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Introducao

O controle quimico de pragas em plantas é o método mais utilizado por produtores, visto que plantas
de facil cultivo, como hortalicas em geral, sdo, em um alto nivel, vulneraveis a agentes fitopatogénicos.
Desta maneira, este controle ¢ a unica medida eficiente e economicamente viavel de garantir boa
produtividade e qualidade de producdo. Na mesorregido onde o IF Farroupilna Campus Panambi esta
inserido, tém-se notaveis problemas com culturas alimenticias em geral por conta do mofo (presente em
decorréncia do clima Umido — especificamente subtropical Umido), principalmente em hortalicas. A
contaminacdo deles acarreta, entdo, significativas perdas da produgdo, sendo necessario o uso de

controladores quimicos especificos.

E de conhecimento popular que agrotoxicos podem causar sérios danos aos seres humanos e ao meio
ambiente se utilizados de maneira incorreta. Como exemplo, é evidenciado em um levantamento realizado
por Zaffari e Borba (2015), que identificou que o fungicida Dithane® NT é o mais utilizado no cultivo geral
de videiras. De acordo com Preza e Augusto (2012), grande parte de seu uso é feito inadequadamente no
controle quimico de hortalicas (ao qual ndo é recomendado), pois possui grande toxicidade, sendo assim, um
risco a satde humana por se apresentar toxico em demasia. A exemplo do Dithane® NT, existem inimeros
fungicidas utilizados amplamente e com altos prejuizos a satide humana e ambiental. Sendo assim, torna-se
necessaria a busca por formas alternativas e menos danosas de controle quimico de pragas. A partir de tais
consideracGes, tomou-se a ideia de um projeto de pesquisa cujo foco é a producdo, a partir de uma planta, de
um simples e seguro extrato alcodlico — podendo ser produzido pelo préprio pequeno agricultor — capaz de
eliminar ou reduzir os efeitos destes agentes microbiol6gicos — fungos — sem acarretar danos maiores a vida

ou meio ambiente.

A proposta € a utilizacdo de uma planta local de nome cientifico Tabernaemontana catharinensis, a
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qual é conhecida popularmente como cobrina ou leiteiro de vaca, sendo uma arvore nativa do sul do
continente americano. Seu uso por benzedores e mateiros na regido das Missdes é feito hd mais de 400 anos
(encontrados em escritos jesuitas sobre plantas medicinais com base de relatos indigenas), principalmente
usada em feridas, mordidas de insetos, entre outros. Espécies de Tabernaemontana sdo bem conhecidas pela
bioproducdo de triterpenos (ZHU et al, 1990; apud GONCALVES, 2011, p. 15) — usados em fitoterapicos,
compostos vitaminicos e inseticidas — e alcaloides inddlicos, principalmente os monoterpénicos. Estes
alcaloides do tipo inddlicos monoterpénicos sdo responsaveis pela maioria das atividades farmacoldgicas
relacionadas com o género, dais quais pode-se destacar: antileishmaniose, antibacteriana (...) (VAN BEEK
et al, 1988; VIEIRA et al, 2008; FIGUEIREDO, 2005; apud GONCALVES, 2011, p. 15)

Apesar de a arvore cobrina ser nativa da regido sul-americana, ela ndo estd muito presente nas areas
de vegetacdo locais, seja urbana ou rural. Entdo, se validada a pesquisa, seria possivel estimular o seu uso

como biofungicida e, consequentemente, seu plantio, ajudando na preservacao da espécie.
Metodologia

Os procedimentos descritos foram realizados nos laboratérios de Quimica e de Microbiologia
presentes nas dependéncias do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Farroupilha, Campus
Panambi. A primeira pratica foi a producdo de dois extratos alcodlicos, sendo um feito a partir das folhas e
outro a partir da casca da cobrina, tendo o alcool etilico como solvente. Os materiais de laboratério
utilizados foram: balanca analitica, micromoinho, béquer de 250mL e um Erlenmeyer de 250mL. Os
materiais reagentes foram: folhas de cobrina, cascas de cobrina e etanol 96°GL. Iniciando o procedimento,
pesaram-se aproximadamente 3 gramas de folhas de cobrina, em uma balan¢a analitica. Em seguida, um
micromoinho foi utilizado para reduzir o tamanho das folhas de cobrina, durante aproximadamente 30
segundos. As folhas moidas foram adicionadas a um Erlenmeyer de 250mL e juntadas a aproximadamente
250mL de etanol 96°GL. O extrato feito a partir da casca de cobrina seguiu a mesma metodologia.

Como os extratos foram produzidos com a fungdo de atacar os fungos causadores de danos em
plantas, a pratica se voltou para a inoculacdo de Placas de Petri, as quais continham, previamente, um meio
de cultura especifico para o desenvolvimento de fungos (Sabouraud Dextrose Agar), permitindo assim a
proliferacdo de tais microrganismos. Para tal procedimento, foi recolhido material biolégico proveniente de
seis plantas diferentes que continham, visualmente, lesdes provocadas por fungos. No laboratorio, 0s
materiais utilizados foram: capela, luvas, tesoura e pinca, 0s quais foram previamente esterilizados com

alcool 70°GL, além de uma lamparina. Dentro da capela, com a lamparina acesa para manter o ambiente
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estéril, foi utilizada a tesoura para cortar, na planta, a parte infectada e com a pinga colocamos 0 material
biologico dentro da Placa de Petri, a fechando novamente. O procedimento foi realizado com todas as
amostras de plantas, totalizando vinte Placas de Petri inoculadas.

Analisando estas Placas de Petri inoculadas, observou-se que em todas eles ocorreu o
desenvolvimento de fungos, sendo que em cinco delas, em determinados locais das placas, a proliferacdo dos
fungos partia, visualmente, da les@o existente na planta. As placas foram identificadas e utilizadas para dar
prosseguimento as praticas, onde o objetivo passou a ser, em novas Placas de Petri, observar os efeitos, ou
ndo, dos extratos sobre o crescimento dos fungos. Sendo assim, o material de laboratorio utilizado para dois
procedimentos com esta mesma metodologia foram as 38 novas Placas de Petri j& contendo o meio de
cultura (Sabouraud Dextrose Agar), a alca de inoculagéo, a pipeta de Pasteur, a capela, a lamparina e luvas.
Os materiais reagentes utilizados foram o extrato da folha de cobrina, o extrato da casca de cobrina e
amostras de fungos.

Foram colocadas na Placa de Petri, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, algumas gotas de extrato
e, dentro da capela, com uma alca de inoculagéo, foi retirada uma amostra de fungo e inoculada tal Placa de
Petri, no lado oposto aquele em que foi colocado o extrato. O procedimento foi realizado nas 38 Placas de
Petri, alternando a amostra da qual o fungo era proveniente, o tipo e a quantidade de extrato. Para o
procedimento posterior, utilizaram-se as mesmas amostras de fungos da inoculagéo das Placas de Petri nos
dois procedimentos anteriores. Os materiais de laboratério utilizados foram: alca de inoculagdo, microscopio
otico e laminas. Com a alca de inoculacdo, colocaram-se, em cinco laminas diferentes, cinco amostras de
fungos, as quais foram observadas na lente objetiva com aumento de 40x do microscépio.

De maneira adicional, o foco dos procedimentos se voltou para os extratos produzidos. Visando uma
maior eficicia de tais produtos, além da tentativa de comprovacdo de que a cobrina tem capacidade de
inibicdo fungica, ambos os extratos foram concentrados. Para tanto, foram utilizados os seguintes materiais
de laboratorio: evaporador rotativo e proveta graduada. Tendo os extratos como materiais reagentes,
utilizou-se 50mL de cada extrato (casca e folha); o extrato foi colocado em um baldo volumétrico de fundo
redondo, acoplado a uma bomba de vacuo, estando o0 equipamento a uma pressdo de 460mmHg. A
evaporacdo do etanol presente nos extratos se deu entre 55°C e 57°C.

Dando continuidade aos testes, foram feitas novas inoculagbes em Placas Petri, com uma
metodologia dispar, se comparada as iniciais. Sendo assim, utilizaram-se 18 Placas de Petri, todas contendo
0 meio de cultura (Sabouraud Dextrose Agar). Destas 18 Placas, em duas delas foi colocado etanol 96°GL,

quatro Placas ndo receberam nenhum material, em seis Placas foram colocados os extratos da folha e da
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casca, ambos concentrados, sendo trés de cada tipo de extrato e, por fim, outras seis Placas receberam os
extratos da folha e da casca, ambos ndo concentrados, sendo trés de cada tipo de extrato. As quantidades de
extrato e alcool utilizadas foram de 1mL em cada Placa de Petri. Apds alguns dias de repouso a temperatura
ambiente, todas as 18 Placas de Petri foram inoculadas, colocando-se a amostra do fungo no centro de cada
Placa de Petri. Tais amostras de fungo utilizadas foram provenientes de uma mesma Placa de Petri, por esta
apresentar, visualmente, uma proliferacdo de tais microrganismos mais homogénea, ndo dando indicios de
contaminacgdo. De acordo com igual metodologia foi feita a Gltima pratica, desta vez inoculando-se 20 Placas
de Petri, onde duas Placas continham apenas o meio de cultura, duas Placas continham etanol 96°GL, cinco
Placas continham extrato de folha ndo concentrado, quatro Placas continham extrato de folha concentrado,
quatro Placas continham extrato de casca ndo concentrado e trés Placas continham extrato de casca

concentrado. As amostras de fungo para tais inoculacGes foram retiradas de uma mesma Placa de Petri.
Resultados e discusséo

Com a observacdo das estruturas de frutificacdo das amostras, em microscépio 6tico, foi possivel a
distincdo de dois fungos, o Rhizopus e o Alternaria (causador de moléstias em plantas), como identificado na
Figura 1.

Figura 1. Fungos identificados no tratamento de amostras Rhizopus (esquerda) e Alternaria (direita).

A partir das praticas iniciais, verificou-se a proliferacdo dos fungos em todas as Placas de Petri que
foram inoculadas, consistindo no primeiro objetivo da pesquisa, como é possivel observar-se na Figura 2(a).
Em relacdo a capacidade de inibicdo de crescimento dos fungos por parte dos extratos, observaram-se em
algumas Placas resultados positivos, onde, visualmente, a proliferacdo de tais microrganismos era freada
pela presenca do extrato. J& em outras, resultados ndo assertivos, devido a proliferacdo ter se espalhado por
toda a extensdo da Placa. Entretanto, de acordo com observacdes feitas em relacdo a testes mais recentes,

onde a metodologia foi, em partes, destoante daquela usada incialmente, foi possivel contemplar que o
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crescimento fungico se mostrou diminuido frente a presencga do extrato, como nota-se na Figura 2(b).

Figura 2. a) Inoculacdo da Amostra 5 (esquerda); b) Baixa taxa de crescimento no teste com Alternaria (direita)

Sendo assim, a partir dos testes realizados até 0 momento, ndo é possivel comprovar a eficicia dos
extratos produzidos, bem como qual extrato se apresenta de maneira mais eficiente ou qual a quantidade e
concentracdo de extrato ideal para a completa inibicdo, mas nota-se que, devido aos ultimos resultados,
existe um potencial principio ativo na Tabernaemontana catharinensis em relacdo a inibicdo de tais

microrganismos. Com a observacdo e andlise das placas, conseguimos quantificar os resultados em nimeros
e dados, evidenciados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores quantificados em relacdo a cada metodologia proposta no teste com Alternaria.

Metodologias Area média (mm?) | % Meédia das areas das Placas
Controle Negativo 3136,29 44,24
Controle Negativo + Etanol (1,5mL) 413,31 5,83
Extr. Folha (1,5mL) 86,98 1,22
Extr. Folha (2mL) 123,50 1,74
Extr. Casca (1,5mL) 159,04 2,24
Extr. Casca (2mL) 0 0
Extr. Folha Conc. (1,5mL) 130,55 1,84
Extr. Folha Conc. (2mL) 0 0
Extr. Casca Conc. (2mL) 0 0

Considerac0es finais

O trabalho buscou avaliar a eficiéncia de um fungicida natural. Até a etapa atual de execugdo do
projeto, foi possivel concluir que os extratos produzidos ainda ndo apresentaram eficacia assertiva. No
entanto, as praticas terdo continuidade com o objetivo de chegar a um resultado, em potencial, concreto.

Pesquisando a fundo sobre o tema, fora encontrado que, de acordo com BRUM et al. (2016), a DLso da
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Tabernaemontana catharinensis péde ser estimada entre 2000/5000 mg/kg, elencando-a a categoria 5, sendo
entdo, de baixa toxicidade. Isso indica que a planta, objeto de estudo, pode sim fornecer um futuro uso
adequado dos extratos, sem causar danos ao meio ambiente, assim como a satude humana, no eventual uso

destes em plantas de consumo, como hortalicas, frutas, entre outros.
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