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RESUMO: A crescente demanda por alimento e o uso abusivo de agrot6xicos no
manejo de pragas vém impactando o meio ambiente de forma negativa, sendo ne-
cessario o desenvolvimento de métodos de controle alternativos. Assim, o uso de
plantas medicinais pode atuar como um controle alternativo aos agrotdxicos am-
plamente utilizados para o controle de doencas de plantas. Os cultivos de mandio-
ca e trigo sdo de grande relevincia economica, sendo que a bacteriose provocada
por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, e o fungo Fusarium graminearum,
sdo os fitopatogenos de maior importincia para essas culturas, respectivamente. O
estudo teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano de extratos de Coix
lacryma-jobi frente a X. axonopodis pv. manibotis e F. graminearum. Para avaliar a
atividade antimicrobiana in vitro dos extratos etandlicos das folhas e das sementes
foram utilizados os testes de difusdo em dgar e o teste de diluicio em dgar. O extrato
etandlico das folhas e das sementes de C. lacryma-jobi apresentou atividade anti-
fangica contra E graminearum quando utilizados na concentragao de 1,5 mg/mL.
Porém, nao foi observada atividade antibacteriana dos extratos frente X. axonopodis
pv. manibotis.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY IN THE EXTRACTION OF
Coix Lacryma-Jobi ON Xanthomonas axonopodis PV.
Manihotis AND Fusarium graminearum

ABSTRACT: Increasing demand for food and the abuse in pesticides in the manage-
ment of pests have negatively influenced the environment, with urgent need for al-
ternative control methods. The use of medicine plants may be an alternative control
to pesticides widely used for the control of plants “ diseases. Manioc and wheat are
economically relevant plants. Bacteriosis caused by Xanthomonas axonopodis pv.
Manihotis and the fungus Fusarium graminearum are important phytopathogens,
respectively, for their two cultures. Current studies evaluates the antimicrobial po-
tential of Coix lacryma-jobi extracts when compared to X. axonopodis pv. maniho-
tis and F. graminearum. So that the in vitro antimicrobial activity of ethanol extracts
of leaves and seeds could be evaluated, agar diffusion tests and agar dilution test
were employed. Ethanol extract of the leaves and seeds of C. lacryma-jobi provided
anti-fungus activity against F. graminearum when in concentration 1.5 mg/mL. How-
ever, there was no antibacterial activity in extract when compared to X. axonopodis
pv. manibotis.

KEY WORDS: Manioc bacteriosis; Fusariosis; Indian beads.
INTRODUCAO

As plantas medicinais sio antigas aliadas no tratamento de doencas
em todo o mundo (SANTIC et al., 2017). Na busca para minimizar os efeitos
negativos dos agrotoxicos, muitas pesquisas desenvolvem métodos alternativos aos
produtos quimicos para controlar doengas de plantas que incluem a inducio de
resisténcia (PARKER, 2009) e o uso de produtos naturais a base de algas marinhas,
plantas medicinais ou cogumelos com atividade direta sobre o crescimento de
microrganismos (PAULERT et al., 2009). Assim, metabolitos secunddrios de vegetais
sdo testados quanto ao potencial de protecio das plantas frente a bactérias ou fungos
fitopatogénicos (BARROS; ADORIAM; KOBAYASTI, 2013).

A utilizacao de produtos naturais, como extratos vegetais e 6leos essenciais,
obtidos a partir de plantas medicinais, pode ser um método alternativo aos produtos
quimicos para o controle de fitopatogenos (SOUZA et al., 2009; ARAUJO et al.,
2013). Estes produtos naturais quando comparados aos agrotdxicos tradicionais
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apresentam menor risco de contaminagio aos consumidores € a0 meio ambiente
(DUKEet al., 2010). Além disso, podem surgir fitopatogenos resistentes as substancias
quimicas utilizadas no campo, sendo necessaria a busca por novas substancias com
propriedades antimicrobianas (DUKE et al., 2010).

A planta medicinal Coix lacryma-jobi L. pertence a familia Poaceae e
¢ conhecida popularmente como ldgrima-de-nossa-senhora, ¢ uma herbicea
origindria da Asia tropical e naturalizada em quase todo o Brasil (LORENZI; MATOS,
2008). Esta planta é muito utilizada como fonte de alimento humano (KUTSCHERA;
KRASAEKOOPT, 2012) e bastante utilizada na medicina popular hd vérios séculos
como diurética e para combater doengas reumdticas aliviando inflamagoes, dores e
espasmos, controlar a febre e infeccoes causadas por bactérias e micoses, e também
regular o sistema enddcrino feminino (LORENZI; MATOS, 2008; CHEN et al., 2011;
MANOSROI et al., 2016).

Coix lacryma-jobi possui acdo comprovada cientificamente contra muitos
tipos de doenga, fato este atribuido aos seus inimeros componentes biologicamente
ativos com diferentes atividades farmacoldgicas (KUO et al., 2002; CHEN et al., 2011;
MANOSROI et al., 2016) e com atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos
frente bactérias e fungos (DAS et al., 2017).

Muitos compostos encontrados em C. lacryma-jobi tém sido isolados e
identificados, entre estes pode-se citar os compostos fenélicos como o eriodictiol,
0 4cido p-cumdrico (HUANG et al., 2009) e as lignanas (KUO et al., 2002), além
do p-hidroxibenzaldeido, a vanilina, o siringaldeido, o trans-coniferilaldeido,
o sinapaldeido, e o coixol (CHEN et al., 2011). Outros compostos, como a
coixinden A e a coixinden B, também foram identificados a partir do extrato de
plantulas estioladas, sendo que a primeira molécula possui uma ampla atividade
antimicrobiana contra bactérias, leveduras e fungos, e a segunda apenas contra
bactérias, fato este provavelmente explicado pelo grupamento acetila presente em
coixinden B (ISHIGURO et al., 1993).

O cultivo da mandioca, Manihot esculenta (Crantz), ¢ de grande relevancia
economica como principal fonte de carboidratos para milhdes de pessoas,
essencialmente nos paises em desenvolvimento (AGRE et al., 2017). As principais
limitacoes agricolas do cultivo de mandioca estao associadas a utilizagao de processos
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produtivos de baixa tecnologia, bacterioses e a ocorréncia de inseto-praga (AQUILES,
2014; SANDINO et al., 2015). A bacteriose, causada pelo agente Xanthomonas
axonopodis pv. manibotis, constitui a principal doenca da cultura, sob condicoes
climiticas favoraveis de temperatura e umidade a doenca pode adquirir grande
expressao economica, levando a perdas totais (ALMEIDA; FUKUDA, 2010; SANDINO
et al., 2015). Trata-se de uma doenca que nio tem controle quimico, de modo que
a principal forma de controle é por meio da utilizacio de variedades melhoradas
resistentes a doenca (ALMEIDA; FUKUDA, 2010).

O trigo (Triticum aestivum L.) também é uma cultura de grande importancia,
sendo o segundo cereal mais produzido no mundo (CONAB, 2017). Seu cultivo pode
ser acometido por doencas de origem fungica, entre elas, a fusariose, sendo causada
principalmente pela espécie Fusarium graminearum, entretanto outras espécies do
mesmo género podem causar tal doenca que ¢ uma das mais importantes doencgas
da cultura do trigo no mundo (SANTOS et al., 2010; CAMARGO; MORAES; MENTEN,
2017). Além de reduzir a produtividade, os grios infectados podem ser tdxicos para
humanos e animais devido a presenca de micotoxinas (SANTOS et al., 2010).

Baseando-se na busca de produtos alternativos e eficientes, como 0s extratos
de plantas medicinais, para o controle do crescimento de microrganismos, este
trabalho teve como objetivo testar o potencial antibacteriano e antifingico, in vitro,
do extrato etandlico de folhas e de sementes de C. lacryma-jobi frente a bactéria X.
axonopodis pv. manihotis e ao fungo F. graminearum; e comparar a eficiéncia do
extrato preparado a partir das folhas e sementes.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Micologia Aplicada
e Plantas Medicinais do Departamento de Ciéncias Agronomicas da Universidade
Federal do Parand (UFPR), Setor Palotina. As folhas e sementes de ldgrima-de-nossa-
senhora (Coix lacryma-jobi 1.) foram coletadas no horto de plantas medicinais do
setor, lavadas abundantemente com 4gua corrente para a remogao das impurezas e
secas em estufa por 48 horas a 40 °C, sendo posteriormente trituradas separadamente
até a obtencio de um p6 fino (CARLINI; MENDES, 2012). Uma exsicata de C. lacryma-
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jobi L. esta depositada sob o nimero 85366 no Herbario UPCB do Departamento de
Boténica da UFPR.

Os extratos foram preparados com 400 mL de etanol utilizando o
sistema Soxhlet com as folhas (10 g) ou com as sementes (35 g) com duragio de
aproximadamente 8 horas para cada espécie, totalizando cinco ciclos completos no
extrator (AJITH; JANARDHANAN, 2015). O solvente foi evaporado em um evaporador
rotativo a 45 °C e 100 rpm, obtendo-se ao final os extratos brutos (VALGAS et al.,
2007).

Para o teste de atividade antibacteriana foi utilizado o método de difusio
em 4gar, sendo que os extratos de folhas e sementes foram testados frente a bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. manibotis, sob as concentracdes de 1,2; 2,5; 5,0;
e 10,0 mg/mL. Ambos os extratos brutos foram previamente solubilizados com
dimetilsulféxido (DMSO) (KLAUS et al., 2015). Para o controle negativo foi utilizada
dgua destilada estéril acrescida de DMSO.

Para a obtengao de colOnias ativas, as bactérias foram crescidas em caldo BHI
(brain beart infusion) por 18 horas, depois semeadas em placas de Petri contendo
agar Mueller-Hinton e foram incubadas em estufa, a uma temperatura de 28 °C,
por um periodo de 18 a 24 horas. Para utilizacio no teste, o indculo foi ajustado,
onde 3 a 5 colonias foram selecionadas com uma al¢a e suspensas em uma solugio
salina 0,9%, comparando-se a turbidez ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland, que
corresponde a concentracao de 1,0x10° UFC/mL (JORGENSEN; FERRARO, 2009).

Para o plaqueamento, um “swab” de algodio estéril foi imerso na suspensio
bacteriana e o material foi espalhado na superficie das placas de Petri (com 90 mm
de didmetro, de vidro borosilicato) contendo dgar Mueller-Hinton, formando um
tapete bacteriano. Em cada placa, com o auxilio de um cortador estéril, foram feitos
cinco pogos e foram adicionados 40 ul de cada uma das quatro concentragoes de
extrato, descritos anteriormente € o controle negativo. As placas foram incubadas
a 28 °C = 2 °C e a leitura nas placas foi realizada entre 18 e 24 horas, a partir da
medi¢ao do diametro dos halos de inibi¢ao, com auxilio de uma régua (em cm). Os
experimentos foram realizados em duplicata com trés repeticoes em cada.

Para verificar a atividade antifingica de C. lacryma-jobi através do teste de
diluicio em dgar (CLSI, 2012), os extratos provenientes das folhas e sementes foram
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testados frente o fungo F. graminearum. O fitopatdgeno foi testado utilizando os
extratos nas concentragoes de 0,2; 0,5; e 1,5 mg/mL.

O teste foi conduzido utilizando o dgar batata dextrose (BDA) acrescido
das diferentes quantidades dos extratos brutos das folhas e sementes previamente
solubilizados com DMSO. Para o controle negativo, foi utilizado apenas o meio BDA
acrescido de DMSO, sem adicio dos extratos vegetais. Os meios de cultura foram
esterilizados e vertidos em placas de Petri, sendo, em seguida, depositado um disco
micelial de 5 mm de didmetro no centro de cada placa. As placas de Petri foram
mantidas em estufa a 28 °C =+ 2 °C no escuro.

A avaliacio do crescimento micelial foi realizada a cada 48 horas durante 7
dias ou até o fungo completar todo o didmetro da placa de Petri, sendo mensurado
o didmetro da colonia (cm) em sentidos perpendicularmente opostos. Para cada
concentracao do extrato, foram realizadas cinco repeticoes.

Os dados obtidos, com o teste de dilui¢gio em Agar, foram submetidos a
andlise de variancia. As médias entre os diferentes tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas
no Programa Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do teste de difusdo em dgar frente a X. axonopodis pv. manihotis
foi possivel observar que os extratos etanélicos das folhas e das sementes de C.
lacryma-jobi nio inibiram o crescimento da fitobactéria, nio existindo a formacio
do halo de inibicio do crescimento ao redor das concentracoes dos extratos. No
entanto, a atividade antibacteriana de extratos vegetais sobre X. axonopodis pv.
manibotis foi descrita por outros estudos, quando utilizado o extrato aquoso de
circuma (Curcuma longa), que inibiu em até 20% o crescimento desta fitobactéria
(KUHN et al., 2000). Da mesma forma, as tinturas de Lippia alba, L. sidoides e os
6leos essenciais de Rosmarinus officinalis e Cinnamomum zeylanicum apresentam
atividade in vitro aos isolados de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (VIGO et
al., 2009). Demonstrando, desta forma, ser possivel inibir o crescimento bacteriano,
inclusive o da espécie estudada, utilizando extratos de plantas medicinais.

Muitos estudos tém avaliado o potencial antimicrobiano de extratos e
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6leos essenciais de plantas medicinais e, com isso, sio descritas substincias que
podem auxiliar no controle de fitobactérias (SCHWAN-ESTRADA, 2009). Embora nio
se tenha observado a influéncia do extrato de C. lacryma-jobi sobre a bactéria X.
axonopodis pv. manibotis, em outro estudo foi detectado que o extrato metanélico
de mudas estioladas desta mesma planta apresentou atividade antibacteriana contra
Bacillus subtilis ISHIGURO; OKAMOTO; SONODA, 1993). Esta diferenca pode estar
associada a estrutura da parede celular das bactérias, onde Xanthomonas é Gram-
negativa e apresenta uma parede celular mais complexa, prevenindo ou dificultando
a perda de proteinas e o acesso de algumas substincias, como os antibidticos
(LOGUERCIO et al., 2005). O extrato em cloroférmio das folhas de C. lacryma-jobi
apresentou atividade antibacteriana frente bactérias de importancia clinica como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae na
concentragao de 800 ug/mL (DAS et al., 2017).

Quando os extratos vegetais foram incorporados ao meio BDA e testados
frente ao fungo Fusarium graminearum, as menores concentracoes dos extratos
(0,2 e 0,5 mg/mL) nao inibiram o desenvolvimento micelial, pelo contrario, apos
trés e cinco dias de crescimento, estimularam a formacio do micélio em relagio ao
controle negativo. No sétimo dia de crescimento, o fungo ja ocupava toda a placa de
Petri, tanto para o controle, quanto para os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito dos extratos etandlicos de folhas e sementes de Coix lacryma-jobi L. sobre
o crescimento micelial de Fusarium graminearum ap06s trés, cinco e sete dias de incubagio

Extratos etan6licos 3° dia 5° dia 7° dia

Medida do diametro do micélio do fungo em cm

Folhas 0,2 mg/mL 2,54 ¢ 6,70 a 9,00 a
Folhas 0,5 mg/mL 3,042 6,96 a 9,00 a
Folhas 1,5 mg/mL 2,962 490 ¢ 582b
Sementes 0,2 mg/mL 2,74b 6,70 a 9,00 a
Sementes 0,5 mg/mL 2,74b 6,90 a 9,00a
Sementes 1,5 mg/mL 2,942 470 ¢ 5,58 b
Controle negativo 2,14d 5,98 b 9,00 a

*Médias entre os diferentes tratamentos foram comparadas entre si dentro da mesma coluna pelo
teste Tukey 5%.
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Da mesma forma, observou-se que no terceiro dia de crescimento, mesmo
utilizando uma concentragio trés vezes maior (1,5 mg/mL), ambos os extratos au-
mentaram o crescimento micelial do fungo. No entanto, a partir do quinto dia até
o sétimo dia de crescimento, os extratos etanolicos das folhas e das sementes na
concentracio final de 1,5 mg/mL inibiram significativamente o crescimento de F
graminearum em comparacio ao controle negativo (Figura 1).

Figura 1. Teste de diluigio em dgar do extrato etandlico de C. lacryma-jobi, no sétimo dia de incu-
bagio, sendo A. Controle negativo; B. Extrato das folhas (1,5 mg/mL); C. Extrato das sementes (1,5
mg/mL), frente ao fitopatdgeno F. graminearum.

O efeito estimulatorio sobre fungo E graminearum foi observado neste es-
tudo em concentracoes baixas (0,2 e 0,5 mg/mL), tanto para o extrato de sementes
como para folhas. Tal estimulo pode ser explicado devido a presenca de substancias
no extrato vegetal testado, que favorecam o crescimento e o desenvolvimento dos
fitopatdgenos, como carboidratos e proteinas, que podem ser utilizados como fonte
de nutrientes (DAS et al., 2017), assim como observado para os extratos metan6licos
das espécies Tilia cordata, Sambucus nigra, Jatropha curcas, Coix lacryma-jobi e
Cunara scolymus, que estimularam a germinacio de uredinidsporos do fitopato-
geno Phakopsora pachyrbizi (BORGES et al., 2013). O mesmo fato foi verificado
quando utilizado o extrato aquoso de coentro (Coriandrum sativum) frente ao fun-
go Fusarium verticillioides, demonstrando que a adicdo deste extrato estimulava a
producio de conidios deste fungo; entretanto, quando utilizado o extrato aquoso de
pimenta-do-reino (Piper nigrum) foi relatada a inibicao na producio destes conidios
(BARROS; ADORIAM; KOBAYASTI, 2013).
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Os extratos metanolicos da espécie C. lacryma-jobi inibiram o crescimento
in vitro de Aspergillus ochraceus (SOUZA et al., 2009), corroborando com os re-
sultados apresentados neste estudo para a concentracio maxima de extratos de C.
lacryma-jobi. Essa inibicio do crescimento ou da germinagdo de esporos indica a
presenca de substancias na planta que possuem ac¢io antifiingica.

Pesquisas desenvolvidas com o extrato bruto ou 6leo essencial obtidos a
partir de plantas medicinais indicam seu potencial no controle de fungos fitopato-
genicos, tanto por sua agdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a
germinagdo de esporos, quanto pela a¢io de fitoalexinas indicando a presenca de
compostos com caracteristicas de elicitores, ou seja, substancias capazes de ativar
ou induzir qualquer resposta de defesa da planta (ROZWALKA et al., 2008; VENTU-
ROSO et al., 2011).

Os metabolitos secundarios produzidos podem ser armazenados em toda
a planta ou em diferentes orgaos vegetais, como flores, folhas, raizes, sementes,
variando conforme a espécie. Neste trabalho, comparou-se a atividade fungit6xica
direta do extrato etanélico de folhas e de sementes de C. lacryma-jobi, frente ao fun-
go fitopatogénico E graminearum e nio houve diferenca estatistica significativa en-
tre a inibicao do crescimento micelial do fungo pelo extrato etanélico de folhas do
extrato etanolico de sementes de C. lacryma-jobi, indicando que a(s) substancia(s)
responsdvel(eis) pela atividade antimicrobiana pode(m) estar presente(s) tanto nas
folhas, quanto nas sementes desta planta, assim como em outros 6rgaos vegetais nao
abordados neste estudo.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos de folhas e sementes de Coix lacryma-jobi frente a fitobactéria
Xanthomonas axonopodis pv. manibotis nio exerceram atividade antibacteriana.
No entanto, resultados promissores no controle do fungo F. graminearum foram
observados, visto que apresentaram atividade antiftingica quando utilizados na con-
centragao 1,5 mg/mL.
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