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RESUMO

A mancha bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, € uma
das principais doengas do maracujazeiro no Estado do Para, sendo sua elevada
incidéncia favorecida pelas condi¢gdes climaticas locais. Extratos de plantas
medicinais tém sido utilizados com resultados promissores no controle de
fitopatdégenos e, por esse motivo, essa pesquisa avaliou a atividade antibacteriana
de extratos alcodlicos de Senna alata sobre o crescimento in vitro de X. axonopodis
pv. passiflorae e na redugao da bacteriose em casa de vegetacéo. Os extratos foram
obtidos de folhas e vagens de S. alata. In vitro, os extratos foram incorporados ao
meio 523 a 1%, e em seguida depositadas aliquotas de 100uL da suspensao
bacteriana e espalhadas nas placas com algca de Drigalski. As placas foram
incubadas por 48h, a 28°C, com delineamento experimental inteiramente
casualizado. Foram realizadas contagens das Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC) nas placas. In vivo, foram aplicados extratos, a 1%, em plantas de
maracujazeiro trés dias antes da inoculagdo do patégeno. Em ambos os ensaios
utilizou-se oxicloreto de cobre como tratamento controle. Extrato de folhas de S.
alata inibiu 14,94% do crescimento bacteriano em maracujazeiro, enquanto
oxicloreto de cobre inibiu 100%. Nossos estudos revelaram que extrato de vagens
de S. alata e oxicloreto de cobre reduzem, significativamente, a severidade da
doenga em plantas de maracujazeiro em 37,82% e 44,0%,respectivamente.
PALAVRAS-CHAVE: controle alternativo, Passiflora edulis, Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Senna alata L. Roxb. EXTRACTS AGAINST
BACTERIAL STAIN OF PASSION FRUIT TREES

ABSTRACT

The bacterial spot, caused by Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, is one of the
major diseases of passion fruit trees in the State of Para, and its high incidence is
favored by local climatic conditions. Extracts of medicinal plants have been used with
promising results in the control of phytopathogens and, for this reason, this research
evaluated the antibacterial activity of alcoholic extracts of Senna alata on the in vitro
growth of X. axonopodis pv. passiflorae, and in the reduction of bacteriosis in green
house conditions. The extracts were obtained from leaves and pods of S. alata. In
the studies In vitro, the extracts were incorporated into 523 medium, with
concentration of 1%, and then 100 uL aliquots of the bacterial suspension were
plated and spread in Drigalski loop plates. The plates were incubated during 48h, at
28°C, with a completely randomized experimental design. The Colony Forming Units
(CFU) were counts on the plates. In vivo, extracts with concentration of 1% were
applied in passion fruit plants three days before to pathogen inoculation. In both
trials, copper oxychloride was the control treatment. Senna alata leaves extract
inhibited 14.94% of bacterial growth in passion fruit plants, while copper oxychloride
inhibited 100%. Our studies revealed that S. alata pods extract and copper
oxychloride reduced significantly the severity of the disease in passion fruit plants in
37.82% and 44.0%, respectively.

KEYWORDS: alternative control, Passiflora edulis, Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae.

INTRODUGCAO

A mancha bacteriana, conhecida também por bacteriose ou morte precoce do
maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa), é causada por Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae. Surtos severos dessa doenga comprometem seriamente
a cultura, causando elevados prejuizos aos agricultores por inviabilizar seus cultivos
(SAO JOSE et al., 2011). Nesse contexto, os extratos vegetais com potencial
antimicrobiano poderdo contribuir como uma das estratégias de controle de
fitopatdgenos, haja vista que o uso indiscriminado de antibiéticos pode favorecer o
aparecimento de populacbes resistentes de bactérias, contribuindo para a
ineficiéncia de controle dos produtos atualmente no mercado (ISHIDA & HALFELD-
VIEIRA, 2009; MELO et al., 2016).

O uso de extratos de plantas medicinais € conhecido ha séculos no
tratamento de patologias humanas (ASSIS JUNIOR et al.,, 2013), devido
principalmente a acao antimicrobiana conferida por metabdlitos secundarios,
presentes em diferentes extratos de plantas medicinais (PACHECO et al., 2015).
Posteriormente, o seu emprego se estendeu, também, para o controle de doengas
de plantas por apresentarem potencial contra fitopatégenos, tornando-se uma
alternativa promissora para reduzir o uso de agrotéxicos na agricultura (SANTOS et
al., 2013).

Senna alata L. Roxb. também conhecida como alcapulco, fedegosao,
mangerioba-do-para, mata-pasto-grande, mangerioba-grande e fedegoso-gigante é
uma espécie daninha pertencente a familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpinioideae, e apresenta propriedades medicinais, que lhe conferem indicacao
para tratar diversas doencas, dentre elas, anemia, congestao do figado, febre tiféide,
herpes, infecgéo e infestacdo da pele por bactérias e fungos (PLANTAMED, 2016).
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Essa espécie é frequentemente encontrada nas pastagens em processo de
degradacao da regiao amazénica, sendo que, os estudos fitoquimicos evidenciaram
em suas folhas, diferentes classes quimicas, destacando-se, acidos graxos,
alcaléides e compostos fendlicos, como antraquinonas, cumarinas, flavondides,
saponinas e taninos (RODRIGUES et al.,, 2009). O alcaloide inddélico dimérico
presente nas folhas de S. alata possui uma excelente atividade analgésica e
antiinflamatéria (MACEDO et al., 2016). Por essas caracteristicas, desponta entre as
espécies com grande potencial antimicrobiano. Trabalhos tém demonstrado o
potencial antifungico do extrato alcodlico de S. alata em importantes fungos
fitopatogénicos como Myrothecium roridum, agente casual do cancro-de-mirotécio
em meloeiro (MEDEIROS et al., 2011), Fusarium oxysporum, agente causal da
fusariose do meloeiro (MEDEIROS et al., 2012), Aspergillus niger (OGUNJOBI &
ABIALA, 2013), Monosparacus cannonballus agente causal do colapso do meloeiro
(VIANA et al., 2008), Curvularia sp. e Xanthomonas campestris pv. citri
(TAVENOOTH, 2016).

Quando comparados aos produtos sintéticos, os extratos vegetais oferecem
vantagens porque geram compostos secundarios menos toxicos, que degradam com
maior facilidade no ambiente e atuam de forma ampla além de serem derivados de
recursos renovaveis (SANTOS et al., 2013). Assim, esta pesquisa avaliou o efeito de
extratos alcodlicos de folhas e vagens de S. alata sobre o crescimento in vitro de X.
axonopodis pv. passiflorae e na reducdo da severidade da mancha bacteriana do
maracujazeiro em casa de vegetagao.

MATERIAL E METODOS

Origem, isolamento e preservagao do patégeno

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e casa de
vegetacdo da Embrapa Amazdnia Oriental, Belém, Para. O isolado de X. axonopodis
pv. passiflorae foi obtido de folhas de maracujazeiro com lesdes caracteristicas da
mancha bacteriana, provenientes do municipio de Igarapé-Agu, PA. O isolado
encontra-se preservado em agua destilada esterilizada, no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental.

Obtencao dos extratos

Para a obtencdo dos extratos vegetais, folhas e vagens de S. alata
provenientes de Tomé Acu, PA, foram transportadas para o Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental. Realizou-se a assepsia do material
pela lavagem em agua corrente, imersao em alcool (70%) por um minuto, e solugao
de Hipoclorito de sédio (NaClO) na concentragdo de 1%, por dois minutos. Em
seguida, procederam-se trés enxagues com agua destilada estéril para eliminagéo
do cloro residual. Folhas e vagens foram dispostas sobre papel toalha para absorgao
do excesso de agua. O material foi seco em estufa com circulagdo de ar forgcado, a
40°C, até peso constante e triturado em moinho elétrico para obtencdo do pé
(adaptado de PEDRAL et al., 2015).

Foram utilizados 0,8g do p6 de cada material (folhas e vagens), para 8 mL de
alcool etilico comercial, 92,8 °GL, mantidos sob agitacdo em “shaker”, a 200 rpm por
20 minutos. Em seguida, o material homogeneizado foi transferido para geladeira
por 24h. Passado esse periodo, os extratos foram centrifugados a 7.000 rpm, por 10
minutos a 4°C, e filtrados em membranas do tipo Millipore, com porosidade de
0,22um, que foram usados logo apos sua obtengdo (adaptado de AMORIM et al.,
2011).
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Ensaio in vitro

Para avaliagao da atividade antibacteriana in vitro, os extratos alcodlicos de
S. alata foram incorporados ao meio 523 (KADO & HESKETT, 1970) fundente a
55°C e 1%. Como tratamento controle utilizou-se oxicloreto de cobre, na dosagem
de 2,5g/L. Ap6s a solidificagdo do meio de cultura nas placas contendo os
tratamentos, foram depositadas aliquotas de 100 pL da suspensdo bacteriana na
concentragdo de 0,3 UA/mL, diluida em solucgéo salina NaCl 0,85% até 10° UFC/mL
e espalhada nas placas com o auxilio de uma alg¢a de Drigalski.

Como testemunha foi utilizado o meio de cultura sem os extratos. As placas
foram incubadas por 48 h a 28°C. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 4 tratamentos e 5 repetigdes. A avaliagao foi realizada através da
contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) nas placas. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de varidncia e a comparagdao das médias
realizada pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se programa
estatistico SISVAR.

Ensaio in vivo

Sementes de maracuja, cultivar Redondo amarelo (cultivar suscetivel), foram
semeadas em vasos com capacidade para 3 kg. Apos as plantas apresentarem de
duas a quatro folhas verdadeiras, um desbaste foi realizado deixando apenas uma
planta por vaso. O tratamento controle com oxicloreto de cobre foi utilizado na
dosagem de 2,5 g/L e os extratos vegetais, a 1%, diluidos com agua de torneira
obtidos como descrito anteriormente.

Todos os tratamentos foram aplicados manualmente na face inferior das
folhas até o ponto de escorrimento, trés dias antes da inoculagdo do patégeno. A
suspensao bacteriana foi obtida seguindo o mesmo protocolo do ensaio in vitro. A
testemunha foi pulverizada com agua de torneira. Apos a inoculagéo, as plantas
foram mantidas em camara umida por 24 horas.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com cinco
repeticdes (uma planta/repeticdo). A severidade da mancha bacteriana foi avaliada
aos 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias apds a inoculagdo do patdégeno. Os valores obtidos
serviram de base para o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), de acordo com SHANER & FINNEY (1977). Os dados foram submetidos a
analise de varidncia e a comparacao das médias realizada pelo teste de Scott &
Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-seo programa estatistico SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSOES

No ensaio in vitro, o oxicloreto de cobre, utilizado como tratamento controle,
inibiu 100% do crescimento bacteriano, diferindo dos demais tratamentos. O extrato
alcoolico de folhas de S. alata inibiu 14,94% do crescimento bacteriano, diferindo da
testemunha, enquanto o extrato alcodlico da vagem de S. alata apresentou resultado
similar a testemunha (Tabela 1).

Os resultados dessa pesquisa corroboram com os trabalhos de MEDEIROS et
al. (2011), que registraram que todos os extratos de partes vegetais de S. alata
foram eficientes em inibir o crescimento micelial de Myrothecium roridum, agente
casual do cancro-de-mirotécio em meloeiro. O extrato alcodlico da vagem promoveu
maior inibigdo do crescimento de M. roridum, seguido do extrato de raiz e caule.
Similarmente, OGUNJOBI & ABIALA (2013) evidenciaram a eficiéncia do extrato
aquoso de S. alata contra Aspergillus niger. Extratos alcodlicos de diferentes partes
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de S. alata também foram testados no controle do crescimento micelial de Fusarium
oxysporum em meloeiro (MEDEIROS et al., 2012), os autores confirmaram que
todas as partes testadas foram eficazes no controle da fusariose sendo que, os
extratos de raiz e vagens foram os mais eficientes para inibir o crescimento micelial
do patégeno, além do extrato de caule que, também, mostrou-se eficiente.

TABELA 1. Efeito de oxicloreto de cobre, extratos alcodlicos de folhas e vagens de
Senna alata, in vitro, sobre o crescimento de Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae.

Tratamentos UFC? % de controle em relagéo a
testemunha
Oxicloreto de cobre 0,00c® 100
Extrato de folhas de S.alata 84,20 14,94
Extrato de vagens de S.alata 94,60° 4,44
Testemunha 99,002 -

aUFC = Unidade Formadora de Col6nia."Médias seguidas de mesma letra na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Scott &Knott 5% de probabilidade. CV = 8,30%.

Pesquisas tém concluido que diferentes extratos vegetais e 6leos essenciais
inibem o crescimento de bactérias fitopatogénicas. AMORIM et al. (2011) detectaram
atividade antimicrobiana no extrato de gengibre {Zingiber officinale (Willd.) Roscoe} e
de dleos de citronela {Cymbopogon nardus (L.) Rendle} e cravo (Caryophyllus
aromaticus L.), que foram capazes de inibir o crescimento de Ralstonia
solanacearum em todas as concentragcdes testadas, com destaque para o 6leo de
cravo, seguido pelo extrato de gengibre.

Para Xanthomonas campestris pv. campestris, patdgeno responsavel pela
podriddo negra das cruciferas, DIDWANIA et al. (2013) avaliaram a atividade
antibacteriana de extratos de plantas de cebola de cabeca (Allium cepa L.), nim
(Azadirachta indica A. Juss) e cravo de defunto (Tagetes erecta L.), que mostraram
boa atividade antibacteriana na concentragédo de 50%.

O efeito bactericida de 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare L.) e
tomilho (Thymus vulgaris L.) sobre Xanthomonas albilineans, causadora da doenga
escaldadura das folhas em cultivares de cana-de-acucar, foi avaliado por RAMOS et
al. (2012), que verificaram consideravel atividade antibacteriana desses sobre o
patdgeno,que foram utilizados com uma concentragdo minima inibitéria (CMI) de
7,81 pL/mL.

No ensaio in vivo desta pesquisa, verificou-se que o oxicloreto de cobre e o
extrato de vagem de S. alata reduziram a severidade da mancha bacteriana do
maracujazeiro em 44,0% e 37,82%,respectivamente, diferindo da testemunha e nédo
diferindo entre si (Tabela 2).

Trabalhos tém demonstrado a eficiéncia do oxicloreto de cobre no controle de
bacterioses de plantas. ISHIDA & HALFELD-VIEIRA (2009) relataram que o
oxicloreto de cobre proporciona bom controle da bacteriose do maracujazeiro.
JUNQUEIRA et al. (2011) observaram que os produtos, Cuprozeb® (oxicloreto de
cobre + mancozeb), acibenzolar-S-metil - ASM, Agro-mos®, Fosfito de potassio,
fosetyl-Al, Gesso agricola e CPAC-GE reduziram a severidade da bacteriose em
campo.
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TABELA 2. Efeito de oxicloreto de cobre, extratos alcodlicos de folhas e vagens de
Senna alata no controle da mancha bacteriana (Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae).

Tratamentos AACPD? % de controle em relagao a
testemunha
Oxicloreto de cobre 121,82b° 44,00
Extrato de vagens de S.alata 135,28° 37,82
Extrato de folhas de S.alata 207,532 4,60
Testemunha 217,55° -

28AACPD = érea abaixo da curva do progresso da doenca."Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott &Knott 5% de probabilidade. CV =
36,82%.

No presente trabalho, observou-se que o extrato de vagens de S. alata
reduziu a severidade da doenga e nao diferiu do tratamento controle, o que indica
que o extrato estudado pode ser uma alternativa viavel ao uso do oxicloreto de cobre
no controle mancha bacteriana do maracujazeiro. Outros extratos vegetais como os
extratos aquosos de nim (Azadirachta indica), eucalipto citriodora {Corymbia
citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson} apresentaram potencial de redugéo da
bacteriose em maracujazeiro (BULHOES et al., 2012), demonstrando que os
principios ativos presentes nos extratos de plantas medicinais podem além de inibir
o desenvolvimento de fitopatégenos, reduzir a severidade de doengas bacterianas.
SIMEON & ABUBAKAR (2014) estudaram os extratos de nim (Azadirachta indica),
folhas de eucalipto (Eucalyptus citrodorus L.), grama de limao (Cymbopogon citratus
Stapf), bulbo de alho (Allium sativum Linn.), gengibre (Zingiber officinale), babosa
{Aloe vera (L.) Burm. f.} e o sal de bérax no manejo da podriddo mole em batata,
verificando que os extratos de grama de limao, alho, babosa, nim e o sal de bdrax
promoveram efeito inibitério sobre Pectobacterium spp.

Assim como os extratos, os Oleos essenciais de plantas medicinais também
apresentam efeito antimicrobiano. SILVA et al. (2012) verificaram que os 6leos
essenciais de eucalipto (Corymbia citriodora) e laranjeira {Citrus sinensis (L.)
Osbecke} reduziram significativamente a severidade da podriddo mole em alface
em casa de vegetagdo e nado diferiram do Mycoshield®, fungicida utilizado como
tratamento controle.

Existem na literatura inumeras pesquisas demonstrando a eficiéncia, in vitro,
de extratos vegetais sobre diversos fitopatdégenos, no entanto, sdo poucos os relatos
do efeito desses extratos aplicados diretamente em plantas para avaliar a reducao
da infestacdo desses fitopatdégenos (AMORIM et al., 2011). No presente trabalho, o
extrato alcodlico das vagens de S. alata apresentou um bom desempenho no ensaio
in vivo, reforcando o potencial desse extrato para ser inserido como mais uma
ferramenta de controle e manejo integrado da doenga em cultivos amazonicos. Além
disso, 0 uso desse extrato no controle da bacteriose caracteriza-se como um método
alternativo podendo minimizar os impactos ambientais, preservar a saude humana e
contribuir de forma significativa para uma produgéao agricola sustentavel.

CONCLUSAO
O extrato alcoodlico de folhas de S. alata promove inibicdo do crescimento
bacteriano in vitro, enquanto, o extrato alcodlico de vagens reduz a severidade da
mancha bacteriana do maracujazeiro em casa de vegetagao.
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