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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar in vitro a atividade dos extratos alcodlicos de Senna alata (L.) Roxb. sobre Monosporascus
cannonballus. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com esquema fatorial 3 x 6 + 1, sendo constituido por trés
partes da planta (caule, raiz e vagem), por seis concentragoes (0,25; 0,50; 50; 75; 250; 500 ppm ) mais a testemunha, com quatro
repeticdes por tratamento. As varidveis avaliadas foram: taxa de crescimento micelial (TCM), inibi¢do do crescimento micelial (ICM)
e area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM). A concentracdo de 500 ppm foi amais eficiente, nas trés partes vegetais
avaliadas. O porcentual deinibi¢do nareferida concentragéo foi de 28,60%, 36,70% e 27,99% para caule, raiz e vagem respectivamente.
Diante dos resultados, observa-se que os extratos de S alata indicam um forte potencia de controle para o fungo Monosporascus
cannonballus.

Termos para indexacgdo: Fungicida vegetal, caule, raiz e vagem; Senna alata; Monosporascus cannonballus.

ABSTRACT

The aim of thiswork was to evaluate the activity in vitro of the ethanolic extracts of Senna alata (L.) Roxb. over Monosporascus
cannonballus. The experimental design was entirely randomized with factorial scheme 3 x 7 + 1, being constituted by three parts of
the plant (root, stalk and green bean) for six different concentrations (0.25; 0.50, 50, 75, 250,500 ppm) plus the control, with four
repeatitons for treatment. The available variables were: rate of micelial growth (TCM), inhibition of the growth micelial (ICM) and
area under the curve of the growth micelial (AACCM). The concentration of 500 ppm was the most efficient ,in the three available
vegetal parts. The percentual of inhibition in the concentration was of 28.60%, 36.70% e 27.99% for stalk, root and green bean
respectively. Before of the results, the extracts of S. alata display high control potential for Monosporascus cannonballus fungi.

Index terms: ethanolic extracts, vegetal fungicide, root, stalk, green bean, Senna alata; Monosporascus cannonballus.

(Recebido em 3 de maio de 2007 e aprovado em 14 de abril de 2008)
INTRODUCAO

A expansdo da culturado meloeiro (CucumismeloL.)
no Nordeste brasileiro, principamente nos estados do Rio
Grande do Norte e Ceara, trouxe consigo uma filosofia de
cultivo intensivo e continuo sem preocupagao com rotagoes
adequadas de culturas, o que contribuiu para o aumento de
doengas radiculares. Dentre essas doencas evidencia-se uma

certa freqliéncia o atague conjunto de vérios deles isolados
0u em associacdo (SALES JUNIOR et al., 2003).
Monosporascus cannonballus Pollack & Uecker
destaca-se como um dos principais fitopatégenos envolvidos
na complexa sindrome do colapso do meloeiro (BRUTON,
1998). Esse fungo juntamente com Acremonium
cucurbitacearum Alfaro-Garcia, W. Gams et J. Garcia-Jiménez
foram os principais responsaveis por perdas equivaentes a

sindrome denominada de ““col apso do meloeiro” ou “morte
sibita” que esta se tornando um dos fatores limitantes a
producdo dessa olericola em todo 0 mundo. Trata-se de uma
complexa sindrome, ocasionada por diversos patégenos
radiculares como fungos, bactérias e virus, ocorrendo com

40%, em apenas 15 anos, em campos de produgdo de melo
na Espanha (GARCIA-JMENEZ et &., 2000).

A presenca do referido patdgeno tem limitado a
exploragdo comercial de meloeiro em regides produtoras
no Brasil e no mundo (SALES JUNIOR et a., 2003, 2004).
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Os sintomas sdo facilmente observados nos periodos
proximos a colheita, pois o sistema radicular € comprometido,
chegando ao apodrecimento, e ao perder a funcdo, araiz
nao supre as necessidades hidricas da cultura, ocasionando
a murcha generalizada. Ao final do cultivo, pode ser
observado peritécio do fungo que apresenta um aspecto de
pontos negros, redondos que caracterizam o nome do fungo
(SALESJUNIOR et d., 2001, 2002), facilitando aidentificacio
do agente causal da doenca no campo.

Alternativas de controle como utiliza¢do de porta-
enxertos resistentes a M. cannonballus (EDELSTEIN et
a., 1999), a solarizacdo do solo, o controle bioldgico
(SALES JUNIOR et al., 2007) e a busca por novas moléculas
fungicidas eficientes vém sendo bastante estudados
(MEDEIROS ¢t d., 2006a,b).

Com relagéo ao controle biolégico, Trichoderma
spp. vem sendo utilizado como agente de biocontrole de
M. cannonballus , sendo capaz de atenuar a infecgdo
(BRUTON, 1998). Esse fato é devido a sua capacidade
competitiva, seja pelo rapido crescimento micelial ou ao
antagonismo direto, envolvendo enrolamento e penetracdo
de hifas, somado a secre¢éo de antibiéticos deletérios ao
fitopatdgeno (JEFFRIES & YOUNG, 1994).

Em se tratando do controle quimico, Cohen et al.
(1999) estudando a eficiéncia de 29 fungicidas observaram
que o mais eficiente para o controle de tal fungo foi o
Fluazinam, seguido do Kresoxim-metilico. A substancia
Tiazolidina-2,4-diona, sintetizada em laboratério, também
vem sendo eficiente no controle de isolados do Nordeste
brasileiro, sendo uma molécula de alvo especifico, pois
nao inibe o crescimento do fungo benéfico Trichoderma
spp. (MEDEIROS et &, 2006a).

O uso desses produtos pode ter, em curto prazo,
um efeito positivo para o produtor. No entanto, em longo
prazo, aém do surgimento de isolados fitopatogénicos
resistentes as substancias quimicas utilizadas, os
resultados para sociedade como um todo e para o meio
ambiente podem se tornar negativos devido a poluicdo
causada pelos residuos. Nesse contexto, termos como:
“agricultura alternativa” estimula a busca de novas
medidas de controle (STANGARLIN et al., 1999).

Pesquisas mostraram que compostos naturais
extraidos de plantas medicinais vém substituindo produtos
agricolas, no controle de doencas de plantas (CASTELLANOS
et al., 2001). Esses compostos naturais sao obtidos do
metabolismo secundario da planta, aparentemente sem
atividade na mesma (DI STASI, 1996). Dentre as espécies
com potencia antimicrobiano, Senna alata se destaca, devido
a0 grande nimero de estudos a cerca do seu potencial
medicina (IBRAHIM & OSMAN, 1995; KHAN et al., 2001;

SOMCHIT et d., 2003) e pela sua abundéncia na regido
potiguar. A espécieS. alata (L.) Roxb., pertencente afamilia
Fabaceae (APG, 1998) é provavelmente nativa do norte da
América do Sul, sendo naturaizada e cultivada desde os
Estados Unidos da América até a Argentina (IRWIN &
BARNEBY, citados por RODRIGUES et d., 2005).

Na agricultura, os extratos de S. alata podem se
constituir como uma alternativa para inibicdo de varios
microrganismos responsaveis por perdas elevadas de
diversas culturas (CHOMNAWANG et d., 2005; IBRAHIM
& OSMAN, 1995; OWOYALE et d., 2005).

Tendo em vista a crescente busca por formas
aternativas de controle de doencas de plantas e devido
aos resultados positivos com relagdo a atividade
antimicrobiana da espécie, objetivou-se, no presente
trabalho, avaliar, in vitro, o potencial de inibicdo de
crescimento do fitopatégeno M. cannonballus utilizando
diferentes concentragBes dos extratos etandlicos do caule,
raiz e vagem deS. alata que ocorrem no nordeste brasileiro.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e obtencdo dos extratos

O materia vegetal deS. alata, constituido das partes
do caule, raiz e vagem foi coletado no municipio de Rafael
Fernandes— RN e o espécime testemunho foi incorporado
a0 acervo do Herbario Dardaro de Andrade-Lima (MOSS),
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA,
Mossoré-RN). Apés a coleta, o material foi pesado e
colocado para secar em estufa de circulagéo forgada a uma
temperatura de 65°C. ApGs a secagem, o material vegetal foi
triturado até grau de p6 semifino. Os extratos das diferentes
partes do vegetal foram preparados por extracdo exaustiva
com etanol (3 x 500 mL) afrio. Apds extracdo, os extratos
etandlicos de S. alata foram concentrados em rotavapor
sob presséo reduzida. As solugdes estoques de cada parte
da planta foram preparadas a partir dos extratos dissolvidos
em etanol na concentracdo de 1000 ppm.

Obtencao do isolado Monosporascus cannonballus

O isolado fungico M. cannonballusfoi obtido pelo
método rotineiro de plaqueamento (MENEZES & SILVA-
HANLIN, 1997) a partir de plantas de meloeiro naturalmente
infectadas que apresentaram sintomas de colapso de ramas,
provenientes de fazendas produtoras de mel&o, localizadas
no municipio de Mossor6-RN. Das raizes, foram retirados
fragmentos superficiais de tecidos vegetais com sintomas
de contaminacdo. Esses fragmentos passaram por
desinfestacdo em &lcool a 70% durante 1 minuto,
hipoclorito de célcio a 1,5% durante 2 minutos e trés
lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada.
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Os fragmentos de tecidos vegetais, apos
desinfestados, foram secos em papel defiltro, esterilizados
e transferidos para placas de Petri, contendo o0 meio de
cultura BDA (batata-dextrose-agar), acrescido de 500 ppm
de estreptomicina, as quais foram mantidas a 27 °C durante
quatro dias. Posteriormente, os pontos de isolamento foram
repicados para cultivos puros, quando foi realizada a selec&o
de um isolado de M. cannonballus, cujaidentificacéo foi
confirmada por microscopia optica.

Apbs aselecdo, o isolado foi repicado em culturas
puras e incubadas em estufa (B.0.D.) a 27 °C e fotoperiodo
de 12h de dternéncia de luz.

Atividade antifungica dos extratos etandlico de Senna
alata

Discos de micédlio do fungo M. cannonballus, com
aproximadamente 6 mm de diémetro, foram retirados de
culturas com 15 dias e depositados no centro de uma placa de
Petri contendo meio BDA, ao qual adicionou-se,
individualmente, diferentes concentragbes do extrato
etandlico aivo de cada parte de S alata. As concentragdes
avaliadas foram: 0,25; 0,5; 50; 75; 250 e 500 ppm, obtidas a
partir de uma série de diluicdes da solugéo estoque de 1000
ppm. As placas de Petri foram incubadasa27° C en B.O.D eo
tratamento-controle foi constituido do meio BDA sem extrato.

O delineamento experimental utilizado foi do tipo
inteiramente casualizado, distribuidos em esquema fatorial
3x 6+ 1, sendo 3 partes da planta e 6 concentracfes de
extratos etandlicos mais a testemunha, com quatro
repeticoes.

As avaliagOes foram realizadas diariamente através
de medicdo do didmetro das colénias (média de duas
medidas perpendiculares), até o total crescimento do
tratamento-controle. As varidveis analisadas foram taxa
de crescimento micelial (TCM) em milimetro, porcentagem
dainibic&o do crescimento micelia calculado pelaformula
de Abbott (1925): ICM(%) = (T-t)*100/T, onde T € a
testemunha; t o tratamento e érea abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM), utilizando a formula:
AACCM =*((yi +yi+1)/2.d), ondey, ey,,, sdo osvalores
de crescimento da col6nia observados em duas avaliagdes
consecutivas e d, o intervalo entre as avaliagbes. Para efeito
de andlise, os dados originais da |CM foram transformados
em arcsen raiz (x + 0,5/100) e submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. Com as médias dos dados
brutos foram obtidas e sel ecionadas curvas de regressdes,
tendo as concentracBes dos extratos como variavel
independente. Modelos exponenciais, logaritimo,
quadrético e polinomiais foram testados, tendo sido

selecionados com base no coeficiente de determinagéo
(R?) e no quadrado médio do residuo (QMR). As andlises
foram realizadas pelo programa computacional Sistema para
Andlise de Variancia SISVAR (FERREIRA, 2000).

RESULTADOSE DISCUSSAO

O extrato etandlico de S alata mostrou atividade
para cada parte vegetal diante do controle micelial de M.
cannonballus, agente causador do colapso do meloeiro,
em todas as variaveis analisadas.

Houve interacdo significativa entre as concentrages
e os extratos etandlicos de diferentes partes da planta. Os
model os polinomiais foram os que melhor se adequaram em
descrever o comportamento das variaveis ICM, TCM e
AACCM em funcdo das concentractes (Figura 1.).

Paraavariavel inibicgo do crescimento micelial, houve
interagdo significativa (P=0,05) entre as concentragles e as
partes da planta. A concentragdo de 500 ppm foi a mais
eficiente, nas trés partes vegetais avaliadas. O porcentual de
inibicdo na referida concentragdo foi de 28,6%, 36,7% e 27,99%
para caule, raiz e vagem, respectivamente.

Os modelos polinomiais que melhor descreveram o
comportamento do extrato etandlico das trés partes da
plantade S alata em diferentes concentracdes, obtiveram
coeficientes de determinagéo de 88% (Caule), 97% (Raiz) e
90% (Vagem) (Figura L.A).

Em relagéo ataxa de crescimento micelial, também
houve interagdo significativa para os fatores. As médias
foram submetidas a andlise de regressdo onde se obteve
as eguactes polinomiais (Figura 1.B), as quais revelaram
coeficientes de determinag&o que variaram de 88% (Caule)
até 97% (Raiz).

O extrato etandlico da vagem foi menos eficiente
que os demais extratos com relagéo ao crescimento micelial.
Mesmo na concentracdo de 500 ppm, considerada a mais
eficiente entre as doses avaliadas para as demais partes da
planta, a taxa de crescimento micelial foi de 64,82 mm,
superior aos extratos de caule e raiz cujainibicdo foi de
64,2 mm e 56,99 mm respectivamente.

Em relagdo a varidvel area abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM), houve interacéo
significativa entre os fatores. As eguacBes polinomiais
(Figura 1.C) melhor se gjustaram dentre as testadas, pois
permitiram altos coeficientes de determinacéo para algumas
partes da planta, tais como 76% para caule, 90% pararaiz e
84% paravagem. Ta variavel explicao comportamento do
crescimento micelial do fungo durante todo o experimento
e as curvas sdo parecidas com asda TCM devido aambas
se correlacionarem positivamente, ja que se referem ao
crescimento micelial.
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Figural—A) Inibicdo do crescimento micelial (ICM), B) Taxade crescimento micelial (TCM) e C) Areaabaixo dacurva
de crescimento micelial (AACCM) de Monosporascus cannonballus em meio BDA, com diferentes concentrages do
extrato etandlico de Senna alata. UERN, Mossoré-RN, 2006.
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Véarios métodos de controle quimico tém sido
avaliados sobre M. cannonballus numa perspectiva de
alcancar um controle, com agéo eficiente e com rapidos
resultados. Os extratos de S. alata demonstraram étividade
de inibicdo sobre M. cannonbal lus estatisticamente similar
a alguns produtos quimicos avaliados em outros trabal hos,
em diferentes concentragdes. O extrato etandlico daraiz
apresentou atividade sobre a inibicdo do crescimento
micelia (ICM) na concentragdo de 500 ppm similar ao
composto quimico tiazolidina-2,4-diona, utilizado na
concentracdo de 50 ppm (MEDEIROS et &l ., 2006b). Além
desse composto, outros derivados de tiazolidina como
phenilimino-tiazolidinas vém sendo eficientes para outros
fungos de importancia agricola como Phytophthora
capsici L., Pyricularia oryzae C., Fusarium spp. e
Rhizoctonia solani K. (XU et al., 2004).

Em outros experimentos, alguns compostos
quimicos como flusufamid, paclobutrazol e oxycarboxin
foram avaliadosin vitro e também demonstraram umataxa
de inibicdo do crescimento micelial de M. cannonballus
de cerca de 40,4% para os trés compostos, valor aproximado
a0 extrato etandlico daraiz de S. alata (36,7%). Por outro
lado, outros compostos como flutriafol, polyoxin AL,
triadimenol e unicanazol ndo demonstraram o mesmo efeito
sobre M. cannonballus (COHEN et a., 1999), refletindo a
ineficiéncia de alguns produtos quimicos.

Vale sdlientar que neste trabalho aintencéo ndo foi
comparar a eficiéncia do produto quimico sintético com a
do extrato de S. alata e sim, mostrar que produtos naturais
com atividade antimicrobiana podem vir a substituir os
produtos quimicos sintéticos, no combate a
microrganismos fitopatogénicos de cultura comercialmente
importantes.

Trabalhos recentes revelaram o potencia dos
extratos de S. alata nainibicdo de diversos microrganismos,
tanto de bactérias quanto de fungos (CHOMNAWANG et
al., 2005; OWOYALE et a., 2005). Variaghes na atividade
antimicrobiana podem ocorrer entre espécies do mesmo
género. Um exemplo dessa afirmagdo foi um trabalho
realizado por Phongpaichit et a. (2004), os quais testaram
extrato metandlico bruto de folhas de S. alata contra os
fungos Microsporum gypseum e Trichophyton rubrum e
verificaram que o mesmo foi mais eficiente que extrato
semel hante de outras espécies do mesmo género. Segundo
0s autores, observacGes microscopicas revelaram que as
hifas e macroconidios dos fungos tratados com o extrato
foliar de S. alata apresentavam-se enrugados e
colapsados, podendo-se inferir a essas caracteristicas uma
possivel liberagdo do conteldo celular. Trabalhos mais
recentes confirmam a eficiéncia de extratos metandlicos de

S. alata contra fungos de diversas espécies, como:
Microsporum canis; Blastomyces dermatitidis;
Trichophyton mentagrophytes; Candida albicans e
Aspergillus flavus (MAKINDE et al., 2007).

E importante enfatizar que a atividade pode se
mostrar diferenciada devido a localizag&o e influéncias
ambientais, as quais as plantas estdo submetidas, além de
outros fatores como variag8o genética, utilizagdo de
diferentes métodos de extragdo, pH e a temperatura
(RANGANATHAN & BALAJEE, 2000). Obviamente, 0 uso
de diferentes concentragdes pode interferir navariago de
resultados obtidos em diferentes experimentos (SOMCHIT
et a., 2003) e vérios trabalhos demonstraram a eficécia da
utilizac8o de concentragBes mais elevadas do extrato das
diferentes partes de S. alata, no controle de
microorganismos (KHAN et a., 2001; RANGANATHAN
& BALAJEE, 2000; SOMCHIT et a., 2003). No entanto,
igual enfoque deve ser dado a presenca de metabdlitos
secundarios na planta para explicar a atividade
antimicrobiana. De acordo com a literatura, 0s compostos
responsaveis pela atividade antimicrobiana de S. alata séo
os flavondides glicosideos e compostos antraguindnicos
(ORDONEZ et al., 2004). Nos extratos aquoso e alcodlico
foram identificados outros compostos secundérios como
taninos e quinonas, que sdo produzidos pela planta em
respostas a algum tipo de estresse ou atague microbiano
(PEREZ et al., 2005).

CONCLUSAO

Assim, os extratos alcoolicos de S. alata
apresentam-se como uma alternativa de controle para M.
cannonballus, ja que a taxa de inibi¢do alcancada se
aproximou ou foi mais eficiente que alguns produtos
quimicos utilizados com freqiiéncia em campo. Com isso,
sua aplicacao em campo pode permitir um controle eficiente
com um custo econémico muito baixo e, principa mente,
sem prejudicar 0 meio ambiente, tendo em vista ser um
produto natural e biodegradavel. Por isso, futuros ensaios
em casa de vegetacdo utilizando concentragbes iguais ou
superiores a 500 ppm serdo necessarios para avaliar melhor
aatividade antifingicade S. alata.
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