruto e fracdes apresentaram atividade antioxidante. Entretanto, nas
concentracdes 0,2, 0,4 e 0,8 mg/ml, os compostos testados ndo apresentaram
atividade antibacteriana. Este estudo indica que mais estudos sdo necessarios
para comprovar as atividades biol6gicas descritas, o que podera indicar a
potencial aplicagdo biotecnologica destes extratos para a formulacdo de

farmacos.
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CAPITULO 2

CONTROLE DE Aspergillus niger E DA PODRIDAO VERMELHA
DO SISAL COM EXTRATO HIDROALCOOLICO E FRACOES
EXTRAIDAS DE FOLHAS DE JUA (Zeziphus juazeiro Mart).
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CONTROLE DE Aspergillus niger E DA PODRIDAO VERMELHA DO SISAL
COM EXTRATO HIDROALCOOLICO E FRAQOES DE FOLHAS DE JUA
(Zeziphus juazeiro Mart).

Autores: Rafael Mota da Silva; Ana Cristina Fermino Soares; Karina Zanoti;

RESUMO: O sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) é uma planta com
significativa importancia socioecondmica na regido sisaleira do semiarido
Baiano, responséavel pela geracdo de emprego e renda na regido. O cultivo de
sisal vem sendo afetado pela podriddo vermelha do caule, causada por
Aspergillus niger. A utilizagdo de extratos vegetais pode ser uma estratégia
promissora no controle desta doenca, com destaque para as espécies do
bioma caatinga, a exemplo do jua que apresenta atividade antifingica. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o extrato de folhas de jud e suas fracdes no
controle de A. niger, por meio de bioensaios em meio de cultura e no controle
da podriddao vermelha do sisal em mudas de sisal plantadas no campo, na
regido sisaleira da Bahia. A fracdo aquosa e o extrato hidroalcodlico de folhas
de jud, na concentracdo de 400mg/L, promoveram a inibicdo de 59,4% e 56,2%
no crescimento micelial de A. niger. As concentracdes de 25, 50, 100 e 200
mg/L da fracdo aquosa foram as mais eficientes na redugéo da esporulagéo.
Todos os tratamentos e concentracdes testadas causaram inibicdo na
germinacao de esporos de A. niger, exceto a concentracdo de 400 mg/L do
extrato hidroalcodlico, que estimulou a esporulagcédo do fungo. O extrato a 75%,
aplicado pelo método de pulverizacédo, e o extrato a 50%, aplicado pelo método
de irrigagdo, promoveram a reducdo da severidade da doenga em 74,12% e
72,16% respectivamente, com incidéncia da podriddo vermelha de 17,65%, em
ambos os tratamentos, comparado ao controle com 60% de incidéncia da
doenca. O extrato de folhas de jua apresenta potencial para o controle de A.

niger e da podriddo vermelha do sisal.

Palavras-chaves: atividade antifingica; extratos vegetais; Agave sisalana;

alternative disease control.
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CONTROL of Aspergillus niger and SISAL RED ROT STEM DISEASE WITH
LEAF EXTRACT OF JUA (Zeziphus juazeiro Mart).

Authors: Rafael Mota da Silva; Ana Cristina Fermino Soares; Karina Zanoti;

ABSTRACT: Sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) is a crop with significant
social and economic importance for the semiarid region of Bahia State, Brazil,
because it generates employment and income in this region. Sisal plantations
have been affected by the red rot stem disease, caused by Aspergillus niger.
The use of plant extracts can be a promising strategy for controlling this
disease, especially of plants from the biome of Caatinga, such as jua that have
antifungal activity. This work aimed to study jud leaf extract and fractions for
controlling A. niger in bioassays with culture media, and sisal red rot stem
disease in plants cultivated in the field, in the semi-arid region of Bahia State,
Brazil. The aqueous fraction and the alcoholic extract of jud leaves, at a
concentration of 400mg/L, promoted 59.4 % and 56.2 % inhibition of mycelium
growth of A. niger. The concentrations of 25, 50, 100, and 200 mg/L of the
agueous fraction were the most effective in reducing sporulation of A. niger
sporulation. All treatments and concentrations tested inhibited A. niger spore
germination, except concentration of 400 mg/L of the aqueous extract, which
stimulated sporulation of this fungus. The aqueous extract of Jua at 75%,
applied to plants by pulverization, and at 50% applied through irrigation
promoted the best results with 74.12% and 72.16% reduction in disease
severity, respectively. For both treatments, incidence of sisal red rot stem
disease in plants was of 17.65%, while the incidence in the control treatment
was of 60%. Leaf extract of jud presents antifungal activity and a potential for

controlling sisal red rot stem disease.

Key words: antifungal activity; plant extracts; Agave sisalana; alternative

disease control
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INTRODUCAO

O sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) desempenha importante
papel socio econbmico no semiarido baiano, com uma area plantada de
265.089 hectares e 240.322 toneladas colhidas, correspondendo a 96% da
producdo nacional (IBGE 2012). O Brasil € lider no mercado internacional de
fibora de sisal, respondendo por 47% das exportacbes da fibra em 2009
(SECEX, 2009). A principal utilizacdo do sisal consiste na extracdo das fibras
contidas em suas folhas, dando origem a principal fibra dura produzida no
mundo (EMBRAPA, 2003). Utilizada na fabricacdo de cordas, tapetes,
artesanatos entre outros (PIZARRO et al., 1999) e é essencialmente destinada
a exportacdo, sendo os Estados Unidos, China, México e Portugal os principais
importadores (SECEX, 2009).

As condi¢des climaticas no semiarido da Bahia sdo desfavoraveis a
exploracdo de outras culturas de importancia econdmica e o sisal se destaca
como a principal atividade agricola, juntamente com culturas de subsisténcia
como mandioca, milho e feijao. No estado da Bahia, o sisal € cultivado em 75
municipios e estima-se que esta cadeia produtiva empregue, direta e
indiretamente, 700.000 pessoas em todo o estado (CONSOLI, 2009).

Entretanto, esta cultura vem sofrendo um declinio em sua producao e
area plantada devido a varios fatores, dentre os quais, destaca-se a podridao
vermelha do sisal, doenca que esta ameacando a cultura na regido (ABREU,
2010; COUTINHO et al, 2006).

O agente etioldgico da podridao vermelha do sisal é o Aspergillus niger,
um fungo sapréfita e cosmopolita (MORAES et al., 1997; SILVA, 2012a; SILVA,
2012b;). As principais caracteristicas desta doenca sdo a murcha e
amarelecimento folhas, descoloracdo avermelhada dos tecidos internos do
caule e base das folhas, podriddo do caule, morte e tombamento da planta
(COUTINHO et al., 2006).

N&o existem produtos quimicos registrados para o controle desta
doenca, que se encontra disseminada pelos plantios de sisal, com incidéncias
variando entre 5 e 65% (ABREU, 2010). Estratégias para o controle bioldgico

com espécies de Trichoderma e actinobactérias vem sendo estudas,
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considerando a dificuldade de controle de patdgenos que sobrevivem no solo e
que sao de distribuicdo cosmopolita, como o A. niger, mas ainda nao existem
produtos bioldgicos registrados para o controle.

Faz-se necessario o desenvolvimento de métodos e tecnologias de
manejo da podriddo vermelha e da cultura do sisal para garantir a
sustentabilidade e expansao desta cultura no semiérido baiano.

A utilizacdo de extratos vegetais no controle de doencas vem se
popularizando, em virtude do potencial dos principios ativos de diversas
espécies vegetais e a busca por alternativas mais sustentaveis de producao
agricola. Sdo diversos os estudos sobre a atividade antifungica de extratos
vegetais contra o agente causal da podriddo vermelha do sisal, nos quais
podemos destacar o extrato de nim (ALMEIDA et al, 2009), extrato de alho
(SANTOS et al, 2010), extrato de orégano (KOCIC-TANACKOQV et al. 2012) e
extrato de margaridao (Tithonia diversifolia) (LINTHOINGAMBI, 2013).

A flora da regido semiarida brasileira apresenta um grande potencial
para a prospeccdo de principios ativos e o desenvolvimento de bioprodutos
para controle de pragas e doencas, em virtude da diversidade presente no
bioma caatinga.

O jua (Ziziphus joazeiro Mart.), pertencente a familia Rhamnaceae, sendo
conhecido popularmente por juazeiro, jua ou laranjeira-do-vaqueiro, é uma das
espécies vegetais mais notaveis do bioma Caatinga (LORENZI & MATOS,
2002). E uma planta resistente a seca, de crescimento lento, com importancia
socioeconbmica para a regido Nordeste, por apresentar ampla utilizacéo
popular de todas as suas partes, caule, casca, folha, fruto e raiz, devido as
propriedades medicinais.

Segundo Albuquerque et al (2007), a planta inteira apresenta inimeros
usos medicinais tais como: antisséptico bucal, contra problemas dermatolégico
(caspa, sarna, dermatite, e coceiras), problemas do sistema respiratério (asma,
tosse, pneumonia, tuberculose, bronquites, inflamagdo de garganta e gripe) e
do sistema digestorio (constipacdo, estomatite, Ulceras géastricas e ma-
digestdo). As folhas e o cortex do caule sdo ricos em saponinas, sendo
utilizadas pela industria para fabricacdo de shampoo anticaspa e tonico capilar
(KATO, 1998). As suas propriedades e acbes sdo: analgésica, antifangica, anti-

inflamatoria, antibacteriana, febrifuga e cicatrizante. Dentre os seus principais
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constituintes destacam-se os fendis, taninos, alcaloides, triterpenos, quinonas,
amfibina D e jujubogenina (OLIVEIRA & SALATINO 2000).

Por ser uma planta encontrada com frequéncia na regido semiarida da
Bahia e nos plantios de sisal, e que apresenta atividade antifungica, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar diferentes extratos de folhas de juad no

controle de A. niger e da podridao vermelha do sisal.

Material e métodos
Coleta e identificagdo do material vegetal

As folhas de jua (Z. juazeiro Mart.) foram coletadas numa propriedade
rural a beira da estrada Ba 411 KM 0,4, no municipio de Concei¢édo do Coité,
Bahia (latitude: 11° 33' 41" S e longitude: 39° 16' 58" W), no més de setembro
de 2012, no periodo da manha. A exsicata foi confeccionada e identificada
pela professora Lidyanne Yurico Saleme Aona, da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia, campus Cruz das Almas, Bahia, e depositada no

Herbario do Recdncavo da Bahia desta universidade (HURB 6869).

Processo de secagem

As folhas de jua foram lavadas em agua corrente, colocadas nha
superficie de papel absorvente para retirar 0 excesso de agua, transferidas
para sacos de papel pardo com capacidade para 2 kg e colocadas em estufa
de ventilacdo forcada (TECNAL, modelo TE- 394/3) a 45°C, até obtencéo de

peso constante.

Preparo e fracionamento do extrato hidroalcoolico (EHA) de Z. juazeiro
Mart.

As folhas secas foram imersas em solucdo de etanol e agua na
proporcao de 1:1 por um periodo de 72 horas. Esse procedimento foi repetido

trés vezes para extracdo exaustiva do material vegetal. Apds esse periodo
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filtrou-se o extrato em papel filtro. Em seguida foi retirado o solvente em
evaporador rotatério (QUIMIS Q344B1) a 45°C e pressao reduzida.

O extrato hidroalcéolico (EHA) das folhas de Z. joazeiro Mart. foi
fracionado através de particdo liquido-liquido. O EHA foi dissolvido em agua
destilada. Posteriormente, com a fase aquosa iniciou-se a particao utilizando os
solventes hexano, diclorometano, cloroférmio e acetato de etila, formando
respectivamente as fragcdes FH, FD, FC, FA e Faq, propiciando a separacao
das substancias de acordo as diferentes polaridades, conforme metodologia de
Braga, (2008).

Apos a obtencéo das fracdes, o solvente foi evaporado em evaporador
rotatério. Os extratos foram esterilizados por filtragdo, em membrana de

nitrocelulose (Millipore) com porosidade de 0,2 pum.

Avaliacdo in vitro das fracdes do extrato hidroalc6olico de jua sobre o
crescimento micelial

As avaliacGes foram realizadas por meio da determinacdo do potencial
de inibicdo do crescimento micelial e da esporulacdo de A. niger, em meio de
cultura BDA (batata, dextrose, agar). Para a avaliacdo do efeito dos extratos no
crescimento micelial de A. niger, o extrato foi esterilizado, conforme descrito
acima, e adicionado ao meio de cultura BDA, apés a esterilizacdo do meio em
autoclave, quando este apresentava a temperatura proOxima ao ponto de
solidificacé@o, acrescentando-se também, 1ml/L de Tormicina® (oxitetraciclina
100 mg/mL). Em seguida, o meio de cultura foi agitado manualmente com
movimentos rotativos do frasco e foram vertidos 15 ml de meio por placa de
Petri. Vinte e quatro horas ap6és a solidificacdo do meio, fez-se a transferéncia
de discos de micélio da borda de culturas de A. niger com 7 dias de crescidas
para o centro de placas de Petri com meio de cultura BDA contendo as
diferentes concentracdes de 25mg, 50mg, 100mg, 200mg e 400mg (mg/L) dos
tratamentos EHA e fracdes FH, FD, FC, FA e Faq do extrato de folhas de jud.
As placas foram incubadas a temperatura de 28+ 2 °C e as culturas foram
avaliadas a cada 24 horas, por meio da medicdao do diametro da coldnia com
uma régua milimetrada, em dois sentidos diametralmente opostos, até a

colénia de um dos tratamentos atingir as bordas da placa. Para a avaliacdo da



o1

esporulacdo, foram adicionados 20 mL de agua esterilizada e uma gota de
Tween 20® as placas contendo as culturas de A. niger do bioensaio anterior,
logo apos a finalizagdo das avaliagbes do crescimento micelial. Em seguida, as
colénias foram raspadas com uma Alca de Drigalsky, para obtencdo da
suspensao de esporos. A contagem de esporos de A. niger dessa suspenséo
foi feita em camara de Neubauer, com microscépio 6tico em aumento de 40X, e
a concentracao foi calculada para o volume de 20 mL de 4gua, adicionados a
placa com a cultura para a raspagem dos esporos, e também foi calculado por
cm? de col6nia, utilizando os dados da medicéo do diametro da coldnia.

Os tratamentos consistiram do EHA, FH, FD, FC, FA, Fag e sulfato de
cobre nas concentragdes de 25mg, 50mg, 100mg, 200mg e 400mg (mg/L). O
controle consistiu de meio BDA sem adi¢cdo do extrato ou sulfato de cobre. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
(7x5), combinando os fatores fragcdes do extrato e concentragdes, com dez

repeticoes.

Avaliacdo das fracdes do extrato de jud na germinacdo de esporos de A.

niger

O isolado de A. niger foi multiplicado em placas de Petri contendo meio
de cultura BDA, incubadas em céamara de crescimento tipo BOD, com
temperatura de 28,5 °C por 7 a 10 dias. Apds o periodo de incubacéo, foram
acrescentados 20 mL de agua destilada esterilizada e uma gota de Tween 20®
em cada placa. Para obtencdo da suspensédo de esporos, as culturas de A.
niger foram raspadas com uma Alga de Drigalsky e a contagem dos esporos foi
feita em camara de Neubauer, com microscopio 6tico com aumento de 40X. A
concentracdo da suspensdo de esporos foi ajustada com adicdo de agua
destilada esterilizada, até atingir a concentracdo 107 conidios mL™.

Para avaliar a inibicdo da germinacdo de esporos de A. niger, foram
adicionadas ao meio batata dextrose (BD) as fracbes e concentracdes citadas
acima. Posteriormente adicionaram-se 150 yL do meio BD contendo as
fracOes, em pocos de placas de microtitulacdo (placas com 96 pocos), sendo
utilizados oito pogos para cada tratamento, constituindo-se em oito repeticdes

por tratamento. Cada pogo recebeu 150 puL da suspensido de esporos de A.
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niger na concentragdo 10° conidios mL1. As placas foram incubadas a 28,5 °C
em camara de crescimento tipo BOD. Os controles negativos foram
constituidos de &gua destilada esterilizada e meio de cultura BD (Batata-
destrose) sem adicdo das fracdes do extrato. A avaliagcdo foi por meio da
contagem aleatéria dos esporos, registrando-se 0 numero de esporos
germinados e ndo germinados no total de 200 esporos, ap0s a adicdo de uma
gota de lactofenol azul, em todos os tratamentos, para paralisar a germinacao
de esporos. A adicdo do azul de lactofenol ocorreu no momento em que o
tratamento controle apresentou 50% de esporos germinados. Foi considerado
como esporo germinado aquele cujo tubo germinativo apresentava o
comprimento superior ao dobro do diametro do esporo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com oito repeticées.

Os dados foram analisados por regressao e pelo teste de medias Scott-

Knott (1974) a 5% de probabilidade, com o programa estatistica SISVAR.

Avaliacdo do extrato aguoso de jua e método de aplicacdo do extrato no

controle da podridao vermelha em mudas de sisal

A avaliacdo do extrato aquoso de jud no controle da podriddo vermelha
do sisal ocorreu em area de producao de sisal, na Escola Agricola do municipio
de Conceicdo do Coité, Bahia, em mudas de sisal com 25 a 30 cm de altura,
plantadas em canteiros de 1,2 x 6,0 m, com espagamento de 15 cm entre as
mudas. O extrato aquoso foi obtido apés a trituracdo das folhas em
liquidificador (10g folhas em 100 mL de agua) por dois minutos, obtendo-se um
extrato aquoso na concentracao de 100 % (p/v). Para avaliacdo do método de
aplicacdo do extrato aquoso de jud nas concentracfes de 0%, 25%, 50% e
75% (v/v) foram testados os métodos de imersao por 12 e 24 horas, irrigacao e
pulverizacdo com o extrato. Para o método de imersdo, as mudas foram
retiradas do canteiro, o caule e raizes dessas mudas foram imersos no extrato
aquoso, por 12 e 24 horas e, em seguida foram plantadas novamente nos
canteiros. No método irrigacdo, as mudas do canteiro foram irrigadas com o
extrato aquoso (ao redor do caule) e no método de pulverizacdo, as mudas do
canteiro (toda a planta) foram pulverizadas com o extrato aquoso. Para a

inoculacdo das plantas com A. niger, apos 2 horas da aplicagcdo do extrato,
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foram feitos quatro ferimentos padronizados em pontos equidistantes ao redor
do caule de cada muda, sem arrancar as mudas, apenas removendo o0 solo da
regido préxima ao caule e no local dos ferimentos, fez-se a inoculagcdo com A.
niger, por meio da aplicacdo de 2 ml da suspenséo de conidios (107 conidios
ml?) de A. niger, conforme descrito por S& (2009). Plantas imersas em agua
foram utilizadas como controle positivo e plantas pulverizadas e irrigadas com
agua foram utilizadas como controle positivo do segundo experimento, sendo
estas inoculadas com a mesma suspensao de A. niger. Plantas ndo inoculadas
e sem o tratamento com o extrato foram utilizadas como controle negativo. Os
tratamentos foram constituidos pelas diferentes concentracdes (descritas
acima) do extrato aquoso de jua e quatro métodos de aplicagdo: imersédo 12hrs,
imersao 24 hrs, irrigacdo e pulverizacdo. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado com 30 repeticbes, e uma planta por
repeticéo.

A avaliagdo da incidéncia e severidade dos sintomas da doenca foi
realizada 30 dias apds a inoculacdo das plantas, por meio da retirada das
mudas dos canteiros e cortes transversais nas muda para observacdo da
presenca de sintomas de podridao vermelha no caule, adotando-se a seguinte
escala de notas: 0 — Sem sintomas, apenas lesdes mecanicas causadas pela
perfuracdo da agulha; 1 — Sintoma inicial, lesdo maior do que a causada pela
agulha, podriddo na base da folha mais externa; 2 — Sintoma avancado,
podriddo no interior da planta, planta ainda viva; 3 — Planta morta, caule
totalmente destruido, descrita por S& (2009) (Figura 1).
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Figura 1. Escala descritiva de notas para avaliacdo da severidade da podriddo vermelha do sisal.
(A) 0 — Sem sintomas, apenas lesdes mecanicas causadas pela perfuracdo da agulha; (B) 1 —
Sintoma inicial, lesdo maior do que a causada pela agulha, podriddo na base da folha mais
externa; (C) 2 — Sintoma avancado, podriddo no interior da planta, planta ainda viva; (D) 3 —
Planta morta, caule totalmente destruido.

Os dados de severidade foram transformados para indice de Severidade
da Doenca, conforme McKinney (1923), calculado pela férmula:

¥(Grau da escala x frequéncia)x100
indice de severidade da doenca = n? total de unidades x grau maximo da escala

Os dados foram analisados pelo teste de médias Scott-Knott (1974) a

5% de probabilidade, com o programa estatistica SISVAR.



55

RESULTADOS

Atividade antifungica

A fracdo aquosa e o extrato hidroalcodlico de folhas de jua, na
concentracdo de 400mg/L, promoveram os melhores resultados em termos de
inibicdo no crescimento micelial de A. niger, com 59,4% e 56,2% de inibicao,
respectivamente. O aumento das concentragcédo da fragcdo aquosa e do extrato
hidroalcoodlico promoveu 0 aumento da capacidade de inibicdo do crescimento
de A. niger, e o potencial fungistatico, mostrando ser dependente da dose. A
fracdo de diclorometano e o sulfato de cobre causaram as menores

porcentagens de inibicdo, respectivamente 8,9% e 4,8% (Figuras 2,3 e 4).
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Figura 2. Percentagem de Inibicdo do crescimento micelial do A. niger em
meio batata, dextrose e agar (BDA) com Extrato hidroalcodlico, Fracdes
(Hexano, Dicloromentano, Cloroférmio, Acetato de etila e Aquosa) e sulfato
de cobre em diferentes concentracdes. A concentracdo O corresponde
tratamento (-), apenas BDA.
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O sulfato de cobre, que se constitui no componente base de alguns
fungicidas, no presente trabalho promoveu os menores valores de inibicdo do
crescimento micelial do fungo, para a maioria das concentracoes avaliadas. A
fracdo acetato de etila, nas concentracbes de 25, 50 e 100 mg/L causou a
inibicdo do crescimento do patdogeno em 15,3, 19,3 e 23,2%, respectivamente,
tendo se destacado nesses concentragdes mais baixas.

Todos os tratamentos apresentaram col6nias de A. niger com diametros

inferiores ao controle (BDA sem extrato), com 7,8 cm.
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Figura 3. Diametro da colénia do A. niger em meio batata, dextrose e agar
(BDA) com Extrato hidroalcodlico, Fragbes (Hexano, Dicloromentano,
Cloroférmio, Acetato de etila e Aquosa) e sulfato de cobre em diferentes
concentracdes. A concentracdo 0 corresponde tratamento (-), apenas BDA.
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Figura 4. Diametro da col6nia e esporulacdo de A. niger em placas de Petri
em meio BDA com diferentes tratamentos na concentracdo de 400 mg/Lt: A)
controle (-) apenas BDA; B) Fracdo Hexano; C) Sulfato de Cobre; D) Fracéo
Diclorometano; E) Fracdo Cloroférmio; F) Fracdo Acetato de etila; G) Extrato
Hidroalcodlico e H) Fracdo Aquosa.

A figura 4 ilustra o crescimento micelial de A. niger em meio BDA com
diferentes extratos e suas concentragOes. Verifica-se uma similaridade no
crescimento micelial em todas as doses no tratamento com sulfato de cobre. As
concentracbes de 200 e 400 mg/L da fragdo aquosa mostraram-se eficientes
na reducgéo do crescimento micelial de A. niger.

A fracdo acetato de etila apresentou um efeito inibitério do crescimento
micelial do patdgeno, em todas as concentracdes testadas, quando comparado
ao controle. Todas as concentracdes avaliadas da fracdo diclorometano
evidenciaram comportamento homogéneo, em relagédo ao efeito no crescimento
de A. niger, distinguindo-se apenas do tratamento controle no periodo final da
incubacdo. As fragbes de hexano e cloroférmio apresentaram desempenhos
semelhantes em relacéo ao efeito no crescimento micelial do fungo. Todas as
concentracdes apresentaram efeito inibitorio, no entanto a concentragédo de 400
mg/L proporcionou a maior acao antifingica (Figura 5).

O extrato hidroalcodlico de folhas de jua nas doses de 25, 50 e 100 mg/L

nao causou inibicdo do crescimento de A. niger. Os maiores indices de inibicdo
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por este extrato no crescimento do patégeno foram obtidos nas concentracdes
de 200 e 400 mgl/L.
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Figura 5. Crescimento micelial de A. niger em meio batata, dextrose e agar (BDA) com
Extrato hidroalcodlico, Fracdes (Hexano, Dicloromentano, Cloroférmio, Acetato de etila e
Aquosa) e sulfato de cobre em diferentes concentracfes. A concentracdo O corresponde

tratamento (-), apenas BDA.
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NUumero de esporos de A. niger em meio BDA

A esporulacéo in vitro de A. niger foi afetada pelos extratos de jua. As
concentracbes de 25, 50, 100 e 200 mg/L da fragdo aquosa foram as mais
eficientes em termos de reducéo da esporulacédo, com 9,2x10°; 9,9x10%; 1x10°
e 1,1x10° esporos /cm? de colbnia, respectivamente. Para a concentracdo de
400 mg/L, foram obtidos 5,3 x10® esporos/cm?, indicando o estimulo a

esporulacdo do fungo (Figura 6).
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Figura 6. Nimero de esporos de A. niger por cm? de col6nia em
meio batata, dextrose e agar (BDA) com EHA, FH, FD, FC, FA, Faq
e sulfato de cobre em diferentes concentragdes. A concentracao 0
corresponde tratamento (-), apenas BDA.

A fracdo acetato de etila causou inibicdo da esporulacdo do patégeno,
para as concentraces de 25, 50, 200 e 400 mg/L, com valores de 1,5x1065;
2,8x108; 1,8x108 e 1,4x10°% esporos/cm?, respectivamente. Os maiores valores
de esporos/cm? de col6nia de A. niger foram observados nas colonias crescidas
em meio de cultura com 50 mg/L de sulfato de cobre e no meio com 400 mg/L
do extrato hidroalcodlico, com valores de 5,8x10° e 6,8x10° esporos/cm?,

respectivamente (Figura 6).
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Avaliacédo da germinacao de esporos de A. niger em meio BD.

Em relacdo a germinacdo de esporos em meio batata dextrose (BD),
todos os tratamentos apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
tratamento controle, exceto para a concentracdo de 400 mg/L do extrato
hidroalcoodlico (extrato bruto), que apresentou comportamento distinto dos
demais, ndo diferenciando-se do tratamento controle sem os extratos, mas
apresentando um estimulo a germinacao (Figura 7), conforme observado para

a esporulacédo em meio BDA (Figura 6).

As fracbes aquosa nas concentracdes 100 e 200 mg/L, hexano na
concentracdo 200 mg/L, cloroformio nas doses de 25 e 400 mg/L e acetato de
etila na concentracdo de 25 mg/L nao apresentaram diferenca significativa
entre si, em relacdo a percentagem de inibicdo da esporulacdo e mostraram-se
eficientes no controle da germinagéo de esporos de A. niger. Estes tratamentos
evidenciaram o mesmo comportamento que as concentra¢cdes 50, 100 e 200

mg/L do sulfato de cobre.

As concentragdes 25, 50, 200 e 400 mg/L da fracdo aquosa, promoveram
as inibicdes de 33,6; 34,3; 76,1; 73,9 e 56,6% da germinacdo de esporos. A
fracdo acetato de etila proporcionou a maior inibicdo na geminacdo dos
esporos do patdgeno, com 77,2% de inibicdo, quando testado para a
concentragéo de 25 mg/L (Figura 7).

O tratamento com sulfato de cobre apresentou a maior média em
percentagem de inibicdo na germinacéo de esporos, com 59,8 %, enquanto as
fracOes de cloroférmio, hexano e diclorometano exibiram respectivamente as
médias de 54,4; 48,9 e 4,5%.
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Figura 7. Percentagem de inibicdo da germinacdo de esporos de A. niger
em meio batata, dextrose (BD) com EHA, FH, FD, FC, FA, Faq e sulfato de
cobre em diferentes concentracdbes em 18 horas de incubacdo. O
tratamento (-) corresponde apenas BD. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Avaliacdo do extrato aquoso de jud no controle da podridao vermelha em
mudas de sisal

O experimento de campo conduzido com mudas de sisal no municipio de
Conceicéo do Coité, Bahia, avaliou o efeito do extrato aquoso de folhas de jua
no controle da podriddo vermelha do sisal. Observou-se que todos o0s
tratamentos promoveram significativa reducdo na severidade da doenca,
comparados aos controles negativos 1 e 2 (Figuras 8).

O tratamento das mudas por imersdo de 12 e 24 horas no extrato aquoso
de jua, nas concentracbes de 25, 50 e 75%, ndo apresentou diferenca
significativa em relac@o ao indice da doencga nas mudas de sisal.

Dentre os métodos e concentracdes avaliados, o extrato a 75% aplicado
pelo método de pulverizacdo e o extrato a 50%, aplicado pelo método de
irrigacdo foram os que apresentaram os melhores resultados em mudas de
sisal, apresentando resultados semelhantes ao controle positivo, ndo inoculado

com A. niger (Figura 8).
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Foi observada diferenca significativa entre o indice de doenca das mudas
do tratamento controle (C-1) referente ao método de aplicagéo do extrato por
imersdo que envolveu o arranque e replantio das mudas de sisal e as mudas
do tratamento controle (C-2) referente aos métodos de aplicacdo do extrato por
irrigacdo e pulverizacdo das mudas, que ndo envolveu o arranquio destas
(Figura 8).
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Figura 8. Representacédo gréfica do indice da podridao vermelha do sisal em
mudas apdés 12 e 24 horas de imersdo, irrigadas e pulverizadas nas
concentracbes 25%, 50% e 75% de extrato aquoso de folhas de jud,
inoculadas com A. niger, no municipio de Concei¢édo do Coité-BA. Controle (-
1) corresponde mudas imersas em agua (inoculado apenas com A. niger),
Controle (-2) corresponde a mudas irrigadas e pulverizadas com &agua
(inoculado apenas com A. niger), Controle + corresponde ao tratamento sem
inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de significancia.

Para o tratamento com 12 horas de imerséo da muda na concentragao de
75% de extrato aquoso, a incidéncia da doenca foi de apenas de 50%,
enquanto que no tratamento controle a incidéncia foi de 96,67%, ou seja,
ocorreu uma reducdo acima de 46,67% na incidéncia da doenga (Tabela 1). O
tratamento com 24 horas de imersdo das mudas em extrato agquoso de jua, nas

doses de 25 e 50%, promoveu a incidéncia de 46,7% e 60 % respectivamente.
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Os melhores resultados foram alcancados com os métodos de irrigacdo e
pulverizacdo das mudas de sisal com o extrato aquoso de folhas de jua. O
extrato a 50% aplicado por irrigagdo e o extrato a 75% aplicado por

pulverizacdo, promoveram a menor incidéncia 17,65% (Tabela 1).

Tabela 1. indice e Incidéncia da podriddo vermelha em mudas de sisal inoculadas
com A. niger e tratadas com a aplicacdo de extrato aquoso de folhas de jua, com
diferentes métodos de aplicacdo e concentracdes do extrato, em plantio de mudas de
sisal no campo, no municipio de Concei¢éo de Coité, Bahia.

Tratamentos indice da doenca (%) incidéncia da doenca (%)
25% 12h de imersao 37,78 50
50% 12h de imersao 34,44 60
75% 12h de imersao 45,56 50
25% 24 horas de imersao 33,33 46,7
50% 24 horas de imerséo 33,33 60
75% 24 horas de imersao 37,78 56,7
25% Irrigado 29,41 70,59
50% Irrigado 5,88 17,65
75% Irrigado 15,69 41,18
25% Pulverizado 21,57 58,82
50% Pulverizado 15,69 29,41
75% Pulverizado 7,84 17,65
Controle positivo* 3,33 3,33
Controle negativo* 80 96,67
Controle positivo** 0 0
Controle negativo** 62,75 100

indice e incidéncia calculada para uma populagédo de 30 plantas. Controle positivo (*) -
plantas arrancadas e imersas em agua, sem inoculacdo A. niger; Controle negativo (*)
-plantas arrancadas e imersas em agua, inoculadas com A. niger, Controle positivo (**)
- plantas irrigadas e pulverizadas com agua, sem inoculagcdo A. niger e controle
negativo (**) - plantas irrigadas e pulverizadas com agua, inoculadas com A. niger.
Nos tratamentos com o extrato aquoso de folhas de jua, nas plantas com
sintomas, observou-se que a lesdo causada por A. niger ndo progrediu para os
tecidos internos do caule. Os tecidos em volta de lesdo secaram e a doenca foi
controlada, ficando restrita ao local da lesdo, sem ocorrer a murcha e morte da

planta (Figura 9).
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Figura 9. Avaliagcdo visual de mudas de sisal sadias e com sintomas da
podriddo vermelha. A) Muda sadia sem tratamento e ndo inoculada com A.
niger; B) Muda irrigada com 75% extrato de jua e inoculada com A. niger; C)
Muda irrigada com 50% extrato de jué e inoculada com A. niger; D) Muda sem
tratamento com extrato e inoculada com A. niger, planta morta, com podridao
em todo o caule e esporulacdo de A. niger no caule e base das folhas.

DISCUSSAO

Neste estudo constatou-se que o extrato hidroalcodlico e a fracédo
aquosa de folhas de jua, nas concentragcbes mais elevadas, apresentaram
efeito inibitério ao crescimento micelial de A. niger, 0 que sugere que as
substancias antifingicas e fungiostaticas presentes nas folhas da planta sédo
polares. Entretanto, para a concentracdo de 400 mg/L observou-se o aumento
da esporulacédo de A. niger, sugerindo uma indugéo da esporulacdo do fungo,
possivelmente como resposta ao estresse ocasionado pelas substancias
bioativas que causaram a inibicdo do crescimento micelial do fungo, podendo
ser esta uma estratégia de sobrevivéncia do fungo em condi¢des de estresse.

As fragbes aquosa nas concentracdes 100 e 200 mg/L, hexano na
concentragdo 200 mg/L, cloroférmio nas doses de 25 e 400 mg/L e acetato de
etila na concentracdo de 25 mg/L mostraram-se eficientes no controle da
germinacdo de esporos de A. niger. Estes tratamentos evidenciaram o mesmo

comportamento que os tratamentos com as concentra¢des 50, 100 e 200 mg/L
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de sulfato de cobre. Tais resultados, quando comparados aos valores obtidos
no tratamento com sufato de cobre (CuS0O4.5H20), evidenciam o potencial das
fracOes do extrato de jua para o controle de A. niger e da podridao vermelha do
sisal. O sulfato de cobre é o componente base da calda bordalesa (PAULUS,
2011).

No presente trabalho, dentre os solventes utilizados para extracdo de
substancias com atividade antifingica a A. niger, destacaram-se 0s mais
polares, agua e acetato de etila. Estes resultados sugerem que 0os compostos
bioativos que atuam na inibicdo da esporulacdo do A. niger séo polares, de
acordo a metodologia crescente de polaridade (BRAGA, 2008).

Cruz et al., (2007) observaram atividade antifingica no extrato aquoso
de jud para Trichophyton rubrum, Candida guilliermondii, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Fonsecaea pedrosoi, com concentracdo inibitéria
minima de 6,2 a 400 mg/L.

Sumathy et al., (2013) relataram que o extrato metandlico de flores de
Cassia surattensis apresentou 100% de inibicdo do crescimento micelial de A.
niger, na dose de 12,5mg/L, em meio soOlido. Em meio liquido a inibicdo
completa ocorreu na dose de 6,25 mg/L. Este extrato causou o colapso e morte
das hifas, que apresentaram perda do conteudo citoplasmético e da integridade
e rigidez da parede celular (SUMATHY et al., 2013). Estes autores néao
observaram alteracdes nos conidios de A. niger nos primeiros dias e
concluiram que a atividade antifingica ocorre devido ao ataque do extrato na
membrana citoplasmatica, causando a morte das hifas, mas apdés sete dias de
exposicdo ao extrato, 0s esporos apresentaram arranjo alterado e estrutura
distorcida e murcha. Tolouee et al., 2010 observaram que o 6leo essencial de
Matricaria chamomille causa inibicdo do crescimento micelial e da esporulacao
de A. niger. A inibicdo do crescimento micelial ocorreu a partir da dose de
15,62 ug/mL (7,5% de inibicdo, atingindo o maximo de inibicdo de 92,50% na
dose de 1000ug/mL e a producéo de esporos nao ocorreu nas doses de 500 e
1000 ug/L. Este 6leo na concentracdo de 250 ug/mL causou 41% de inibicao,
com alteragbes na estrutura da membrana citoplasmatica. Na dose de 1000
ug/L observou-se o colapso da membrana citoplasmatica, separacdo da parede

celular, desorganizacao e perda do conteudo celular, com a morte das células.
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Todas as fracdes do extrato de jua promoveram reducdo na esporulacéo
de A. niger. A fracdo aquosa do extrato de jua nas concentracdes de 25 a 200
mg/L foi a mais eficiente em termos de reducdo da esporulacdo por cm? de
colonia de A. niger.

Tolouee et al., (2010) indicaram o colapso e a nao diferenciacdo das
extremidades das hifas causadas pelo 6leo essencial de flores de M. camomille
como causas da inibicdo da esporulacéo de A. niger. De acordo com Magro et
al., (2006) o extrato aquoso de folhas de Roman chamomile também inibiu A.
niger na dose de 920 mg/L. Devappa (2012), obteve 46% de inibicao no
crescimento micelial de A. niger utilizando 86 mg/L da fracdo éster de semente
de pinhdo manso (Jatropha curcas) enriquecida com forbol. Souza, (2010)
estudando extrato aquoso de alho (Allium sativum L.) verificou que as
concentracbes de 1,75, 2,5 e 5% de extrato aquoso inibia o crescimento
micelial de A. niger em 13,25, 44,5 e 100%, respectivamente. Kocic-Tanackov
et al. (2012), demonstraram que o extrato de orégano aquoso apresentou forte
atividade antifungica a A. niger em concentracdo de 1,5 e 2,5 mL/100mL de
meio de cultura, apés 14 dias de incubacéao.

Oleos essenciais ou extratos brutos de plantas tém apresentado
potencial para o controle de fitopatégenos, em virtude da acdo fungitoxica
direta, inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos
(STANGARLIN et al. 2010). As substancias atuantes no extrato vegetal como
antibactericidas, antifingicos e antivirais sdo provenientes do metabolismo
secundario e apresentam um importante papel na adaptacdo dos vegetais aos
ecossistemas distintos (HARBORNE, 1988; AERTS et al., 1991).

Em uma triagem fitoquimica em folhas de Z. joazeiro, Melo et al., (2012)
descreveram a presenca de alcaloides, saponinas, esteroides tripenos e
taninos no extrato hidroalcodlico das folhas de jua.

Os fendis sdo conhecidos como substancias fungitoxicas, antibacterianas
e antivirGticas. A acdo inibitéria dos compostos fendlicos no crescimento
micelial esta correlacionado com grupos distintos de fendis (BARROS, 2013).
As substancias fendlicas apresentam a capacidade de complexar-se a
proteinas extracelulares da membrana, provocando a morte celular (COWAN,
1999).
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Sanches et al. (2005) relataram que os taninos tém efeito inibitério sobre
bactérias e fungos. De acordo com Melo & Santos (2002), a acdo antifungica
dos taninos € explicada por trés hipéteses. A inibicdo das enzimas de fungos
e/lou a complexacdo dos substratos dessas enzimas € primeira hipétese
pressuposta. A segunda é a mudanca metabdlica do micro-organismo causada
pela acdo dos taninos sobre as membranas celulares. A terceira hipotese
baseia-se na diminuicdo da disponibilidade de elementos essenciais para o
metabolismo microbiano, devido a complexacdo dos taninos com ions
metalicos.

Segundo Barros (2013), os efeitos inibitérios de compostos fendlicos na
germinacdo de esporos estdo relacionados diretamente com o0s grupos de
fendis. Os fendis monoterpénicos e carvacrol sdo ressaltados pela literatura por
sua excelente atividade antimicrobiana. Esses compostos fendlicos podem
atuar na perturbacao das proteinas constituintes da membrana celular e inibir a
respiracao celular (ROMERO, 2012).

Controle da podridao vermelha

O extrato aquoso de folhas de jua mostrou-se eficiente no controle da
podriddo vermelha em mudas de sisal. O seu efeito positivo também foi
observado no controle in vitro de A. niger para o extrato hidroalcodlico e a
fracdo aquosa.

Os resultados com a aplicacdo do extrato aquoso de folhas de jua em
mudas de sisal na regido sisaleira da Bahia, indicam a presenca de
substancias bioativas capazes de controlar a podriddo vermelha do sisal.

Dentre os métodos utilizados para aplicagédo do extrato aquoso de folhas
de jua, destacaram-se os métodos de irrigacdo e pulverizacdo das mudas
plantadas. Os menores indices da podriddo vermelha do sisal observados nas
plantas tratadas por esses métodos, em relagdo ao método de imersdo podem
estar relacionados ao estresse que as mudas sdo submetidas ao serem
retiradas do solo para serem imersas no extrato, favorecendo a acéo do A.
niger.

Foi observada diferencga significativa entre o controle do tratamento por

imersdo que envolveu o arranque e replantio das mudas de sisal e o controle
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dos tratamentos por irrigacédo e pulverizacdo das mudas, que ndo envolveu o
arranquio destas (Figura 8). Este resultado reforca a hipotese de que condicdes
de estresse na planta favorecem a doenca. Quando submetidas a condi¢des de
estresse, as plantas de sisal ficam mais predispostas a infeccao. A. niger nao
penetra em tecidos de sisal ndo injuriados, necessitando de lesdes de origem

mecanica ou fisiolégica (SA, 2009).

Neste trabalho, o estresse causado na muda devido ao arranquio desta e
replantio promoveu a podriddo vermelha. Nos tratamentos com o extrato
aguoso de folhas de jua, nas plantas com sintomas, observou-se que a leséo
causada por A. niger seca na regido da base das folhas, e ndo progride para os
tecidos internos do caule, sem causar a murcha e morte da planta (Figura 9).
Esta pode ser uma resposta de inducdo de resisténcia na planta a podridao
vermelha causada por A. niger.

A acdo fungitoxica direta e/ou a producdo de fitoalexinas indicam a
presenca de compostos com caracteristicas fungicidas ou de elicitores,
evidenciando o potencial de extrato bruto de jua no controle deste fitopatdgeno
(STANGARLIN et al., 2010). Estudos futuros deverao investigar o potencial
elicitor de componentes do extrato aquoso de juda e seu potencial para o
controle de fitopatégenos, abrindo uma nova linha de investigacdo com a planta
de jué e potencial de uso agricola.

Foi demostrado em estudo desenvolvido por Celoto (2005), que o extrato
de meldo-de-Sdo-Caetano diminui a percentagem de lesdo causada por
Colletotrichum musae em frutos de banana.

A reducdo da incidéncia e severidade da podriddo vermelha em mudas
indica que o extrato aquoso de folhas de jud apresenta potencial para o
controle da doenca. Observa-se que para o tratamento com 12 horas de
imersdo da muda na concentragdo de 50% de extrato aquoso, a incidéncia da
doenca foi de apenas de 34,44%, enquanto que no tratamento controle a
incidéncia foi de 80%, ou seja, ocorreu uma reducdo acima de 50% na
incidéncia da doenca (Tabela 1). O tratamento com 24 horas de imersdo das
mudas em extrato aquoso de jua, nas doses de 25 e 50%, proporcionou uma
incidéncia de 33,33%.
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Os melhores resultados foram alcancados com os métodos de irrigacao e
pulverizacdo das mudas de sisal com o extrato aquoso de folhas de jua. O
extrato a 50% aplicado por irrigagdo e o extrato a 75% aplicado por
pulverizacdo, ambos promoveram o0s menores indices de doenca,
correspondendo a 5,88 e 7,84% respectivamente. Os menores indices da
podriddo vermelha do sisal observados nas plantas tratadas por esses
métodos, em relagdo ao método de imersdo podem esta relacionados com o
estresse que as mudas sdo submetidas ao serem retiradas do solo para serem

imersas no extrato, favorecendo a acéo A. niger.

CONCLUSOES

A espécie Z. juazeiro Mart apresenta um alto potencial para a
descoberta e identificacdo de moléculas bioativas com atividade antifingica e
potencial para o controle de doencas em plantas.

O extrato aquoso de folhas de jua foi eficiente no controle da podridéo
vermelha do sisal em condi¢cdes de campo, em mudas de sisal. A eficiéncia do
extrato na reducdo da severidade da doenca depende do método de aplicacéo,
sendo mais eficiente quando aplicado por meio da irrigacdo e/ou pulverizacéo
nas mudas de sisal e quando utilizado nas concentracfes igual ou superiores a
50%.
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CONSIDERACOES FINAIS

O jua, uma espécie vegetal do bioma caatinga, revelou no presente
estudo o potencial biotecnolégico para o desenvolvimento de produtos nas
areas farmacéutica, alimenticia e agricola. Os resultados em relacdo aos
fendis totais, atividade antioxidante e antifingica do extrato hidroalcodlico e
fracbes de folhas de jua, indicam que esta espécie deve se explorada em
estudos futuros. As caracteristicas apresentadas pelo vegetal neste estudo
oferecem a possibilidade de exploracdo do extrato das folhas desta planta,
mediante o seu cultivo, podendo gerar renda e desenvolvimento para a regido
semiarida da Bahia.

Indmeros trabalhos na literatura correlacionam o teor de fendis totais com
a atividade antioxidante e esta com a atividade antibacteriana e antifungica. Os
resultados da atividade antibacteriana ndo foram satisfatérios, devendo estar
associados as concentracdes avaliadas no estudo. Novos estudos deveréo ser
conduzidos com outras concentracfes destes extratos.

Os testes in vitro para avaliacdo da inibicdo do crescimento micelial de A.
niger com o extrato hidroalcoilico e fracdes revelaram que a fragcdo aquosa e
extrato hidroalcodlico foram os mais eficazes e sua acdo € dependente da
concentracdo. No presente trabalho, o sulfato de cobre, componente base de
alguns fungicidas, apresentou os menores valores de inibicdo do crescimento
micelial de A. niger.

A fracdo acetato de etila e a fracdo aquosa reduziram a esporulacéo de A.
niger, em baixas concentracdes. No entanto, o extrato hidroalcodlico na
concentracdo de 400 mg/L estimulou a geminacéo de esporos.

Estes resultados indicam o potencial biotecnoldgico desta planta para a
formulacéo de fungicidas a serem utilizados no controle de pragas. No entanto,
faz-se necessério o isolamento e identificagdo dos principios ativos presentes
nos extratos e fragoes.

O extrato aquoso de folhas de jua promoveu o controle da podridao
vermelha do sisal, mostrando-se eficiente na reducdo da incidéncia e

severidade da doenca.
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Todos os métodos de aplicacdo do extrato promoveram o controle desta
doenca no sisal. No entanto, os métodos de pulverizagdo e irrigacdo
mostraram-se mais eficientes no controle da doenca. Foi verificado no presente
estudo que o estresse atribuido as plantas, ao serem arrancadas, favorece a
atuacao do patdégeno e o consequente aumento na severidade e incidéncia da
doenca.

Novos estudos sdo necessarios para identificar as substancias
responsaveéis pela atividade antifingica e o possivel potencial do extrato de jua
na inducdo de resisténcia a doencas de plantas. Estudos também devem ser
realizados para avaliar a eficiéncia do extrato em relagdo a época e

periodicidade de aplicacdo do extrato na planta.



