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RESUMO

LUCAS, Gilvaine Ciavareli. Oleos essenciais no controle da mancha
bacteriana do tomateiro. 2009. 93 p. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

A mancha bacteriana, que tem como agente etioldogico bactérias do
género Xanthomonas (Dowson), estd entre as doencas mais importantes do
tomateiro. E uma doenca de dificil controle, sendo encontrada em praticamente
todas as regides produtoras de tomate, sob condigdes de alta temperatura e
umidade. As perdas causadas por esta doenga resultam da redugdo da
produtividade em decorréncia direta dos sintomas, do custo dos produtos
quimicos utilizados como estratégia de controle e de sua aplicacdo as lavouras.
Os principios ativos que estdo contidos nos produtos registrados no Brasil para o
controle da mancha bacteriana sdo o cobre e os antibidticos estreptomicina e
oxitetraciclina. No entanto, varios relatos demonstram a baixa eficacia da
estreptomicina e dos produtos cupricos, em lavouras de tomate. Assim os 6leos
essenciais surgem como uma alternativa para o controle da mancha bacteriana.
Diante do exposto, este trabalho foi realizado com os objetivos de: (i) avaliar o
efeito in vitro dos oleos essenciais de canela (CA), citronela (CI), capim-limio
(CL), cravo-da-india (CR), tomilho (TO), eucalipto (EU) e arvore-de-cha (ME);
(ii) avaliar o efeito destes Oleos e das épocas de sua aplicagdo no controle da
mancha bacteriana; (iii) avaliar a melhor dosagem dos o6leos essenciais mais
promissores sobre o controle da mancha bacteriana; (iv) avaliar o efeito direto
destes sobre a célula bacteriana por meio do uso da microscopia eletronica de
transmissdo (MET) e (v) avaliar o potencial do 6leo essencial de cravo-da-india
e do acibenzolar-S-metil na redugdo da mancha bacteriana e na ativagdo de
algumas respostas bioquimicas de defesa de plantas. A partir da concentragdo
1,0%, os o6leos essenciais de TO, CR e CA promoveram inibi¢do do crescimento
de X. vesicatoria in vitro e, a 10,0%, todos os Oleos essenciais estudados
apresentaram este efeito. Em relagdo a interagdo entre épocas de aplicagdo e
controle da doenca, a aplicagdo de d6leos essenciais somente uma vez antes da
inoculacdo e semanalmente, antes e apOs a inoculagdo, apresentaram maior
eficiéncia de controle. Os melhores tratamentos foram o ASM e os o6leos
essenciais de ME, CL, CR e CI. Os oleos essenciais de CI 2.000 pL L' CL
1.000 pL L', ME 1.000 e 1.500 pL L™ e 0 ASM 0,2g L™ foram eficientes contra
a mancha bacteriana do tomateiro, quando aplicados uma unica vez 7 dias antes
da inoculagio. Os 6leos essenciais de CI 1.000, 1.500 e 2.000 pL L™, CL 1.000
uL L', CR 1.000 ¢ 1.500 pL L' ¢ ME 1.000 e 1.500 pL L™ foram eficientes
contra a mancha bacteriana do tomateiro, quando aplicados semanalmente. Por
meio da MET, observou-se que os 6leos essenciais de ME, CR, CL e CI atuaram
na parede celular de Xanthomonas vesicatoria, degradando-a e alterando a



densidade citoplasmatica da célula bacteriana. O 6leo essencial de CR e o
acibenzolar-S-metil conferiram capacidade parcial de protecdo em plantas de
tomateiro desafiadas por Xanthomonas vesicatoria. Estes também promoveram
o aumento da atividade das enzimas peroxidase, quitinase e glucanase, bem
como a lignifica¢ao da parede celular.

*Comité Orientador: Eduardo Alves — UFLA (orientador), Ricardo Magela de
Souza - UFLA, Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA



ABSTRACT

LUCAS, Gilvaine Ciavareli. Essential oils on control of tomato bacterial spot.
2009. 93 p. Dissertation (Master in Phytopathology) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG*,

The bacterial leaf has its etiological agent bacteria of the genus
Xanthomonas (Dowson). It is among the most important diseases of tomato. The
bacterial spot disease is difficult to control and it is found in almost all
producing regions where the tomato grows under conditions of high temperature
and humidity. The losses caused by this disease result from reduced productivity
as a result of the direct symptoms, the cost of chemicals used as a strategy of
control and its application to crops. The active ingredients that are contained in
products registered in Brazil for the control of bacterial leaf spot are: the copper
and the antibiotics streptomycin and oxytetracycline. However, several reports
demonstrated the low effectiveness of streptomycin and copper products in the
control of this desease of tomatoes. Thus the essential oils are an alternative to
control of bacterial spot. Considering these aspects the goals of this study were:
(i) evaluate the in vitro effect of essential oils of cinnamon (CA), citronella (CI),
lemon grass (CL), Indian clove (CR), thyme (TO ), eucalyptus (EU) and tea-tree
(ME), (ii) evaluate the effect of these and their times of application in the control
of bacterial spot, (iii) assess the best dose of essential oils to the control of spot
bacteria, (iv) evaluate the direct effect of the bacterial cell through the use of
transmission electron microscopy (TEM) and (v) evaluate the potential of
essential oil of Indian clove and acibenzolar-S-methyl to reduce the bacterial
spot and to activate biochemical responses of defense of plants. From the 1.0%
concentration of essential oils TO, CR and CA promoted the inhibition of
growth of X. vesicatoria in vitro and at 10.0% all the essential oils studied
showed this effect. Regarding the interaction between time of application and
control of disease, it was observed that essential oils applied only once before of
inoculation and weekly, before and after inoculation showed higher efficiency of
control. The best treatments were the ASM, and the essential oils of ME, CL,
CR and CI. The essential oils of CI 2000 pL L', CL 1000 uL L', ME, 1000 and
1500 uL L™ and ASM 0.2 g L™ were effective against bacterial spot of tomato
when applied once 7 days before of inoculation. The essential oils of CI 1000,
1500 and 2000 pL L, CL 1000 pL L, CR 1000 and 1500 uL L and ME in
1000 and 1500 uL L were effective against tomato bacterial spot when applied
weekly. By TEM was possible to observe that all essential oils used promoted
degradation of cell wall and cytoplasmic and change in the density of bacterial
cells. Similar alterations, however in greater intensity, occurred with the
bacterial cells exposed to streptomycin sulphate. Others alterations observed,
both in the bacteria exposed to essential oils and streptomycin sulphate, were the



loss of electro dense material inside the cell and the cellular extravasating. The
Indian clove essential oil and acibenzolar-S-methyl were effective to conferre
partial protection in tomato plants challenged by Xanthomonas vesicatoria. They
also promoted the increased activity of peroxidase, glucanase and chitinases, and
the lignification of the cell wall.

*Guidance Committee: Eduardo Alves — UFLA (Advisor), Ricardo Magela de
Souza - UFLA, Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA



CAPITULO 1

Oleos essenciais no manejo da mancha bacteriana do tomateiro



1 INTRODUCAO GERAL

O tomateiro ¢ uma planta originaria da regido andina e foi domesticado
no México, sendo difundido por todo o mundo pelos portugueses e espanhois.
Ao chegar a Europa, o fruto foi associado a outro da mesma familia das
solanaceas, a mandragora, extremamente venenosa e, por isso, foi rejeitado
como alimento e aproveitado somente como ornamentagdo em jardins. Na Italia,
por volta de 1554, ocorreu a primeira referéncia historica da aceitagdo do tomate
na alimentagdo humana. No Brasil, sua introdugdo ocorreu gracas a imigrantes
no final do século XIX, porém, sua difusdo e o incremento no consumo
comegaram a ocorrer apenas depois da primeira Guerra Mundial, por volta de
1930 (Alvarenga, 2004).

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), também conhecido no meio

cientifico como Solanum lycopersicum L., é a hortalica com maior volume de
comercializacdo no Brasil, que ¢ de cerca de 3,36 milhdes de toneladas por ano.
A receita de sua comercializagdo gira em torno de 1,5 bilhdes de reais e o
cultivo, com 57 mil hectares, envolve, diretamente, mais de 200 mil pessoas na
produgdo (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2008).
Segundo o Centro de Socioeconomia e Planejamento Agricola - Cepa (2008), na
safra de 2007/2008, os estados que t€ém maior destaque como produtores foram
Goias, Minas Gerais e S3o Paulo, os quais, juntos, contribuiram com 57,5% da
produgdo nacional e com 57,3% da area plantada.

A cultura destaca-se por apresentar um amplo histérico de problemas
fitossanitarios que sdo responsaveis por perdas significativas na produgdo.
Dentre os principais problemas estdo as doengas, entre as quais se destacam: a
pinta-preta, causada por Alternaria solani (Ellis & G. Martin) L.R. Jones &
Grout (1896); a requeima, causada por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary;

a septoriose, causada por Septoria lycopersici Speg; as murchas, causadas por



Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Sacc. Snyder & Hansen, Verticilium
albo-atrum Reinke et Berth e Ralstonia solanacearum; o virus do vira-cabe¢a do
tomateiro, a podriddo mole, causada por Erwinia spp.; o cancro bacteriano,
causado por Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis; a mancha
bacteriana, causada por Xanthomonas vesicatoria; a pinta bacteriana, causada
por Pseudomonas syringae pv. tomato ¢ as galhas, causadas por Meloidogyne
spp.

De modo geral, as doengas do tomateiro sdo responsaveis por perdas

significativas na producdo e, para evitar este problema os produtores adotam
medidas de controle que, na maioria das vezes, resumem-se ao uso de produtos
quimicos. Este, por sua vez, pode ser realizado de maneira abusiva e
indiscriminada, gerando polui¢do ambiental e selecdo de patdogenos resistentes a
esses produtos (Franzener et al., 2007).
As decisoes dos produtores para a adog¢ao dessas medidas visam, principalmente,
minimizar o risco de prejuizos financeiros, uma vez que o custo de implantagdo
e de conducdo da lavoura ¢ muito alto, além de existir grande pressdo no
mercado para a venda de produtos quimicos.

Neste contexto, tem-se a agricultura alternativa, que busca medidas de
controle de doengas que minimizem o impacto ao ambiente ¢ ao homem
(Zadoks, 1992). Hoje, existem como medidas alternativas de controle de
doengas, o controle bioldgico, o qual utiliza um microrganismo antagdnico que
tem acdo direta sobre o microrganismo patogénico; os 6leos e os extratos de
vegetais e a indugdo de resisténcia em plantas, que envolve a ativacdo de
mecanismos de defesa latentes, existentes em plantas, em resposta a tratamentos
com agentes bioticos e abidticos (Bettiol, 1991), representados por barreiras
bioquimicas ou estruturais, que aumentam a resisténcia geral da planta (Uknes et

al., 1996; Oliveira et al., 1997).



As plantas medicinais tém, em sua composi¢do, substincias as quais
podem exercer fun¢des importantes na interagdo planta-patégeno, seja ativando
os mecanismos de defesa da planta ou atuando como substancias fungitoxicas, a
semelhanca dos fungicidas sintéticos. Os Oleos dessas plantas t€ém como
vantagem o fato de ndo poluirem o ambiente e serem considerados como
alternativa no controle de fitopatogenos (Stangarlin et al., 1999), seja com acdo
fungitoxica (Fiori et al., 2000; Bonaldo et al., 2004) ou bactericida ( Karaman et
al., 2003; Kuhn et al., 2006; Vigo-Schultz et al., 2006) ou pela indugdo de
respostas de defesa da planta, por meio de fitoalexinas, peroxidases e proteinas
relacionadas a patogénese (Schwan-Estrada, 2003; Kagade et al., 2004), o que
indica a presenca de compostos com caracteristica de eliciadores.

A determinacdo da atividade biologica desses compostos, em relacdo a
sua atividade eliciadora ou antimicrobiana, pode contribuir para a aquisi¢ao de
maiores conhecimentos para reforcar sua possivel utilizacdo como medida

alternativa de controle para doengas de plantas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A mancha bacteriana do tomateiro

A mancha bacteriana, que tem como agente etiolégico bactérias do
género Xanthomonas (Dowson) (Jones et al., 2000), esta entre as doengas mais
importantes do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.). Trata-se de uma
doenga de dificil controle ¢ é encontrada em praticamente todas as regides
produtoras de tomate, sob condi¢des de alta temperatura e umidade. Ela aparece
como um fator na queda de rendimento da producdo e na qualidade do fruto (Al-

Dahmani et al., 2003), podendo provocar perdas superiores a 35% (Quezado-



Duval et al.,, 2003), limitando a produtividade de lavouras comerciais de
tomateiro em todo o Brasil (Kimura & Carmo, 1996).

Toda a parte aérea da planta é suscetivel a bactéria, que reduz o tamanho
dos frutos, expondo-os & queimadura do sol, devido a queda das folhas e
deprecia a qualidade do mesmo por causa do aparecimento de manchas. A
doenga também causa queda prematura de flores e frutos (Alvarenga, 2004;
Lobo et al., 2005).

A taxonomia e a evolugdo entre os membros do género Xanthomonas
associado ao tomate e ao pimentdo (Capsicum annuum L.) tém sido objeto de
discussdo e controvérsia, desde a sua descricdo, em 1921. Pesquisas sucessivas
tém mostrado a existéncia de pelo menos dois grupos geneticamente diferentes
pelas caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e de patogenicidade. Em
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), foram identificados trés grupos,
conforme as reagdes que provocam nas hospedeiras diferenciais: grupo tomate
(XcvT), grupo pimentdo (XcvP) e grupo tomate/pimentdo (XcvTP) (Minsavage
et al., 1990).

Dentro de cada grupo, existem ragas fisiologicas, das quais T1, T2 e T3
pertencem ao grupo tomate (Minsavage et al., 1990; Jones et al., 1995).
Utilizando diversos critérios Stall et al., (1994), dividiram a espécie em dois
grupos: A e B. Em seguida, Vauterin et al. (1995), com base na hibridizacao
DNA-DNA ¢ nos modelos de utilizagdo de carbono, dividiram Xcv em duas
espécies: X. axonopodis pv. vesicatoria (grupo A — raca T1) e X. vesicatoria
(grupo B — raga T2), divisdo esta ndo aceita por Schaad et al. (2000) e Young et
al. (1996) propuseram a classificagdo de X. campestris pv. vesicatoria, para o
grupo A e X. exitiosa (Valterin et al., 1995), para o grupo B.

Apés realizarem estudos incluindo testes de patogenicidade atividade
enzimatica, marcadores genéticos, hibridizacgido DNA-DNA e comparagdo de

sequéncias de RNA, Jones et al. (2000) concluiram que, dentro do grupo das



Xanthomonas patogénicas ao tomate e ao pimentdo, existem quatro grupos
fenotipicos distintos, os quais apresentam trés espécies genéticas diferentes: X.
axonopodis pv. vesicatoria (grupos A e C), X. vesicatoria (grupo B —raga T2) e
X. gardneri (ex Sutic 1957) (Jones et al., 2000) (grupo D).

As perdas causadas por esta doenca resultam da redugdo da
produtividade em decorréncia direta dos sintomas, do custo dos produtos
quimicos utilizados como estratégia de controle e de sua aplicag@o nas lavouras.
Os principios ativos que estdo contidos nos produtos registrados no Brasil para o
controle da mancha bacteriana sdo o cobre e os antibidticos estreptomicina e
oxitetraciclina (Lopes & Quezado-Soares, 1997). No entanto, varios relatos
demonstram a baixa eficacia da estreptomicina e dos produtos clpricos, em
lavouras de tomate (Goode & Sasser, 1980; Maringoni et al., 1986). O
aparecimento de isolados resistentes a esses principios ativos ¢ apontado pelos

autores como a principal causa dessa baixa eficacia.

2.2 Inducéo de resisténcia

A indugdo de resisténcia ¢ definida como um aumento da capacidade de
defesa da planta contra um amplo espectro de organismos fitopatogénicos,
incluindo fungos, bactérias e virus (Loon, 1998). A resisténcia resultante é
proporcionada por um agente indutor (bidtico ou abidtico) que aciona
mecanismos de defesa na planta, os quais se encontram na forma latente
(Hammerschmidt & Kc, 1982). Essa ativa¢do pode ser obtida pelo tratamento
com agentes bidticos, ou seja, formas avirulentas de patdgenos, ragas
incompativeis, em determinadas circunstancias por formas virulentas de
patdgenos, extratos e Oleos vegetais, extratos de fungos (Stangarlin &
Pascholati, 1997; Stadnik, 1999) ou por ativadores quimicos, como acido
aminobutirico (Cohen, 1996), acido 2,6-dicloroisonicotinico e acibenzolar-S-

metil (California Indian Basketweavers Association - Ciba, 1995).

10



A resisténcia induzida (RI) ativa mecanismos de defesa representados
por barreiras bioquimicas e ou estruturais, aumentando a resisténcia geral da
planta (Oliveira et al., 1997). Esta resisténcia é expressa localmente no sitio de
ataque do patdégeno e sistemicamente em partes ndo infectadas da planta,
dependendo do intervalo de tempo entre o tratamento inicial (indutor) e a
inoculagdo do patdogeno (desafiador) (Pascholati & Leite, 1995). A sua duracio
pode ser de poucos dias a algumas semanas ou, mesmo, durar todo o ciclo de
vida da planta (Pascholati & Leite, 1995), passando, assim, a funcionar como um
mecanismo de defesa constitutivo da planta. Os mecanismos de defesa
envolvidos incluem a combina¢do de mudangas fisicas, tais como a lignificagdo
da parede celular, a formagdo de papilas ou a inducdo de varias proteinas
relacionadas a patogénese (Loon et al., 1998).

Alguns autores dividem a RI em duas categorias, a resisténcia sistémica
adquirida (RSA) (Sticher et al., 1997) e a resisténcia sistémica induzida (RSI)
(Loon et al., 1998).

A ativag@o das defesas naturais da planta por meio da RSA ¢ uma das
estratégias para o controle da mancha bacteriana (Louws et al., 2001), na qual
moléculas eliciadoras podem ativar resisténcia sist€émica, que protege os tecidos
contra o ataque subsequente de uma ampla variedade de patogenos (Hammond-
Kosack & Parker, 2003). A RSA ¢ expressa tanto local quanto sistemicamente,
em resposta a patéogenos que causam lesdes necroticas (HR) ou por aplicagdo
exogena de acido salicilico ou compostos sintéticos, como o éster S-metil do
acido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotioico (ASM) e o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA). A resisténcia expressa esta associada ao aumento de
atividade de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) que, muitas vezes,
possuem atividade antimicrobiana e sdo excelentes marcadores moleculares para
a resposta de resisténcia (Hammerschmidt & Smith-Becker, 1999) e é mediada

por um processo dependente do acido salicilico. Outros processos de defesa
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podem ser incluidos, como explosdo oxidativa, acumulo de fitoalexinas,
lignificagdo e enrijecimento de parede (Durrant & Dong, 2004). J4 na RSI,
induzida por rizobactérias, a molécula sinalizadora é mediada pelo acido
jasmonico e o etileno (Loon et al., 1998).

Dentre as PRPs, as quitinases e -1,3 glucanases despertam interesse na
interacdo plantas e fungos, pois as quitinases atuam hidrolisando a quitina, que ¢
um polimero de [B-1,4-N-acetil-glicosamina constituinte da parede celular de
fungos (Chlan & Bourgeois, 2001) ¢ apresenta agdo antibacteriana, em razio,
fundamentalmente, de sua acdo lisozimica sobre a parede celular (Stintzi et al.,
1993). As B-1,3 glucanases atuam hidrolisando B-glucanos, oligossacarideos
com ligagdes glicosidicas tipo -1,3 e B-1,6 glicosil, também componentes da
parede celular de fungos (Chung et al., 1997). Outras PR-proteinas muito
estudadas sdo as peroxidases, cuja atividade € frequentemente aumentada em
resposta aos estresses, sendo a protecdo celular contra reacdes oxidativas umas
das principais fungdes destas enzimas (Cakmak & Horst, 1991). A oxidacao de
alcoois hidroxicinadmicos, precursores imediatos da lignina é catalisada por
peroxidases, resultando na produgao de radicais fenoxi-mesoméricos que reagem
espontaneamente durante a deposicdo de lignina na parede celular, aumentando
sua resisténcia (Peixoto, 1998).

O primeiro relato de inducdo de resisténcia foi descrito por Ray &
Beauverie, em 1901, os quais obtiveram inducdo de resisténcia em begonia pelo
uso de esporos atenuados de Botrytis cinerea e relacionaram a indugdo com as
condigdes ambientais de cultivo. Quase trinta anos mais tarde, Carbonne &
Kalaljev confirmaram esse estudo e mostraram que a resisténcia sistémica
adquirida depende da condigdo do hospedeiro. Em 1933, Chester observou que
plantas susceptiveis podiam adquirir resisténcia ap6s o primeiro contato com o
patégeno avirulento ou apo6s inoculagdo com forma atenuada do agente

patogénico (Kessmann et al., 1994). A partir desses trabalhos pioneiros,
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pesquisas com inducdo de resisténcia foram se multiplicando pelo mundo, com
as mais diversas culturas (Sticher et al., 1997; Terry & Joyce, 2004; Bostock,
2005). No Brasil, os primeiros estudos foram desenvolvidos em 1970, no
Instituto Biolégico de Sdo Paulo, pela Dra. Walkyria B.C. Moraes, contra
Hemileia vastatrix, utilizando Saccharomyces cerevisiae, goma xantana,
Bacillus thuringiensis e uredinidsporos inativados de H. vastatrix (Bonaldo et
al., 2005).

Diversos trabalhos enfatizam a existéncia de substancias bioativas em
extratos vegetais, que proporcionam a ativagdo do sistema de defesa das plantas
contra patdgenos, tais como Phoma sp. (Barguil et al., 2005), Cercospora
coffeicola Berk & Cooke (Santos et al., 2007) ¢ Hemileia vastatrix Berk & Br
em cafeeiro (Santos et al., 2007), além de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Doidge) Dye em tomateiro (Cavalcanti et al., 2006).

Cavalcanti et al. (2006), ao tratarem plantas de tomateiro com
acibenzolar-S-metil (ASM), formulagdo biologica proveniente de biomassa
citrica (Ecolife”™), suspensdo de quitosana proveniente de micélio de Crinipellis
perniciosa (MCp) e extrato aquoso de ramos de lobeira (Solanum lycocarpum)
infectada por Crinipellis perniciosa, quatro dias antes da inoculagdo de X.
campestris pv. vesicatoria, obtiveram reduc¢do da mancha bacteriana em casa de
vegetagdo. A resisténcia induzida em plantas tratadas com MCp, segundo os
autores, pode ser evidenciada pelos altos picos de atividades das enzimas
relacionadas com a defesa, tais como peroxidase, polifenoloxidase e quitinase,
além de proporcionar maiores concentracdes de lignina e de outros compostos
fenolicos.

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou 6leo essencial, obtido a
partir de plantas medicinais da flora nativa, tém indicado o potencial dos

mesmos no controle de fitopatdogenos, tanto por sua agdo fungitoxica direta
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quanto pela indugdo de fitoalexinas e de outros compostos de defesa (Schwan-

Estrada, 2003; Balbi-Pefia et al., 2006).

2.3 Oleos essenciais no controle de fitopatdgenos

Embora intmeros estudos ja tenham sido realizados, a composicio
quimica de 99,6% das plantas da flora brasileira, estimada entre 40 mil a 55 mil
espécies, ainda é desconhecida (Ming 1996, citado por Silva et al., 2005). Com o
avango nas pesquisas sobre os 6leos essenciais, constata-se a existéncia de uma
grande quantidade de compostos secundarios em plantas medicinais, tais como
alcaloides, terpenos, flavonoides e esteroides. Estes compostos, cujas estruturas
quimicas ja foram determinadas, ainda ndo tiveram suas atividades biologicas
estudadas (Di Stasi 1996, citado por Silva et al., 2005).

Como exemplos, tém-se os controles da mancha-marrom (Bipolaris
sorokiniana (Sacc.) Shoemaker) em trigo, utilizando extrato aquoso de
Artemisia camphorata Vill. (Franzener et al.,, 2003); do oidio (Oidium
lycopersici Cooke & Massee) do tomateiro, pelo oleo emulsionavel de
Azadirachta indica A. Juss (Carneiro, 2003); da antracnose (Colletotrichum
lagenarium (Pass.) Ellis & Halst.) em pepino, pelo extrato de Eucalyptus
citriodora Hooker (Bonaldo et al., 2004) e do mofo-branco (Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary) em alface, por Zingiber officinale Roscoe
(Rodrigues, 2004).

Souza et al. (2004) controlaram in vitro, o desenvolvimento micelial dos
fungos Rhizopus sp., Penicillium spp., Eurotium repens e Aspergillus niger
utilizando 6leos essenciais de canela (Cinnamomum burnannil Meissn), cravo-
da-india (Caryophillus aromaticus L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.). Bonaldo
et al. (1998) também comprovaram a atividade fungitdxica do 6leo essencial de
eucalipto (Corymbia citriodora) contra Sclerotium rolfsii, Phythophthora sp.,

Alternaria alternata e C. graminicola em testes in vitro, nos quais a inibi¢do do
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crescimento micelial destes patogenos foi de 100%. Rios et al. (2003) utilizaram
0 Oleo essencial de citronela in vitro para avaliar a percentagem de crescimento
micelial de Colletotrichum acutatum Simmonds, agente da flor-preta-do-
morangueiro, doenca que pode causar grandes perdas na producao de morangos,
e observaram que o 6leo de citronela, nas concentragdes de 5,0%, 10,0% e
15,0%, reduziu parcialmente o crescimento micelial de C. acutatum, enquanto
na concentrac¢do de 20,0% ocorreu inibi¢ao total deste crescimento.

O dleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) apresenta constituintes
ativos reconhecidos cientificamente, como timol e carvacrol, tendo
caracteristicas similares a de bactericidas e fungicidas (Pinto et al., 2001). Em
experimento utilizando 6leo essencial de tomilho a 800 uL L™, Zambonelli et al.
(1996) observaram redugdo no crescimento micelial de Colletotrichum
lindemuthianum e Pythium ultimum, causando degeneragdo das hifas e
extravasamento do citoplasma celular. Almada et al. (1998) observaram a ag¢éo
fungitéxica do mesmo 6leo a 20% em plantas de pepino inoculadas com
Pseudoperonospora cubensis, em casa de vegetagdo. Medice et al. (2007)
observaram reducdo na severidade da ferrugem (Phakopsora pachyrhyzi) em
soja, variando de 34,59% a 62,29%, em plantas tratadas separadamente, sete dias
antes da inocula¢do com 6leo de eucalipto, citronela e tomilho 0,3%. Os autores
observaram também o efeito direto do 6leo de tomilho sobre a formacgdo de
urédias e uredindsporos, € que plantas tratadas apresentavam as folhas verdes e
turgidas, quando comparadas a testemunha somente inoculada, que se
apresentava amarelada e em estagio avancado de senescéncia.

Outra observacdo do estudo por meio da microscopia eletronica de
varredura foi que plantas tratadas com o6leo de tomilho 20% apresentavam
uredinidosporos murchos e em menor nimero, ¢ as urédias eram menores,
mostrando um efeito direto do 6leo sobre o patégeno. Como verificado por

Zambonelli et al. (1996), com outros fitopatdégenos, o 6leo de tomilho foi capaz
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de causar degeneragdo das hifas e extravasamento do citoplasma celular. Medice
et al. (2007) verificaram que 6leo de citronela tem efeito sobre a germinagio in
vitro de urediniésporos de Phakopsora pachyrhyzi, entretanto, esse efeito ndo foi
verificado em experimento em casa de vegetacao.

Amaral et al. (2005), estudando o comportamento da esséncia do cravo-
da-india (Sizygium aromaticum) sobre crescimento fingico em sementes de
arroz, soja, milho e feijao, observaram que o dleo de cravo-da-india apresentou
acdo fungicida nas concentragdoes de 0,5% a 0,1%, agindo possivelmente na
parede celular do fungo.

Carriconde et al. (1996) comprovaram que o Oleo essencial do
Cymbopogon citratus tem como propriedade terapéutica a agdo antifiingica e
antibacteriana e seu principal componente ¢ o citral. Onawunmi et al. (1984),
estudando a atividade antibacteriana dos constituintes do 6leo essencial do C.
citratus, constataram que ambos, o-citral e p-citral, foram ativos contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Comparando os resultados dos
constituintes isolados com os do 6leo puro, constata-se que E. coli foi mais
resistente do que no trabalho de Bertini et al. (2005).

Em trabalho realizado por Zambonelli et al. (1996), o 6leo de arvore-de-
cha apresentou efeito sobre o crescimento micelial de Fusarium moniliforme e
F. subglutinans, nas doses de 0,2% a 10,0%, apresentando maior inibigdo nas
concentragdes mais altas. Amaral et al. (2005) demonstraram que o mesmo 6leo
essencial apresentou efeito sobre o crescimento micelial de Penicillium spp., a
partir da concentragdo de 6,0%.

Como verificado nestes exemplos citados, ¢ possivel controlar
fitopatdgenos utilizando produtos naturais, os quais propiciam aos agricultores
uma agricultura sustentavel, de baixo custo, ndo poluem o meio ambiente e

resultam em alimentos saudaveis para a populagdo.
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2.4 A microscopia aplicada no estudo de fungos e sua interacdo com plantas

Na interagdo planta-patdégeno, a maioria dos eventos que levam ao
estabelecimento de relagdes parasiticas ou a resisténcia da hospedeira ocorre em
ambito celular, tanto do patégeno como da planta hospedeira. Detalhes de tais
modificagdes t€m sido obtidos por meio de estudos bioquimicos, enzimoldgicos
e moleculares, mas sua visualizagdo s6 tem sido possivel por meio dos estudos
morfologicos. Para se visualizar tais processos de infecgdo, os microscopios de
luz (ML) e o microscopio eletronico de varredura (MEV) tém proporcionado
inestimaveis contribuicoes.

McLean & Byth (1980) estudaram os eventos de pré-penetragcdo e
penetragdo de uredinidsporos de P. pachyrhizi em cultivares suscetiveis de soja
resistentes e altamente resistentes (Tainung-3, Tainung-4 e PI-200492). Em
todas as cultivares, ndo foi encontrada nenhuma diferenga em relagdo ao
desenvolvimento do tubo germinativo; houve diferenca na percentagem de
uredinidsporos germinados, formagdo de apressorio e penetragdo. As cultivares
Tainung-3 e Tainung-4 apresentaram-se resistentes a germinagdo dos
uredinidsporos, portanto, a resisténcia dessas cultivares é de pré-penetragdo e
penetragdo e a cultivar PI-200492 ndo apresentou resisténcia a germinagdo dos
urediniésporos, pois eles germinavam e penetravam no tecido do hospedeiro,
mas ndo conseguiam desenvolver. Portanto, essa resisténcia ocorre na fase de
poOs-penetracao.

Outro fator importante que pode levar a resisténcia das cultivares sdo as
substancias quimicas e a topografia das folhas. Allen et al. (1991) utilizaram as
microscopias eletronicas de varredura (MEV) e transmissdo (MET) para estudar
estes fatores em 27 espécies de fungos ferruginosos, dentre estes P. pachyrhizi.
Eles perceberam que, em locais da folha nos quais as diferencas no plano
topografico atingiam aproximadamente 0,4-0,8um, o fungo desenvolvia muito

bem e em locais de depressdo, nos quais as diferencas eram inferiores ao nimero

17



acima, a formagao de apressorio era reduzida. Esses fatores estdo diretamente
ligados a orientacdo e ao crescimento do tubo germinativo. Bonde et al. (1976) e
Koch et al. (1983) utilizaram a ML, MEV e MET, respectivamente, para estudar
o desenvolvimento de P. pachyrhizi em folhas de cultivares de soja suscetiveis e
descreveram os varios eventos que ocorrem nesta interagdo. Mais recentemente,
Adendorff & Rijkenberg (2000) aplicaram a MEV no estudo do processo de
infecgdo de outra espécie de Phakopsora, P. apoda, mostrando que o processo ¢
bem semelhante aos de P. pachyrhizi.

Araujo et al. (2004) realizaram estudo com a finalidade de esclarecer a
natureza da resisténcia entre cultivares de tomateiro resistentes (Lycopersicon
hirsutum var. glabratum) cv. CNPH 417 e suscetivel (L. esculentum) cv. Miller,
a pinta-preta (Alternaria solani). Esses autores observaram, através da MEV,
que ambos os genotipos comportaram-se de maneira semelhante nos processos
de pré-penetracdo, penetracdo e poOs-penetragdo. No entanto, nos processos de
patogénese, na cultivar resistente houve um menor numero de apressorios, de
penetragdes e de lesdes. Assim, os autores concluiram que a resisténcia de L.
hirsutum var. glabratum (CNPH 417) a A. solani é expressa na fase de pré-
penetragdo, principalmente pelo baixo numero de apressorios formados.

Trabalhos ultraestruturais utilizando a microscopia eletronica de
varredura e transmissdo com fitopatdgenos expostos a 6leos essenciais sdo raros,
porém, vem se verficando, ao longo dos anos, que os 6leos essenciais possuem a
capacidade de controlar doengas em plantas, mas o mecanismo pelo qual eles
atuam ainda ndo é bem esclarecido. Pereira (2008), utilizando MEV em
Cercospora coffeicolla, observou que os conidios contidos em folhas de
cafeeiro, tratados com Oleos essenciais, apresentavam-se pouco germinados e,
em alguns casos com extravasamento celular, além de apresentarem redugao do
crescimento das hifas. Medice et al. (2007), também utilizando MEV, porém,

com o fungo Phakopsora pachyrhizi, observaram que os conidios presentes em
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folhas de soja tratadas com os Oleos essenciais apresentavam-se murchos e
atribuiram a este fato a possibilidade dos conidios estarem inviaveis. Estes
trabalhos comprovaram o efeito dos 6leos, mas nao seu modo de agdo.

Rasooli et al. (2006), por meio da microscopia eletronica de transmissao,
puderam comprovar o modo de acdo desses 6leos, pois observaram que os dleos
essenciais de Thymus eriocalyx e T. x-porlock provocaram danos severos as
paredes, membranas ¢ organelas celulares dos esporos de A. niger ¢ que a
exposicdo do micélio aos 6Oleos essenciais de Thymus eriocalyx e T. x-porlock
provocaram alteragdes morfoldgicas nas hifas, ruptura da membrana plasmatica
e destrui¢do mitocondrial. Para bactérias humanas, sabe-se que os pesquisadores
costumam utilizar observa¢des de producdo de ATP na célula, motilidade das
bactérias e trocas catidnicas, porém, em se tratando de microcopia eletronica, o
unico dado que se tem ¢ o observado por Gustafson et al. (1998) que relataram
que a perda de material eletro denso em bactérias expostas a 6leo essencial de
arvore-de-cha e observadas em microscopia eletronica de transmissdo indica a
perda da parede celular.

Para fitobactérias, ndo foi encontrado nenhum trabalho a respeito e,
dessa forma, ndo se tem conhecimento concreto do modo de agdo desses 6leos, o

que leva a necesidade de estudos mais especificos e mais aprofundados.
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CAPITULO 2

Avaliagdo do efeito de 6leos essenciais, épocas de aplicagdo e doses no controle

da mancha bacteriana do tomateiro.
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1 RESUMO

A mancha bacteriana tem como agente etiologico bactérias do género
Xanthomonas (Dowson) (Jones et al., 2000) e estd entre as doengas mais
importantes do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.). Este trabalho foi
realizado com os objetivos de: avaliar o efeito dos 6leos essenciais de cravo-da-
india, canela, citronela, capim-limdo, eucalipto, arvore-de-cha e tomilho, suas
épocas de aplicacdo e doses no controle da mancha bacteriana do tomateiro
(Xanthomonas vesicatoria), além de avaliar o efeito dos Oleos essenciais de
cravo-da-india, citronela, arvore-de-ché e capim-limao na concentragdo de 0,1%
e sulfato de estreptomicina (25mg mL™) sobre Xanthomonas vesicatoria, por
meio da microscopia eletronica de transmissdo (MET). Foram realizados dois
experimentos em casa de vegetagdo e um experimento in vitro, além da MET.
No ensaio in vitro, os 6leos essenciais foram utilizados nas dosagens: 0,1%,
1,0%, 10,0% e 100,0%. Foram utilizados também um padrdo de cobre (Recop®
2,0 mg mL™), leite em p6 (LP-1%) como emulsificante para os tratamentos &
base de 6leo, sulfato de estreptomicina 25mg mL™' e 4gua esterilizada, como
testemunhas. No primeiro experimento em casa de vegetacdo, foram utilizados
todos os 6leos a 0,1%, acibenzolar-S-metil (ASM - 0,2 mg mL'l) e Recop® 2,0
mg mL™", em trés épocas de aplicagio. Como emulsificante, foi utilizado leite em
p6 a 1,0% e, como controle, as testemunhas inoculada e absoluta. As plantas
foram tratadas somente antes da inocula¢do (A), somente apos a inoculagdo (D)
e antes e apds a inoculagdo (AD), semanalmente, até o final do experimento. No
segundo experimento em casa de vegetacdo, foi utilizada a melhor época de
aplicacdo do primeiro experimento e¢ 0s Oleos essenciais mais promissores.
Foram testadas trés concentragdes, 1.000, 1.500 e 2.000 pL L' A MET foi
realizada segundo protocolo utilizado no Laboratério de Microscopia Eletronica
e Analise Ultraestrutural da Universidade Federal de Lavras. Foi observado, no
teste in vitro, que os 6leos de tomilho, cravo-da-india e canela, a partir de 1%,
promoveram inibi¢do do crescimento de X. vesicatoria. A aplicacdo dos 6leos
essenciais somente uma vez antes da inoculacdo e semanalmente, antes e apds a
inoculagdo, proporcionou maior eficiéncia de controle. Os 6leos essenciais de
citronela 2.000 pL L', capim-limdo 1.000 uL L™ e 4rvore-de-cha 1.000 e 1.500
uL L' foram eficientes contra a mancha bacteriana do tomateiro, quando
aplicados somente aos 7 dias antes da inoculagdo; os Oleos essenciais de
citronela 1.000, 1.500 e 2.000 pL L™, capim-limdo 1.000 uL L™, cravo-da-india
1.000 e 1.500 uL L™ e 4rvore-de-chd 1.000 e 1.500 pL L™ foram eficientes
contra a mancha bacteriana do tomateiro, quando aplicados semanalmente. Por
meio da MET foi possivel obsevar que todos os Oleos essenciais utilizados
promoveram degradacdo da parede celular e alteracio na densidade
citoplasmatica das células bacterianas. Fato semellhante, porém, em maior
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intensidade, ocorreu com as células bacterianas expostas ao sulfato de
estreptomicina. Outro fato observado foi a perda de material eletro denso,
quando comparados os tratamentos a testemunha e o extravasamento celular, em
células expostas aos 6leos essenciais e ao sulfato de estreptomicina.

Palavras-chave: Xanthomonas vesicatoria, antibiograma, épocas de aplicagéo,
doses, microscopia eletronica de transmissao.

*Comité Orientador: Eduardo Alves — UFLA (orientador), Ricardo Magela de
Souza - UFLA, Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA
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2 ABSTRACT

The bacterial spot that has as etiologic agent bacteria of the genus
Xanthomonas (Dowson) (Jones et al., 2000), it is among the most important
diseases of the tomato (Lycopersicon esculentum Mill.). The goals of this work
were to evaluate the effect of essential oils of Indian clove, cinnamon, citronella,
lemon grass, eucalyptus, tea tree, and thyme, their times and doses of application
in the control of bacterial spot of the tomato (Xanthomonas vesicatoria), and
evaluate the effect of essential oils from Indian clove, citronella, tea tree and
lemon grass in a concentration of 0.1% and streptomycin sulphate (25 mg mL-1)
on X. vesicatoria used the transmission electron microscopy (TEM). Three
experiments were carried out. Two experiments were conducted in greenhouse,
an experiment in vitro and the other for TEM. For the in vitro teste, the essential
oils were used in doses of: 0.1, 1.0, 10.0 and 100.0%. It was also used a standard
copper fungicide (Recop”™ 2.0 mg mL™"), powder milk (LP-1%) as emulsifier for
the oil-based treatments, streptomycin sulfate 25mg mL™" and sterile water, as
controls. In the first experiment in a greenhouse, all oils were used at 0.1%,
ASM (acibenzolar-S-methyl - 0.2 mg mL™) and Recop”™ 2.0 mg mL", at three
times of spreading. It was used as emulsifying powder milk to 1.0% and as
control plants only inoculated and without inoculation. The plants were treated
just before the inoculation (A), after inoculation (D) and before and after
inoculation (AD) weekly until the end of the experiment. In the second
experiment in a greenhouse it was used the best time of spreading from the first
trial and the essential oils more promisory. Three concentrations were tested in
1000, 1500 and 2000 pL L. The TEM preparation and observation were
performed using protocol used in the Laboratory of Electron Microscopy and
Ultrastructural Analysis at Federal University of Lavras - MG. It was observed
in the in vitro conditions that the oils of thyme, Indian clove and cinnamon at
1% or more promoted inhibition of the growth of X. vesicatoria. The application
of essential oils only once before to inoculation and weekly, before and after
inoculation showed higher efficiency of control than only after inoculation. The
essential oils of citronella 2000 pL L™, lemon grass in 1000 pL L™, tea-tree in
1000 and 1500 uL L™ were effective against bacterial spot of tomato when
applied only 7 days before inoculation and the essential oils of citronella at
1000, 1500 and 2000 pL L™, lemon grass at 1000 uL L™, clove at 1000 and 1500
uL L and tea-tree at 1000 and 1500 pL L' were effective against the bacterium
of the tomato when applied weekly. By TEM was possible to observe that all
essential oils used promoted degradation of cell wall and cytoplasmic and
change in the density of bacterial cells. Similar alterations, however in greater
intensity, occurred with the bacterial cells exposed to streptomycin sulphate.
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Others alterations observed, both in the bacteria exposed to essential oils and
streptomycin sulphate, were the loss of electro dense material inside the cell and
the cellular extravasating.

Key words: Xanthomonas vesicatoria, antibiogram, time of application, doses,
transmission electron microscopy.

*Guidance Committee: Eduardo Alves — UFLA (Advisor), Ricardo Magela de
Souza - UFLA, Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA
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3 INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) é a hortaliga com maior
volume de comercializacdo no Brasil, cerca de 3,36 milhdes de toneladas por
ano.

A cultura destaca-se por apresentar amplo historico de problemas

fitossanitarios que sdo responsaveis por perdas significativas na produgdo.
Dentre as principais doengas da cultura, estd a mancha bacteriana, que tem como
agente etiologico bactérias do género Xanthomonas (Dowson) (Jones et al.,
2000). Toda a parte aérea da planta ¢ suscetivel a bactéria, que reduz o tamanho
dos frutos, expondo-os a queimadura do sol devido a queda das folhas e deprecia
a qualidade do mesmo por causa do aparecimento de manchas. A doenca
também causa queda prematura de flores e frutos (Lobo et al., 2005).
Para evitar perdas significativas na produgao, os produtores adotam medidas de
controle que, na maioria das vezes, resumem-se ao uso de produtos quimicos.
Este, por sua vez, pode ser realizado de maneira abusiva e indiscriminada,
gerando poluicdo ambiental e selecdo de patégenos resistentes a esses produtos
(Franzener et al., 2007).

Neste contexto, a agricultura alternativa busca medidas de controle de
doencgas que minimizem o impacto ao ambiente € ao homem (Zadoks, 1992).

Os oleos de plantas medicinais tém em sua composi¢do substancias do
metabolismo secundério, as quais podem exercer fun¢des importantes na
interagdo planta-patogeno. Os 6leos dessas plantas t€ém como vantagem o fato de
ndo poluirem o ambiente e serem considerados como alternativa no controle de
fitopatogenos (Stangarlin et al., 1999), seja com agdo fungitoxica (Bonaldo et
al., 2004) ou bactericida (Vigo-Schultz et al., 2006).

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) aparece neste contexto

como importante ferramenta para a elucidacdo do modo de ac¢do dos oleos
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essenciais de plantas medicinais sobre Xanthomonas vesicatoria, pois pouco se
sabe sobre o efeito deles em bactérias.

Rasooli et al. (2006), por meio da MET, verificaram que esporos de
Aspergillus niger expostos aos 6leos essenciais de T. eriocalyx e T. x-porlock
apresentaram danos severos nas paredes, membranas e organelas celulares e que
exposigoes do micélio do fungo a estes oOleos provocaram alteragdes
morfologicas nas hifas, ruptura da membrana plasmatica e destruicdo
mitocondrial. Gustafson et al. (1998) relataram que a perda de material
eletrodenso em bactérias expostas ao 6leo essencial de arvore-de-cha indica a
degradagdo da parede celular, a qual pode ser observada em MET.

A determinacdo da atividade biologica dos compostos presentes nos
Oleos essenciais, em relagdo a sua atividade eliciadora ou antimicrobiana, e sua
atividade sobre a ultraestrutura de fitobactérias podem contribuir para a
aquisicao de conhecimentos que reforcem sua possivel utilizagdo como medida
alternativa de controle para doengas de plantas.

Diante do exposto, o trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o
efeito dos oleos essenciais, as épocas de aplicagdo e as dosagens sobre o
progresso da mancha bacteriana no tomateiro, bem como avaliar o efeito
ultraestrutural dos Oleos essenciais mais promissores sobre Xanthomonas

vesicatoria, por meio de microscopia eletronica de transmissao.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microscopia
Eletronica e Analise Ultraestrutural (LME) e em casa de vegetagdo, no
Departamento de Fitopatologia (DFP), da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG, a 960 m de altitude, nas coordenadas 44,97° de
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longitude oeste e 21,22° de latitude sul. O periodo do experimento foi de janeiro

a dezembro de 2008.

4.1 Preparo das mudas de tomateiro

Foram utilizadas mudas de tomateiro da cultivar Santa Cruz Kada
suscetivel a Xanthomonas vesicatoria. As mudas foram provenientes de
semeadura em bandejas com 128 células, em substrato comercial Plantmax” HT.
Quinze dias ap6s a semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos de 5
kg contendo o mesmo substrato comercial utilizado anteriormente. Em cada
vaso foram transplantadas trés mudas de tomateiro, as quais, por sua vez, foram
mantidas em condi¢des de casa de vegetacdo, na UFLA, durante todo o periodo
experimental, onde receberam os tratos culturais necessarios até o final dos

testes e avaliagdes.

4.2 Origem, isolamento, preservacdo e inoculacdo de Xanthomonas
vesicatoria

Foi utilizado, neste trabalho, o isolado 89T de Xanthomonas vesicatoria
cedido pela Embrapa Hortalicas, no Distrito Federal. A bactéria foi preservada
em peptona glicerol no deep freezer e também inoculada em plantas de
tomateiro, para verificar seu potencial de viruléncia. Folhas sintomaticas dessas
plantas foram utilizadas como fonte de in6culo.

O isolamento da bactéria foi feito a partir das folhas previamente
infectadas, em meio 523 de Kado & HesKett (1970) (MB1), pela técnica de
estrias paralelas. Posteriormente, a bactéria foi cultivada no mesmo meio, a
28°C, durante 24 horas, para o preparo das suspensdes para inoculacdo. A
concentragdo da suspensdo bacteriana foi ajustada em espectrofotometro para
Asoo= 0,30, correspondendo a, aproximadamente, 5 x 10 UFC mL ™.

A inoculagdo foi realizada em plantas de tomate previamente expostas a
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camara umida por um periodo de 24 horas, via pulverizagdo foliar, até o ponto
de escorrimento e, posteriormente, foi realizada nova cdmara umida, por mais

um periodo de 24 horas, para garantir a eficiéncia da inoculagao.

4.3 Obtencao dos 6leos essenciais

Os o6leos essenciais utilizados foram adquiridos da Brasil Portrait (2008).

4.4 Realizagdo dos experimentos
4.4.1 Inibigdo in vitro do crescimento de Xanthomonas vesicatoria

O experimento in vitro de inibi¢do do crescimento de X. vesicatoria foi
realizado com Oleos essenciais de tomilho (Thymus vulgaris L.), cravo-da-india
(Syzygium aromaticum (Linne) Merril), eucalipto (Corymbia citriodora Hill &
Johnson), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume.), citronela (Cymbopogon
nardus (L.) Rendle.), arvore-de-cha (Melaleuca alternifolia Cheel) ¢ capim-
limdo (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf)), nas concentragdes de 0,1%, 1,0%,
10,0% e 100,0%; padrdo de cobre (Recop® 2,0 mg mL™), leite em po (LP-1%)
como emulsificante para os tratamentos a base de 6leo, sulfato de estreptomicina
25mg mL™" e 4gua esterilizada, como testemunhas. Com o objetivo de examinar
o potencial de inibi¢do direta dos 6leos essenciais de plantas medicinais sobre a
bactéria, o experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
com seis repeticdes. Discos de papel de filtro autoclavados de 6 mm de didmetro
foram embebidos em 20 plL de cada substincia testada, secos a temperatura
ambiente e colocados em placas de Petri com meio 523 de Kado & HesKett
(1970) contendo 100 uL da suspensdo de X. vesicatoria. A presenga ¢ o
didmetro de halos de inibi¢do foram avaliados 48 horas depois da incubagdo em

camara de crescimento, ajustada para 28°C.
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4.4.2 Oleos essenciais e épocas de aplicagdo no controle da mancha
bacteriana do tomateiro em casa de vegetacao

Utilizaram-se, neste experimento, 6leos essenciais de tomilho, cravo-da-
india, eucalipto, canela, citronela, arvore-de-cha e capim-limao, na concentragao
de 0,1%. Para todos os tratamentos a base de 6leo, foi utilizado leite em p6 (LP-
1,0%) como emulsificante. Foram utilizados, ainda, dois tratamentos adicionais,
um como padrdo de indugio de resisténcia (acibenzolar-S-metil 0,2 mg mL™") e
outro como padrio de cobre (Recop™ 2,0 mg mL™"), além das testemunhas
inoculada, absoluta e leite em po.

Foram testadas trés épocas de tratamento. Plantas de tomateiro foram
tratadas somente antes da inoculag@o (A), somente apds a inoculagdo (D) e antes
e apos a inoculacdo (AD), semanalmente, at¢ o final do experimento. O
tratamento de A e AD foi realizado aos 23 dias ap6s a semeadura, enquanto que,
em D, o tratamento ocorreu somente aos 37 dias apos a semeadura. Todas as
plantas foram inoculadas aos 30 dias apds a semeadura e as avaliacdes se
iniciaram sete dias depois. O experimento foi conduzido em delineamento de
blocos casualizados (DBC), com cinco repeti¢cdes e parcela constituida de trés
plantas.

Foram realizadas cinco avaliagcdes para se determinar severidade e a
eficiéncia dos tratamentos, utilizando-se a escala de Mello et al. (1997), na qual
cinco niveis de infeccdo sdo utilizados para compor os seus diagramas
representativos (1%, 5%, 15%, 25% e 50%).

Foram calculadas as areas abaixo da curva de progresso da severidade da
doenca (AACPSD) de cada tratamento, conforme a féormula proposta por Shaner

& Finney (1977) e a eficiéncia dos tratamentos.
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4.4.3 Efeito de doses no controle da mancha bacteriana do tomateiro em
casa de vegetacdo

O experimento foi realizado no intuito de avaliar em qual concentracao
os Oleos essenciais mais promissores do experimento anterior se tornam mais
eficientes na redugdo do progresso da mancha bacteriana em casa de vegetacao.
Foram utilizados os 6leos essenciais de citronela, capim-limao, cravo-da-india e
arvore-de-cha e as duas melhores épocas de aplicagdo (A e AD), obtidas no
experimento anterior, o leite em p6 como emulsificante a 1%, o tratamento
padrio de indugdo de resisténcia (ASM 0,2 mg mL™"), o padrio de cobre
(Recop® 2,0 mg mL") e uma testemunha inoculada. Foram utilizadas quatro
concentragdes dos 6leos mais promissores: 2.000 pL L™, 1.500 uL L™, 1.000 uL
L' e0pL L. A metodologia de aplicagdo foi a mesma do experimento anterior.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
(DBC), com trés repeticoes e parcela constituida de trés plantas. Foram
realizadas cinco avaliagdes, para se determinar a severidade e a eficicia dos
tratamentos. Foram calculadas as areas abaixo da curva de progresso da
severidade da doenga (AACPSD) de cada tratamento e¢ a eficiéncia dos

tratamentos.

4.4.4 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) no estudo de células
bacterianas de Xanthomonas vesicatoria expostas a 6leos essenciais

Foram utilizados os 0leos essenciais de citronela, capim-limao, cravo-da-
india e arvore-de-cha a 0,1%; leite em p6 (LP- 1%) como emulsificante para os
tratamentos a base de o6leo; sulfato de estreptomicina (25mg mL') como
tratamento padrdo e testemunha.

Uma colonia do isolado de Xanthomonas vesicatoria foi repicada em

meio Kado & Heskett (1970) (MB1), por meio da técnica de estrias paralelas e
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cultivada, a 28°C, durante 24 horas. Posteriormente, esta placa foi raspada com
auxilio de uma alga de platina para a retirada das células bacterianas e estas, por
sua vez, foram adicionadas a um erlenmaier contendo 200 mL de MBI liquido,
que foi levado a uma incubadora com mesa orbital giratoria, a temperatura de
28°C, por 40 horas.

Apds as 40 horas, 20 mL do meio liquido contendo a bactéria foram
transferidos para erlenmaiers contendo 200 mL de MB1 liquido. Novamente, os
erlenmaiers foram levados para a incubadora com mesa orbital giratoria, a
temperatura de 28°C, por um periodo de 24 horas.

O leite em po6 foi preparado com agua destilada na concentragdo citada
anteriormente e autoclavado por 30 minutos. Em camara de fluxo laminar, foram
adicionados 225uL dos 6leos essenciais em 5 mL do leite em pé preparado. Esta
solucdo foi agitada em vortex por 10 segundos e adicionada aos erlenmaiers
contendo o MBI liquido e a bactéria cultivada por 24 horas (200 mL + 20 mL,
repectivamente). A solug@o foi agitada e levada novamente a incubadora, por 24
horas. Posteriormente, aliquotas desta solugdo foram colocadas em eppendorfs
de 2,0 mL e pré-fixadas em fixador Karnovsky, por 24 horas, e posteriormente
centrifugadas, por 5 minutos, a 6.000 rpm. O sobrenadande foi descartado. Foi
adicionado, entdo, um gel de agarose a 1,0%. Dessa forma, foi possivel retirar o
pellet da bactéria dos eppendorfs, pois estes ficaram aderidos ao gel. Esses
fragmentos foram transferidos para uma solucdo tampao de cacodilato 0,05M,
lavados trés vezes durante 10 minutos e pos-fixados em tetréxido de 6smio
1,0%, em &gua, por 1 hora. Posteriormente, esses fragmentos foram lavados por
duas vezes em agua destilada por 15 minutos, transferidos para solugdo de
acetato de uranila a 0,5%, durante 12 horas, a 4°C e, em seguida, lavados
novamente em agua destilada e desidratados em gradiente de acetona (25%,
50%, 75%, 90% uma vez e 100% por trés vezes). A seguir, o material foi

incluido em gradiente crescente de Spurr/acetona 30% (8 horas), 70% (12 horas)
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e 100% duas vezes, por 24 horas cada, sendo os espécimes montados em moldes
e colocados para polimerizar em estufa, a 70°C, por 48 horas. Finalmente, foram
realizados os cortes no material no ultramicrétomo.

Para a ultramicrotomia, os blocos obtidos foram levados a um aparelho
de “trimming” para a retirada dos excessos. Em seguida, sec¢des semifinas (0,85
pm) e ultrafinas (<100 nm) foram cortadas, utilizando-se um ultramicrétomo
Reichrt-jung (ultracut), com navalha de diamante. Os cortes semifinos foram
coletados com anel de ouro, colocados em laminas de vidro, corados com azul
de toluidina (1,0 g de azul de toluidina, 1,0 g de borato de soédio e 100 mL de
agua), filtrados em membrana de celulose 0,22 pm e montados
permanentemente em meio Permalt. Os cortes ultrafinos foram coletados em
grades de ouro (golden slot grids) e secos em raques de aluminio cobertos com
formvar (Rowley & Moran, 1975). As secgdes foram poéds-contrastadas em
acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo por trés minutos cada e, em
seguida, examinadas em microscopio eletronico de transmissao Zeiss EM 109, a
80kv.

As imagens foram geradas e registradas digitalmente, havendo diversas
imagens para cada amostra nas condi¢des de trabalho de 20Kv e distancia de
9mm. As imagens geradas foram gravadas e abertas no Software Photopaint do
pacote Corel Draw 13.

Este experimento foi repetido duas vezes, para a confirmacdo dos

resultados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inibic&o in vitro do crescimento de Xanthomonas vesicatoria

Os oleos essenciais de cravo-da-india, citronela, capim-limao, canela,
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eucalipto, arvore-de-cha e tomilho nfo foram toxicos a X. vesicatoria na
concentragdo de 0,1%. Na concentracao de 1,0%, os 6leos essenciais de tomilho,
cravo-da-india e canela foram téxicos ao crescimento da bactéria e, a partir de
10,0%, todos os Oleos essenciais promoveram halos de inibi¢cdo do crescimento

da bactéria (Tabela 1).

TABELA 1 Inibigdo do crescimento in vitro de Xanthomonas vesicatoria
submetida a diferentes concentracdes dos Oleos essenciais:
tomilho, cravo-da-india, eucalipto, canela, citronela, arvore-de-
cha e capim-limao; ao leite em pd e agua estéril e aos padroes:
Recop”, sulfato de estreptomicina.

Oleos essenciais 0,1% 1,0% 10,0% 100,0%
Tomilho - + n n
Cravo-da-india - + + +
Eucalipto - - + +
Canela - + n n
Citronela - - + +
Arvore-de-cha - - + +
Capim-limao - - + +

Padroes e testemunhas

Leite em p6 (1,0mg mL™) -
Recop® (2,0mg mL™) -
Sulfato de estreptomicina (25,0mg mL™") +
Agua estéril -

+ presenca de halo de inibigdo - auséncia de halo de inibicao

A atividade antimicrobiana in vitro de substincias obtidas a partir de
plantas medicinais vem sendo comprovada por diversos autores, principalmente
para fungos. Varios resultados corroboram os obtidos no presente trabalho.
Ponce et al. (2003) verificaram atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
cravo-da-india sobre o crescimento de bactérias, na concentragdo de 500 pL L

pelo método minimo de concentragdo. Os mesmos autores também verificaram o
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poder antimicrobiano do o6leo essencial de arvore-de-cha, quando utilizado na
concentragio de 500 pL L' sobre o crescimento de bactérias pelo método
minimo de concentragdo. Compostos como terpinen-4-ol, presentes em grande
concentragdo no 6leo de arvore-de-cha, sdo conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas (Bullerman et al., 1977; Vieira et al., 2004).

Souza et al. (2004) avaliaram o efeito in vitro dos 6leos essenciais de
cravo-da-india, tomilho e canela sobre o desenvolvimento micelial de Rhizopus
sp., Eurotium repens e Aspergillus niger e verificaram que o 6leo essencial de
canela inibiu completamente o desenvolvimento micelial destes na concentragéo
de 200 pL L', enquanto os oleos essenciais de cravo-da-india e tomilho
apresentaram tal inibi¢io nas concentra¢des de 600 pL L.

Alves et al. (2003) relataram a eficiéncia dos Oleos essenciais de
citronela e capim-limio no controle dos fungos Colletotrichum gloeosporioides
(Penzig) Saccardo, Colletotrichum musae Berk ¢ Curt. ¢ Fusarium subglutinans
f. sp. ananas Ventura, Zam. & Gilb. Ja Santos et al. (2001) relataram a eficiéncia
do 6leo essencial de citronela sobre a inibi¢do do desenvolvimento micelial de
F. subglutinans f. sp. ananas, causador da fusariose do abacaxizeiro (Ananas
comosus (L.) Merr.).

Medice et al. (2007) verificaram também que o Oleo essencial de
eucalipto (Corymbia citriodora Hill & Johnson) inibiu totalmente a germinagdo
de uredinidsporos de Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd. e reduziu a
severidade da ferrugem-asiatica da soja (Glycine max (L.) Merr.), em casa de
vegetagdo. Em outro trabalho, Salgado et al. (2003) relatam o efeito fungistatico
do 6leo essencial de eucalipto sobre o crescimento micelial de Fusarium
oxysporum Schlecht., Bipolaris sorokiniana Shoemaker e Botrytis cinerea Pers.,
na concentragdo de 500 uL L. Segundo Charles & Simon (1990), os 6leos
essenciais de eucalipto sdo constituidos, de forma geral, de terpenos complexos,

como o citronelal e o cineol.

44



De acordo com dados existetnes na literatura, sabe-se que os o6leos
essenciais de plantas medicinais podem apresentar acdo tanto contra bacterias
gram-positivas quanto gram-negativas e ainda leveduras e fungos filamentosos
(Prashar et al., 2003), incluindo espécies resistentes a antibidticos e antifingicos
(Carson et al, 1995; Carson & Riley, 1995). Porém, a maioria desses trabalhos
relata a eficiéncia dos dleos essenciais em bactérias humanas. Poucos sdo os
relatos em fitobactérias, sendo, portanto, este trabalho um dos primeiros a fazé-

lo.

5.2 Oleos essenciais e épocas de aplicacio no controle da mancha bacteriana
do tomateiro em casa de vegetacio

Foi observada interagdo significativa para a area abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPSD) da mancha bacteriana do tomateiro, entre as
épocas de aplicagdo e os produtos utilizados. Nenhuma planta apresentou efeito
de fitotoxidez devido a aplicagdo dos tratamentos.

Em plantas tratadas somente antes da inoculagdo (A), o acibenzolar-S-
metil (ASM) foi o tratamento mais eficiente no controle do progresso da mancha
bacteriana em tomateiro, com controle de 89,0%, seguido pelos 6leos de arvore-
de-cha (ME), capim-limdo (CL), cravo-da-india (CR), citronela (CI), canela
(CA) e tomilho (TO), com controles de 60,0%, 57,0%, 53,0%, 51,0%, 49,0% e
44,0%, respectivamente. O 6leo essencial de eucalipto (EU) e o fungicida
Recop® demonstraram eficiéncia no controle de 37,0% e 26,0%,
respectivamente, igualando-se estatisticamente a testemunha com leite em po
(30,0%) (Figura 1A).

Em plantas tratadas semanalmente, antes e ap6s a inoculagdo (AD), o
ASM foi também o tratamento mais eficiente no controle do progresso da
doenca, com 89,0% de eficiéncia, seguido dos 6leos essenciais TO (64,0%), CL

(61,0%), CR (53,0%), CI (49,0%), ME (47,0%) ¢ o fungicida (48,0%). Os dleos
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essenciais de canela (27,0%) e eucalipto (25,0%) demonstraram menor
eficiéncia, igualando-se estatisticamente a testemunha leite em po6 (13,0%)
(Figura 1B).

Em plantas tratadas somente uma vez ap6s a inoculagao (D), o fungicida
e os Oleos essenciais de eucalipto, citronela, arvore-de-cha, capim-limdo e
tomilho foram os melhores tratamentos para o controle da doenga, com
eficiéncia de 53,0%, 50,0%, 45,0%, 42,0%, 39,0% e 29,0%, respectivamente.
Eficiéncia reduzida foi observada pela aplicacdo do oleo essencial de canela
(21,0%). O ASM e o o6leo essencial de cravo-da-india ndo apresentaram
eficiéncia de controle (Figura 1C).

Em relagdo a interagdo entre épocas de aplicagdo e controle da doenga, a
aplicacdo em A e AD apresentaram maior eficiéncia de controle € em ambas o
melhor tratamento foi o ASM, seguido dos o6leos de ME, CL, CR e CIL
Provavelmente, A ¢ AD destacaram-se como as melhores épocas de aplicagdo

dos tratamentos, devido a alta eficiéncia do ASM.
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FIGURA

Eficacia (%)

ASM ME CL CR CI CA TO EU LP FU

100 1
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ASM  TO CL CR CI FU ME CA EU LP

100

Eficacia (%)

FU EU CI ME CL TO CA LP ASM CR

Tratamentos

1 Eficacia dos oOleos essenciais sobre o progresso da mancha
bacteriana do tomateiro em trés diferentes épocas de aplicagdo.
Canela (CA), citronela (CI), capim-limao (CL), cravo-da-india (CR),
eucalipto (EU), arvore-de-cha (ME) e tomilho (TO), Bion® (ASM),
Recop” (FU) e leite em pod (LP). Aplicagio somente antes da
inoculagdo (A), antes e apds a inoculagdo semanalmente (B) e
somente ap6s a inoculagdo (C). Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Os resultados do presente trabalho demonstram que os 6leos essenciais
de plantas medicinais estudados possuem caracteristicas muito mais proéximas a
produtos com a¢do curativa do que indutora. Apenas o 6leo essencial de cravo-
da-india, dentre os 6leos estudados, apresentou caracteristicas similares as do
indutor padrao utilizado para o tomateiro (ASM). Isso porque, quando aplicado
no tomateiro antes da inoculagdo com Xanthomonas vesicatoria reduziu a
severidade da doenca em 53,0% e quando aplicado somente apods a inocula¢do
do patdogeno, ndo houve reducdo da severidade da doenca, semelhante ao
observado com o ASM.

Os resultados obtidos neste trabalho foram mais promissores que os
obtidos por Cavalcanti et al. (2006) que, utilizando Bion® (0,2g L), observaram
apenas 47,7% de controle de Xanthomonas vesicatoria em tomateiro, enquanto o
controle observado neste trabalho foi de 89,0%. Tal eficiéncia foi observada por
Guzzo et al. (2001) que obtiveram protecdo local de 66,0% a 97,0% e sistémica
de 83,0% a 94,0% contra a ferrugem do cafeeiro.

Abreu (2006) observou redugdes de 26,0%, 62,0% e 95,0% na incidéncia
da pinta-preta do tomateiro (Solanum lycopersicum L), em plantas tratadas com
o Oleo essencial de canela, nas concentragdes de 500, 750 e 5.000 pL L
respectivamente. Em campo, observou redugdo de 12,5% e 32,8% na incidéncia
da doenca em foliolos de plantas de tomateiro tratadas com 6leo essencial de
canela, nas concentragdes de 3.000 e 5.000 uL L. Segundo Abreu (2006), o
aumento das concentragdes do oleo essencial de canela e a diminuigdo dos
intervalos de aplicagdo proporcionam um aumento na eficiéncia do 6leo no
controle da doenca. Entretanto, no presente trabalho, observou-se que o 6leo
essencial de canela, aplicado apenas uma vez na cultura antes da inoculagao,
promoveu protecdo de 49,0%; aplicado somente uma vez apods a inoculagio,
promoveu protecao de 21,0% e, quando aplicado semanalmente, durante todo o

cultivo, promoveu protecdo da cultura em 27,0%, indicando que a diminui¢do
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dos intervalos de aplicagdo ndo aumentou a eficiéncia do oleo essencial de
canela no controle da doenga.

A eficiéncia de controle dos oleos utilizados neste trabalho ¢ reforcada
pelos resultados relatados por alguns autores em outros patossistemas. Medice et
al. (2007) observaram redugdes de 35,0% a 62,0% na severidade da ferrugem-
asiatica da soja, nas cultivares Conquista e Suprema tratadas com os oleos
essenciais de tomilho (0,3%), citronela (0,5%), eucalipto (1,0%) e nim (1,0%),
sete dias antes da inoculagdo. Ja neste trabalho, a redugdo na severidade da
doenca para estes mesmos 0Oleos, exceto o nim, foi de 37,0% a 51,0%. Medice
(2007), em experimento realizado em campo e Pereira (2008), em experimento
realizado em casa de vegetagdo, testaram diferentes 6leos essenciais no controle
da ferrugem asidtica da soja e da ferrugem do cafeeiro, respectivamente, e
obtiveram resultados semelhantes aos observados neste trabalho. Os oOleos
essenciais de arvore-de-chd, eucalipto e citronela promoveram controles da
doenga semelhantes ao fungicida, sem diferirem entre si.

Perina (2008) observou redugdo de 68,7% na severidade de oidio da soja
com a utilizacdo do 6leo essencial de capim-limdo. Nas mesmas condi¢cdes de
tratamento, observou-se, no presente trabalho, reducdo de 61,0% na severidade
da mancha bacteriana.

Pereira (2008) observou protegdo de 54,3% ao utilizar o 6leo essencial
de cravo-da-india contra a ferrugem do cafeeiro, resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho, em que foi observada protecdo de 53,0% contra X.
vesicatoria.

Os resultados do presente trabalho evidenciam o potencial dos 6leos
essenciais de plantas medicinais no manejo de doengas de plantas, causadas
também por bactérias, ressaltando a importancia da pesquisa no patossistema

estudado.
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5.3 Efeito de doses no controle da mancha bacteriana do tomateiro em casa
de vegetacdo

Quando foram utilizados os 6leos essenciais de citronela, capim-limao,
cravo-da-india e arvore-de-cha somente uma vez antes da inoculacio, observou-
se que os melhores tratamentos e dosagens foram: citronela 2.000 pL L™, capim-
limdo 1.000 pL L', arvore-de-cha 1.000 ¢ 1.500 pL L' ¢ o ASM 0,2g L™,
seguidos dos Oleos essenciais de citronela 1.500 uL L', capim-limdo 1.500 e
2.000 uL L™, cravo-da-india 1.000 e 1.500 uL L' e arvore-de-ch4 2.000 pL L™
O oleo essencial de cravo-da-india 2.000 pL L' n3o promoveu controle da
mancha bacteriana e os demais tratamentos promoveram eficiéncia intermedidria

(Figura 2A).
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FIGURA 2 Area abaixo da curva de progresso da severidade da mancha
bacteriana do tomateiro (A) e percentagem de controle (B) dos 6leos
essenciais de citronela (CI), capim-limao (CL), cravo-da-india (CR) e
arvore-de-cha (ME), nas concentragdes de 1.000 uL L™, 1.500 pL L™
e 2.000 pL L™; acibenzolar-S-metil (ASM) e Recop”™ (FU), quando
pulverizados somente uma vez antes da inoculagdo com
Xanthomonas vesicatoria. Em A, médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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A dosagem do 6leo essencial de citronela que promoveu maior protecao
contra Xanthomonas vesicatoria foi 2.000 uL L', seguida de 1.500 pL L' ¢
1.000 pL L com 81,85%, 65,37% e 41,23%, respectivamente (Figura 2AB).
Para o 6leo essencial de capim-limdo, a melhor dosagem foi 1.000 puL L’
(87,32%), seguida de 1.500 pL L™ (58,36%) e 2.000 uL L™ (67,26%) que nio
diferiram estatisticamente entre si (Figura 2AB). Para o 6leo essencial de cravo-
da-india, as melhores dosagens foram 1.000 pL L' e 1.500 pL L', que ndo
diferiram estatisticamente entre si, com percentual de controle de 60,84% e
69,28%, respectivamente (Figura 2AB). J& o o6leo essencial de arvore-de-ché
promoveu maior controle na dosagem de 1.000 pL L' (87,69%), seguida da
dosagem de 1.500 uL L™ (73,28%) e 2.000 pL L™ (69,02%) (Figura 2AB).
Aplicando-se os tratamentos semanalmente antes e apos a inoculagio, observou-
se que os melhores tratamentos ¢ dosagens foram: ASM 0,2g L™, seguidos dos
6leos essenciais de citronela 1.000 uL L, 1.500 uL L™ e 2.000 uL L™, capim-
limdo 1.000 pL L', cravo-da-india 1.000 pL L™ e 1.500 pL L™, 4rvore-de-cha
1.000 pL L' e 1.500 pL L. Os éleos essenciais que promoveram o pior
controle da doenga foram os 6leos de capim-limdo 1500 uL L' e cravo-da-india,
2.000 pL L. Os demais 6leos apresentaram eficiéncia intermediaria, inclusive o

fungicida (Figura 3A).
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FIGURA 3 Area abaixo da curva de progresso da severidade da mancha
bacteriana do tomateiro (A) e porcentagem de controle (B) dos o6leos
essenciais de citronela (CI), capim-limao (CL), cravo-da-india (CR) e
arvore-de-cha (ME), nas concentragdes de 1.000 uL L™, 1.500 pL L™
e 2.000 uL L; acibenzolar-S-metil (ASM) e Recop” (FU), quando
pulverizados de forma semanal antes e apos a inoculacdo com
Xanthomonas vesicatoria. Em A, médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Todas as dosagens do oOleo essencial de citronela promoveram,
estatisticamente, a mesma protegdo contra Xanthomonas vesicatoria, em torno
de 66,0% (Figura 3AB). Para o o6leo essencial de capim-limdo, a melhor
dosagem foi 1.000 uL L' (68,10%), seguida de 2.000 pL L™ (59,56%) e 1.500
uL L' (49,29%) (Figura 3AB). Para o 6leo essencial de cravo-da-india. As
melhores dosagens foram 1.000 uL L' e 1.500 pL L, que ndo diferiram
estatisticamente entre si, com controle de 70,06% e 69,67%, respectivamente. A
dosagem de 2.000 pL L' promoveu o pior controle da severidade da mancha
bacteriana, quando comparado aos demais 6leos e doses, com 41,75% de
controle (Figura 3AB). Ja o dleo essencial de arvore-de-chd promoveu maior
controle na dosagem, de 1.000 uL L (67,05%) e 1.500 uL L' (63,02%),
seguido de 2.000 uL L', com 58,20% de controle (Figura 3AB).

As plantas de tomateiro do experimento ndo apresentaram sinal de
fitotoxidez devido aos 6leos essenciais em nenhuma concentra¢do. Ao contrario,
Medice et al. (2007) observaram sinais de fitotoxidez em plantas de soja tratadas
com O6leos essenciais de citronela e tomilho utilizados a 1,0%. Estas doses foram
posteriormente reduzidas para 0,5% e 0,3%, respectivamente e o problema nao
foi mais observado. Os autores constataram que os 6leos essenciais foram
igualmente eficientes na redu¢do da severidade causada por Phakopsora
pachyrhizi em plantas de soja. Perina (2008), trabalhando com os oOleos
essenciais de citronela e capim-limao nas concentragdes de 0,1%, 0,2% e 0,05%,
constatou que plantas tratadas com a concentracdo mais baixa dos dois 6leos
essenciais tinham eficiéncia de controle inferior as concentragdes mais altas em
plantas de soja com oidio, fato esse ndo observado no presente trabalho.

Sao poucos os trabalhos que utilizam diferentes doses de 6leos essenciais
em experimentos in vivo. Normalmente, a dosagem ¢ pré-estabelecida de acordo
com a literatura ou de acordo com testes in Vvitro, porém, na literatura sdo

encontradas concentragdes diversas e os testes in Vitro nem sempre sdo
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representativos, pois os patdogenos se comportam de forma diferente quando
estdo interagindo com as plantas e exposto as varidveis ambientais. Dessa forma,
fica clara a necessidade de determinar a concentracdo ideal para a utilizagdo dos
0leos essenciais, pois, dessa forma, eles podem ser mais eficientes e mais viaveis

economicamente.

5.4 Estudo de microscopia eletronica de transmissdo (MET) de células
bacterianas de Xanthomonas vesicatoria expostas a 6leos essenciais

Por meio das imagens obtidas foi possivel observar os danos sofridos
pelas células bacterianas apos sua exposicdo aos 6leos essenciais de cravo-da-
india, capim-limdo, citronela e arvore-de-cha. Na Figura 4 pode-se observar que
todos os Oleos essenciais utilizados promoveram degradagdo da parede celular,
fato observado também nas células bacterianas expostas ao sulfato de
estreptomicina, antibidtico normalmente utilizado como padrio em
experimentos in Vitro com bactérias. Tal degradagdo tem sido verificada por
varios autores em bactérias expostas ao 6leo essencial de arvore-de-cha. Gardner
& Peel (1991), Carson & Riley (1993, 1994, 1995), Carson et al. (1995) e
Raman et al. (1995) observaram que o 6leo essencial de arvore-de-chd pode
matar uma grande variedade de microrganismos (bactérias gram-negativas,
gram-positivas ¢ leveduras), bem como desinfestar ativamente a membrana
celular e que desifestantes ativos desnaturam proteinas da membrana e alteram
sua estrutura, levando ao extravasamento citoplasmatico, a lise ¢ & morte celular.

Outros estudos demonstraram que alguns componentes do dleo essencial
de arvore-de-cha, tais como linalol, a-terpineol e 1,8 cineol, tém a capacidade de
alterar ou penetrar estruturas lipidicas (Williams & Barry 1991; Kararli et al.
1995; Takahashi et al. 1996).
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FIGURA 4 Eletromicrografia de transmissdo de Xanthomonas vesicatoria
exposta a Oleos essenciais de plantas medicinais na concentragdo de
0,1%. Testemunha com parede celular integra em A (setas). Células
bacterianas expostas a sulfato de estreptomicina em B e a oleos
essenciais de cravo-da-india em C; de capim-limdo em D, de
citronela em E e de arvore-de-chd em F, com aparente degradagdo da
parede celular, alteragdo na densidade citoplasmatica (setas) e, em F,
vacuolizagdo da célula (seta).
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No presente trabalho também foi possivel observar a perda de material
eletrodenso em bactérias tratadas com os dleos essenciais e com o sulfato de
estreptomicina (Figura 4 e 5), bem como altera¢do na densidade citoplasmatica
em todas as células bacterianas tratadas. Esses resultados corroboram os obtidos
por Gustafson et al. (1998), os quais também observaram a perda de material
eletrodenso das células de Esterichia coli tratadas com 6leo essencial de arvore-
de-ché, indicando a perda de constituintes célulares e quebra da parede celular.
Os autores acreditam que o material coagulado observado em algumas células
cultivadas na presenca do 6leo pode representar membranas coaguladas e
componentes citoplasmaticos empurrados através de perfura¢des produzidas na
parede celular pela acdo do 6leo. Estes efeitos ja sdo bem conhecidos em
bactérias tratadas com desinfestantes ativos em membranas, como clorexidina e
compostos de amonio quaternario (Gardner & Peel 1991).

Amaral et al. (2005), estudando o comportamento do 6leo de cravo-da-
india (Sizygium aromaticum) sobre crescimento fingico em sementes de arroz,
soja, milho e feijdo, observaram que este apresentou agdo fungicida nas
concentragdes de 0,5% a 0,1, e relataram que o mesmo agia, possivelmente, na
parede celular do fungo, consequentemente provocando o extravasamento
celular. Blaszyk & Holley (1998), trabalhando com um composto deste mesmo
6leo, o eugenol, comprovaram que o mesmo ¢ ativo contra as bactérias
patogénicas Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes. Estudos com
eugenol apresentaram evidéncias que indicam possiveis papéis nas interagdes de
membrana e inibi¢do de processos especificos ou enzimas celulares (Wendakoon
& Sakaguchi, 1995; Helander et al.,, 1998; Kwon et al., 2003; Walsh et al.,
2003).
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FIGURA 5 Eletromicrografia de transmissdo de Xanthomonas vesicatoria
exposta a 6leos essenciais de plantas medicinais na concentragio de
0,1%. Testemunha com parede celular integra em A (setas). Células
bacterianas expostas a sulfato de estreptomicina em B e a odleos
essenciais de cravo-da-india em C, de capim-limdo em D, de
citronela em E e de arvore-de-chd em F; com aparente degradacdo
da parede celular ¢ alteragdo na densidade citoplasmatica (setas) e,
em F, vacuolizagdo da célula (seta).
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Ultee et al. (1999) concluiu que o componente hidrofébico do carvacrol,
outro composto presente no 6leo essencial de cravo-da-india, interage com as
membranas de Baccilus cereus, alterando sua permeabilidade para cations como
H' e K'. Este fato resulta em uma agdo bactericida ou bacteriostatica, causando
prejuizos para os processos essenciais da célula, como a inibi¢do de varias
enzimas devido ao vazamento desses ions essenciais, perda de pressao de turgor,
alteracdo na sintese de DNA e redugao das atividades metabdlicas. Outro efeito
secundario do carvacrol ¢ a perda da integridade de membrana devido a
perturbacdo de interacdes hidrofobicas entre lipidios e proteinas, reducdo da
sintese de ATP e, finalmente, morte da célula. O carvacrol também apresenta
atividade comprovada nas bactérias Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, E. coli O157: H7 (Kim et al., 1995; Cosentino et al., 1999),
Pseudomonas aeruginosa ¢ S. aureus (Lambert et al.,, 2001). Com exce¢do
desses patogenos, poucas pesquisas tém sido realizadas sobre o mecanismo de
atividade antibacteriana dos componentes de oOleos essenciais de plantas
medicinais (Gill et al. (2006).

Gill et al. (2006) demonstraram que o eugenol e o carvacrol perturbam
as membranas celulares de E. coli, L. monocytogenes ¢ Lb. Sakei, quando
submetidas a concentracdo de 10 mM, suficiente obter um efeito bactericida
imediato. A ruptura da membrana foi confirmada pelo aumento de ATP
extracelular e diminuicdo de ATP celular.

Piper et al. (2001) também relataram que as substancias presentes nos
Oleos essenciais, quando em contato com o0s microrganismos, afetam a
integridade das membranas celulares, causando o extravasamento de seus
constituintes.

Saegeman et al. (2007), utilizando a MET, observaram que as células de
Pseudomonas aeruginosa ¢ Bacillus subtilis tratadas com glicerol apresentaram

degradagdo da parede celular e alteracao na densidade do citoplasma. Os autores
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também observaram vacuolizagdo de células de Staphylococcus epidermidis.

Nao foram encontrados trabalhos de ultraestura com os dleos essenciais
de citronela e capim-limao, porém, no presente trabalho e com base em outros
autores aqui citados, acredita-se que estes apresentem modos de acdo
semelhantes aos observados em bactérias tratadas com os 6leos essenciais de
arvore-de-cha, cravo-da-india e glicerol, devido as caracteristicas semelhantes
observadas nas eletromicrografias apresentadas.

Os oleos essenciais, em geral, sdo capazes de matar uma gama extensiva
de microrganismos e, apesar de sua aceitacdo difundida como um
antimicrobiano natural, pouco se conhece sobre seus efeitos na morfologia e na
fisiologia de fitopatdégenos. A compreensao do mecanismo de agdo desses 6leos
permitira o uso racional e o desenvolvimento de métodos alternativos de

controle de fitopatégenos menos agressivos ao homem e ao ambiente.

5.5 Consideracdes gerais

No presente trabalho, apresentaram-se resultados promissores na
elucidagdo do modo de acdo dos 6leos essenciais de plantas medicinais. O teste
in vitro mostrou que, a 0,1%, os 6leos essenciais ndo promoveram a inibi¢do do
crescimento bacteriano, porém, quando utilizados in vivo, no experimento em
casa de vegetagdo, promoveram reducao da severidade da doenca.

Fica claro que as interagdes entre patdgeno, hospedeiro e meio ambiente
interferem na atuagao destes 6leos essenciais.

Por meio da microscopia eletronica de transmissdo, observou-se que as
bactérias submetidas aos Oleos essenciais mais promissores continuaram sua
multiplicag@o. Isso explica o fato de estes 6leos ndo terem promovido halo de
inibi¢do no experimento in vitro. Observou-se também, por meio da MET, que
as bactérias expostas aos 6leos essenciais ndo morrem, entretanto, apresentam

alteracdes na sua morfologia, como degradagdo da parede celular, na maioria das
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vezes de forma parcial, e na fisiologia, com alteracdo na densidade do
citoplasma.

Sabe-se que as proteinas ligadas a motilidade da bactéria estio
localizadas no periplama contido entre a parede celular e a membrana plasmatica
(Horsfall & Cowling, 1980). Pode-se levantar a hipotese, entdo, de que, quando
ocorre a degradacdo da parede celular, parte dessas proteinas pode ter sido
perdida, alterando a capacidade de locomogao da célula bacteriana até os pontos
de penetragdo. A degradacgdo da parede celular pode também ter deixado a célula
mais exposta a diversos fatores, como dessecamento, choque osmotico, choques
bruscos de temperatura, radiagdes, alteragdes no pH do ambiente e infec¢do por
bacteriéfagos, entre outros. Isso explicaria o porqué do resultado satisfatorio do

uso dos 6leos essenciais in Vivo.

6 CONCLUSOES

1. A partir da concentracdo 1,0%, os dleos essenciais de tomilho, cravo-da-india
e canela promovem inibicdo do crescimento de X. vesicatoria in vitro e, a

10,0%, todos os 6leos essenciais estudados apresentaram este efeito.

2. Em relagdo a interagdo entre épocas de aplicacdo e controle da doenca, foi
observado que 6leos essenciais aplicados somente uma vez antes da inoculagio e
semanalmente, antes e ap6s a inoculagdo, apresentam maior eficiéncia de

controle.

3. Os melhores tratamentos sdo o0 ASM e os 0leos essenciais de arvore-de-cha,

capim-limao, cravo-da-india e citronela.
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4. Os 6leos essenciais de citronela 2.000 pL L™, capim-limao uL L™, arvore-de-
cha 1.000 e 1.500 uL L' ¢ o ASM 0,2g L' sdo eficientes contra a mancha
bacteriana do tomateiro, quando aplicados uma unica vez, sete dias antes da

inoculagdo.

5. Os bleos essenciais de citronela 1.000, 1.500 e 2.000 uL L', capim-limio
1.000 pL L™, cravo-da-india 1.000 e 1.500 uL L™ e 4rvore-de-cha 1.000 e 1.500
uL L™ sdo eficientes contra a mancha bacteriana do tomateiro, quando aplicados

semanalmente.

6. Os 6leos essenciais de arvore-de-cha, cravo-da-india, capim-limao e citronela
atuam na parede celular de Xanthomonas vesicatoria degradando-a, além de

afetar a aparéncia do citoplasma.
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CAPITULO 3

Oleo essencial de cravo-da-india e acibenzolar-S-metil no controle da mancha

bacteriana do tomateiro.
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1 RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial do 6leo
essencial de cravo-da-india e do acibenzolar-S-metil na reducdo da mancha
bacteriana do tomateiro e na ativagdo de algumas respostas bioquimicas de
defesa da planta. Mudas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada foram pulverizadas
com acibenzolar-S-metil (0,2 mg mL"') e oleo essencial de cravo-da-india
(0,1%) e, sete dias depois, submetidas a inoculacdo de Xanthomonas vesicatoria.
Acibenzolar-S-metil apresentou controle de 89,0% e o 6leo essencial de cravo-
da-india, 53,0%. A resisténcia induzida em planta pelos indutores acibenzolar-S-
metil e oleo essencial de cravo-da-india foi evidenciada pelo aumento na
atividade das enzimas B-1,3-glucanases, quitinases e peroxidases, iniciado logo
nas primeiras horas apods a pulverizagdo até¢ 12 dias ap6s a mesma e do aumento
do teor de lignina aos 12 dias ap6s as pulverizagoes. O acibenzolar-S-metil e o
6leo essencial de cravo-da-india sdo potenciais indutores de resisténcia para o
manejo da mancha bacteriana em tomateiro.

Palavras-chave: Xanthomonas vesicatoria, resisténcia induzida, PR proteinas,
lignina, respostas de defesa da planta.

*Comité Orientador: Eduardo Alves — UFLA (orientador), Ricardo Magela de
Souza - UFLA, Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA
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2 ABSTRACT

The goals of this work were to assess the potential of acibenzolar-S-
methyl and clove essential oil on the reduction of tomato bacterial spot, and the
activation of some plant biochemical defense responses. Tomato plants cv. Santa
Cruz Kada were sprayed with acibenzolar S-methyl (0.2 mg mL™") and Indian
clove essential oil (0.2 mg mL") and, inoculated with Xanthomonas vesicatoria
seven days later. The acibenzolar S-methyl presented a control of 89.0% and the
Indian clove essential oil 53.0%. The expression of the induced resistance by
acibenzolar S-methyl and Indian clove essential oil was evidenced by the
increase at B-1,3-glucanases, chitinases, peroxidases enzymes activity. They
were starting in the first hours after spraying up to 12 days after. The lignin
content increase was observed 12 days after spraying. The acibenzolar-S-methyl
and the clove essential oil are potential resistance inductor for the management
of the tomato bacterial spot.

Key words: Xanthomonas vesicatoria, induced resistance, PR protein, lignin,
plant defense response.

*QGuidance Committee: Eduardo Alves — UFLA (Advisor), Ricardo Magela de
Souza - UFLA, Mario Lucio Vilela de Resende — UFLA
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3 INTRODUCAO

A mancha bacteriana tem como agente etioldgico bactérias do género
Xanthomonas (Dowson) (Jones et al., 2000) e estd entre as doengas mais
importantes do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) em todo o mundo.
Essa doenga ocorre, preferencialmente, em ambiente quente ¢ tmido e limita a
produtividade de lavouras comerciais de tomateiro no Brasil.

Estratégias de controle para a mancha bacteriana sdo baseadas em uma
combinagdo de praticas, tais como uso de sementes ou mudas livres do
patégeno, eliminagdo de hospedeiros alternativos, adocdo de cultivares
resistentes, controle quimico (Obradovic et al., 2004) e ativagdo das defesas
naturais da planta.

A ativacdo das defesas naturais da planta por meio da resisténcia
sistémica adquirida (RSA) tem se destacado como uma das estratégias para o
controle da mancha bacteriana (Louws et al., 2001), em que moléculas
eliciadoras ativam a resisténcia sistémica na planta, a qual protege os tecidos
contra o ataque subsequente de uma ampla gama de patogenos (Hammond-
Kosack & Parker, 2003). A RSA ¢ expressa, tanto local quanto sistemicamente,
em resposta a patéogenos que causam lesdes necroticas (HR) ou por aplicagdo
exdgena de acido salicilico ou compostos sintéticos, como o éster S-metil do
acido benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotioico (ASM) e o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA). A resisténcia expressa esta associada ao aumento de
atividade de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs). Estas possuem
atividade antimicrobiana, sdo excelentes marcadores moleculares para a resposta
de resisténcia (Hammerschmidt & Smith-Becker, 1999) e sdo mediadas por um

processo dependente do acido salicilico.
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Outros processos de defesa podem ser incluidos, como explosdo
oxidativa, acimulo de fitoalexinas, lignificagdo e enrijecimento de parede
(Durrant & Dong, 2004).

Varios produtos quimicos e naturais vém sendo descobertos e parecem
atuar em diferentes pontos nas vias de ativacdo de defesa de plantas, imitando
parte ou toda a ativagdo bioldgica de resisténcia.

O acibenzolar-S-metil (ASM) € o ativador de resisténcia mais estudado e
o primeiro produto comercial sob os nomes de Bion”, ACTIGARD™ e
BOOST® (Venancio et al., 2000). A cultura do tomateiro concentra a maior
parte dos estudos com ASM. Silva et al. (2001a) verificaram reducdo na
incidéncia de Ralstonia solanacearum, apds duas pulverizagoes foliares (2,5 g
1.a./100 L) e em torno de 50% a 60% na severidade da mancha bacteriana em
relagcdo a testemunha, apds trés pulverizacdes do produto (Silva et al., 2001b,
2003). Outro produto alternativo, ainda pouco estudado, a ser utilizado na
agricultura organica em substituicdo ao ASM ¢é o 6leo essencial de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum (Linne) Merril).

Ponce et al. (2003) verificaram atividade antimicrobiana desse o6leo
sobre o crescimento de bactérias, na concentragdo de 500 pL L' pelo método
minimo de concentracdo. Sabe-se que os 6leos de plantas medicinais sdo
alternativas para o controle de fitopatdogenos com a vantagem de ndo poluirem o
ambiente (Stangarlin et al., 1999) e induzirem respostas de defesa na planta, por
meio de fitoalexinas, peroxidases e proteinas relacionadas a patogénese
(Schwan-Estrada, 2002; Kagade et al., 2004), o que indica a presenca de
compostos com caracteristica de eliciadores.

Diante dos desafios enfrentados pelos produtores, torna-se necessario o
estudo de novas alternativas para o manejo integrado de doencas, mediante a
utilizagdo de produtos menos agressivos ao meio ambiente, bem como do modo

como esses produtos agem na planta.
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Dessa forma, objetivou-se, com a realizagdo deste trabalho, verificar o
efeito do oleo essencial de cravo-da-india e do acibenzolar-S-metil no controle
da mancha bacteriana do tomateiro e caracterizar as reagdes bioquimicas
desenvolvidas em fun¢do do estimulo de indug¢do no patossistema tomateiro

versus Xanthomonas vesicatoria.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratdérios de Microscopia
Eletronica e Analise Ultraestrutural (LME) e de Bacteriologia de Plantas e em
casa de vegetagdo, no Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG, a 960 m de altitude, nas
coordenadas 44,97° de longitude oeste e 21,22° de latitude sul. O periodo de

experimento foi de janeiro a dezembro de 2008.

4.1 Obtencao do 6leo essencial

O 6leo essencial utilizado foi adquirido da Brasil Portrait® (2008).

4.2 Origem, preservagdo, isolamento e preparo da suspensdo de
Xanthomonas vesicatoria

Foi utilizado neste trabalho o isolado 89T de Xanthomonas vesicatoria
cedido pela Embrapa Hortaligas, DF. A bactéria foi preservada em peptona
glicerol no deep freezer e inoculada em plantas de tomateiro para confirmagéo
do seu potencial de viruléncia. Folhas sintomaticas dessas plantas foram
utilizadas como fonte de inoculo.

O isolamento da bactéria foi feito a partir das folhas previamente

infectadas, em meio 523 de Kado & HesKett (1970) (MB1), pela técnica de
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estrias paralelas. Posteriormente, a bactéria foi cultivada no mesmo meio a 28°C,
durante 24 horas, para o preparo das suspensdes a serem inoculadas. A
concentragdo da suspensdo bacteriana utilizada em todos os experimentos foi
ajustada em espectrofotometro para Agp= 0,30, correspondendo a,

aproximadamente, 5 x 10° UFC mL"™.

4.3 Realizacao dos experimentos

Para examinar o potencial do 6leo essencial de cravo-da-india em inibir
o crescimento in vitro de Xanthomonas vesicatoria, foram utilizadas as
concentragoes de 0,1%, 1,0%, 10,0% e 100,0% e acibenzolar-S-metil (ASM) 0,2
mg mL" (padrio de indugdo de resisténcia), leite em pé 1,0% como
emulsificante para o tratamento a base de o6leo, sulfato de estreptomicina 25mg
mL" e 4dgua esterilizada, como testemunhas. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, com seis repeti¢des. Discos de papel de
filtro autoclavados de 6 mm de didmetro foram embebidos em 20 pL de cada
substancia testada, secos a temperatura ambiente e colocados em placas de Petri
contendo meio 523 de Kado & HesKett (1970) e 100 uL da suspensdo de X.
vesicatoria. A presenca ¢ o didmetro dos halos de inibi¢do foram avaliados 48
horas depois da incubagdo, em cdmara de crescimento ajustada para 28°C.

Com o objetivo de avaliar o efeito do 6leo essencial de cravo-da-india no
controle da mancha bacteriana do tomateiro em casa de vegetagdo, utilizou-se a
concentragdo de 0,1%, adicionada de leite em pd 1,0%. Dois tratamentos
adicionais, acibenzolar-S-metil 0,2 mg mL”, como padrio de inducdo de
resisténcia e Recop” 2,0 mg mL™', como padrdo de cobre, além das testemunhas
inoculada, absoluta e leite em p6 foram utilizados. Os tomateiros foram tratados
aos 23 dias apds a semeadura (DAS) e a inoculagdo ocorreu aos 30 DAS. As
avaliacdes iniciaram-se sete dias depois. A inoculac¢do foi realizada em plantas

de tomate previamente expostas a cdmara umida por um periodo de 24 horas, via
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pulverizagdo foliar, até o ponto de escorrimento e, posteriormente, foi realizada
nova camara imida por mais um periodo de 24 horas, para garantir a eficiéncia
da inoculag@o. Os experimentos foram conduzidos em delineamento blocos
casualizados, com cinco repeti¢cdes e parcela constituida de seis plantas.

Foram realizadas cinco avaliagdes da severidade da mancha bacteriana,
utilizando-se a escala de Mello et al. (1997). Posteriormente, foram calculadas as
areas abaixo da curva de progresso da severidade da doenca (AACPSD) de cada
tratamento, conforme a formula proposta por Shaner & Finney (1977), e a
porcentagem de controle dos tratamentos em relagdo a testemunha.

Para caracterizar os mecanismos bioquimicos de defesa do tomateiro a
Xanthomonas vesicatoria, induzidos pelo estimulo do 6leo essencial de cravo-
da-india, foi realizado outro experimento. Sementes de tomateiro cv. Santa Cruz
Kada foram semeadas em vasos de 3 L contendo substrato comercial Plantmax
HT". Aos 15 dias de idade, as plantas foram tratadas com o 6leo essencial de
cravo-da-india a 0,1% (com e sem inoculagdo), acibenzolar-S-metil (ASM - 0,2
mg mL") (com e sem inoculagio) e testemunha (com e sem inoculagdo). Foi
utilizado o delineamento blocos casualizados, com trés repetigdes e unidade
experimental composta por um vaso contendo trés plantas. A inoculagdo com X.
vesicatoria ocorreu 4 dias ap0s o tratamento € as coletas aos %4, 1,2,4,5,6,9 ¢
12 dias apos o tratamento. As folhas foram coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido, para andlises posteriores.

Para o preparo do extrato proteico, o tecido foliar foi homogeneizado,
por meio de almofariz e pistilo, em 3 mL de tampao acetato de s6dio S0 mM pH
5,2 contendo EDTA 0,1 mM, durante 5 minutos, em banho de gelo. Apoés a
filtragdo em pano de trama fina, a solugdo foi centrifugada a 13.000 x g, por 15
minutos e o sobrenadante recuperado. Todos os passos foram executados a 0-

4°C. A concentragio de proteina total soltvel foi aferida com a utilizagdo de
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uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA) ajustada para 100 pL do
extrato enzimatico, conforme ensaio de Bradford (1976).

A atividade de quitinases foi determinada pela adicdo de 70 pL do
extrato enzimatico a solugdo com 130 pL de acetato de s6dio 50 mM pH 5,2 e
60 puL de CM-Chitin-RBV (2 mg mL™), substrato especifico para quitinase
fornecido por Loewe Biochemica GmbH, em microplacas de 96 cavidades, com
capacidade de 350 pL. Depois da incubagédo a 35°C, por 80 minutos, as amostras
foram acidificadas com 50 puL de HCI1 0,5 N, esfriadas em banho de gelo por 10
minutos e centrifugadas (1.450 g por 10 minutos). Aliquota de 210 pL do
sobrenadante de cada amostra foi transferida para uma nova microplaca para
leitura a 492 nm, em um leitor EIA-compativel (Wirth & Wolf, 1990).

A atividade de B-1,3-glucanases foi medida seguindo método analogo ao
da quitinase, apenas com a troca do substrato para CM-Curdlan-RBB (4 mg mL"
") ¢ com o ajuste da aliquota do extrato enzimatico para 100 uL (deduzido o
volume do tampao acetato, a fim de se ajustar o volume final em 310 pL por
cavidade). Para promover a agdo hidrolitica da B-1,3-glucanase foi adotado
tempo de incubagdo de 35 °C por 100 minutos. As amostras foram, entdo,
medidas fotometricamente em filtro de 620 nm de um leitor EIA (Wirth & Wollf,
1990).

A atividade de peroxidases de guaiacol (atividade de POX) foi
determinada pela adicdo de 25 pl do extrato enzimatico ajustado para 2 mL de
uma solugdo contendo acetato de sodio 50 mM pH 5,2, guaiacol 20 mM e
perdxido de hidrogénio 20 mM. Apods incubagdo, a 30°C, por 10 minutos,
mediu-se a absorbancia a 480 nm (Urbanek et al., 1991). Uma unidade de POX
foi expressa como a variagdo de 1 ODyg por miligrama de proteina soluvel por
minuto (A4gonm Mg P'lmin'l).

O conteido de lignina foi determinado pelo ensaio com acido

tioglicélico (TGA) (Monties, 1989), em que 0,2 g de tecidos meristematicos
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foram incubados em acetona (85%), por 48 horas e centrifugados, a 7.500 x g,
por 15 minutos. O precipitado foi seco e incubado com 5 mL de acido
tioglicélico em HCI 2 N 1:10 (v/v), durante quatro horas. As amostras foram
centrifugadas a 7.500 x g, por 15 minutos e os sobrenadantes transferidos para
novos tubos, nos quais receberam 200 pl de HCI 10 N. Apds o banho de gelo por
4 horas e centrifugacdo a 7.500 x g por 30 minutos, o precipitado obtido foi
homogeneizado em 5 mL de NaOH 0,5 N ¢ a absorbancia medida a 280 nm. A
quantidade de derivados TGA (lignina acido-soliivel) formada foi medida pela
comparagiio com uma curva padrdo (0,01-0,1 mg éter 2-hidroxipropilico mL™) e
os valores expressos em micrograma de lignina por miligrama de matéria fresca

(ug mg™ MF). Todas as determinagdes foram realizadas em duplicatas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos in vitro de quatro concentragdes do 6leo essencial de cravo-
da-india (CR), acibenzolar-S-metil (ASM) e do sulfato de estreptomicina sobre o
crescimento radial de Xanthomonas vesicatoria sdo apresentados na Figura 1.

Observou-se que todos os tratamentos testados promoveram o
aparecimento de halos de inibi¢do, com exceg¢do do CR a 0,1% e do ASM.
Segundo Kessmann et al. (1994), compostos quimicos ou bioldgicos, para serem
considerados indutores de resisténcia, ndo devem possuir atividade inibitoria
direta sobre o microrganismo patogénico. Entretanto, ha, atualmente, uma
flexibilizagdo desse conceito, ¢ varios compostos considerados indutores de

resisténcia apresentam também agdo direta sobre patdogenos.
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FIGURA 1 Inibicao do crescimento in vitro de Xanthomonas vesicatoria
submetida a diferentes concentragdes do 6leo essencial de cravo-da-
india (CR), sulfato de estreptomicina (antibiotico) e acibenzolar-S-
metil (ASM).

Em condic¢des de casa de vegetacdo, todos os tratamentos controlaram a
mancha bacteriana no tomateiro, reduzindo o progresso da doenga (Figura 2). O
ASM foi o tratamento mais eficiente na reducao da severidade da doenga, com
controle de 89,0%, seguido do CR com 53,0%. O fungicida Recop®, utilizado
como protetor na cultura do tomateiro, apresentou pouca eficiéncia em relagao
aos demais tratamentos, promovendo redu¢do de 26,0% na severidade da

doenga.
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FIGURA 2 Controle da mancha bacteriana do tomateiro por meio da aplicagdo
de acibenzolar-S-metil (ASM) 0,2 mg mL", 6leo essencial de cravo-
da-india (CR) 0,1% e Recop” (FU) 2,0 mg mL™", aos 7 dias antes da
inoculacgao.

Com relagdo a caracterizagdo dos mecanismos bioquimicos de defesa
avaliados, observou-se um aumento relativo das atividades das enzimas B-1,3-
glucanases, quitinases, peroxidases e do teor de lignina (Figuras 3, 4, 5 e 6).
Observou-se que a inoculagdo com X. vesicatoria aumentou a atividade dessas
enzimas e o teor de lignina em folhas de tomateiro para todos os tratamentos,
inclusive na testemunha. Esse comportamento ¢ um indicativo de que a
inoculacdo, por si s6, pode promover aumento na atividade das enzimas.

Plantas pulverizadas apenas com os tratamentos tenderam ao aumento de
B-1,3-glucanases entre 12 horas apo6s a pulverizagdo (hap) e 12 dias apos a
pulverizagdo (DAP), enquanto entre as plantas inoculadas com a bactéria, apenas
as pulverizadas com ASM manifestaram tendéncia de aumento da atividade da
enzima. Plantas pulverizadas com ASM, inoculadas e nd3o inoculadas
apresentaram maxima atividade de B-1,3-glucanases aos 12 DAP, com 8,92% e
35,33% de aumento de atividade da enzima em relagdo as testemunhas inoculada

e ndo inoculada, respectivamente (Figura 3 A). Plantas pulverizadas com CR,
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inoculadas e ndo inoculadas apresentaram maxima atividade de -1,3-glucanases
aos 9 DAP, com 52,29% e 58,29% de aumento da atividade da enzima em
relagdo as testemunhas inoculada e ndo inoculada, respectivamente (Figura 3 B),
caracterizando aumentos na atividade da enzima superiores aos obtidos pelo
ASM. Observou-se também que plantas pulverizadas com ASM e CR,
inoculadas e ndo inoculadas, manifestaram tendéncia de aumento de atividade de
B-1,3-glucanases em todo o periodo de coleta, por vezes nao significativas. O
mesmo foi observado por Cavalcanti et al. (2006) ao utilizar ASM em plantas de

tomateiro inoculadas e ndo inoculadas com X. vesicatoria entre 3 ¢ 12 DAP.
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FIGURA 3 Atividade de B-1,3 glucanase, em plantas de tomateiro submetidas
aos tratamentos: ASM (acibenzolar-S-metil) e testemunha (A) ¢ CR
(6leo essencial de cravo-da-india) e testemunha (B). Plantas
inoculadas com Xanthomonas vesicatoria quatro dias apos
pulverizagdo. Barras indicam erro padrdo da média.
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Plantas pulverizadas com ASM e inoculadas com a bactéria
apresentaram dois periodos de incremento na atividade de quitinase, de 5 a 6
DAP e 9 a 12 DAP (Figura 4 A). A maxima atividade foi observada aos 6 DAP,
porém, ndo diferiu significativamente da testemunha inoculada. Aos 12 DAP, as
plantas apresentaram aumento de 41,93% na atividade da enzima em relacdo a
testemunha inoculada. Plantas somente pulverizadas com ASM obtiveram
maxima atividade da enzima aos 4 DAP, com 85,94% de aumento de atividade
em relagdo a testemunha pulverizada com agua. Em relagdo ao CR, verificou-se
que as plantas de tomateiro pulverizadas e inoculadas com X. vesicatoria
apresentaram decréscimo na atividade de quitinase até a tltima coleta e que a
maxima atividade desta enzima ocorreu aos 5 DAP, com 62,72% de aumento em
relacdo a testemunha inoculada (Figura 4 B).

Plantas pulverizadas somente com o CR apresentaram dois periodos de
incremento na atividade de quitinase: 12 HAP a 4 DAP ¢ 9 a 12 DAP. Assim
como as plantas pulverizadas somente com ASM, as pulverizadas somente com
CR apresentaram maxima atividade de quitinase aos 4 DAP, com 69,79% de
aumento em relacdo a testemunha pulverizada com agua. Houve reducdo na
atividade de quitinase aos 12 DAP, no entanto, com 56,70% de aumento em
relagdo a testemunha pulverizada somente com agua. Segundo Cavalcanti et al.
(2006), uma correlagdo estreita entre a enzima estudada e suas fungdes
hidroliticas no contra-ataque da planta a infec¢do bacteriana ainda € pouco
conhecida. Existem relatos de que endoquitinases com atividade lisozimica
podem hidrolisar ligagdes B-1,4 entre o acido N-acetilmurdmico e a N-
acetilglucosamina no peptideoglicano da parede bacteriana (Majeau et al., 1990).
Entretanto, pode-se afirmar que um arsenal de defesa tenha sido eliciado depois

da pulverizagdo das plantas com o0 ASM e com o CR.
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FIGURA 4 Atividade de quitinase, em plantas de tomateiro submetidas aos
tratamentos: ASM (acibenzolar-S-metil) e testemunha (A) e CR (6leo
essencial de cravo-da-india) e testemunha (B). Plantas inoculadas com
Xanthomonas vesicatoria, quatro dias apds pulverizagdo. Barras
indicam erro padrao da média.
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Plantas pulverizadas com ASM e inoculadas com a bactéria
apresentaram dois periodos de incremento na atividade de peroxidase: 5 a 6
DAP e 9 a 12 DAP (Figura 5 A). A maxima atividade da enzima ocorreu aos 6
DAP, porém, ndo diferiu significativamente da testemunha inoculada. Aos 12
DAP houve aumento de 110,5% na atividade da enzima em relacdo a
testemunha inoculada. Plantas pulverizadas somente com ASM obtiveram
maxima atividade da enzima aos 12 DAP, com 266,03% de aumento em relagdo
a testemunha pulverizada com agua. Nas plantas de tomateiro pulverizadas com
CR e inoculadas com X. vesicatoria, verficaram-se dois periodos de incremento
na atividade da enzima: 5 a 6 DAP ¢ 9 a 12 DAP (Figura 5 B).

A maxima atividade da enzima ocorreu aos 6 DAP, porém, de forma ndo
significativa da inoculada e, aos 12 DAP, apresentaram atividade da enzima com
62,14% de aumento em relacdo a testemunha inoculada. Plantas somente
pulverizadas com CR obtiveram maxima atividade da enzima aos 2 DAP, com
93,28% de aumento em relacdo a testemunha pulverizada com agua. Entretanto,
observa-se que a atividade da peroxidase nas plantas pulverizadas com o 6leo
manteve-se superior em todo o periodo de coleta, quando comparada a
testemunha pulverizada com agua, fato por vezes ndo significativo, como aos 9

DAP.
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FIGURA 5 Atividade de peroxidase de guaiacol em plantas de tomateiro
submetidas aos tratamentos: ASM (acibenzolar-S-metil) e testemunha
(A) e CR (6leo essencial de cravo-da-india) e testemunha (B). Plantas
inoculadas com Xanthomonas vesicatoria, quatro dias apos
pulverizagdo. Barras indicam erro padrao da média.
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A participagdo das peroxidases na resisténcia induzida de tomateiro
contra X. vesicatoria foi demonstrada por Cavalcanti et al. (2006), que relataram
aumento na atividade dessas enzimas logo nas primeiras horas apds a
pulverizagdo das plantas com ASM e Ecolife®, ocorrendo maior atividade no
quinto dia apds a inoculacdo do patoégeno. Fato semelhante foi observado por
Ribeiro Junior et al. (2004), em plantas de tomate tratadas com ASM, que
apresentaram picos de atividades de peroxidases tanto nas plantas inoculadas
quanto ndo inoculadas com X. vesicatoria, aos 9 DAP e por Soylu et al. (2003),
no patossistema tomate versus Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
aos 14 dias.

Segundo Silva et al. (2007) a atividade de peroxidase tem sido implicada
em uma variedade de processos relacionados com a defesa das plantas, incluindo
reacdo de hipersensibilidade, lignificagdo e suberizagdo. Em tomateiro, a
peroxidase ¢ uma das enzimas envolvidas no ultimo passo na lignificagdo. O
reforgo da parede celular por lignina e compostos fendlicos aumenta a
resisténcia da planta a degradacdo enzimatica por patdogenos e atua como uma
barreira mecanica ao ingresso de toxinas, bem como a penetracao fisica.

Em relagdo as concentragdes de lignina soluvel, as plantas pulverizadas
com ASM e CR, com e sem inoculagdo de X. vesicatoria, apresentaram teores

superiores ao da testemunha (Figura 6).
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FIGURA 6 Teor de lignina soliivel (ug mg' MS™) em folhas de mudas de
tomateiro, aos 12 dias apos tratamentos com: ASM — acibenzolar-S-
metil e 6leo essencial de cravo-da-india (CR) comparado com a
testemunha (Test.). A inoculagdo com Xanthomonas vesicatoria (Xv)
ocorreu 4 dias apos pulverizagdo. Colunas com letras iguais nao
diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Plantas tratadas e inoculadas apresentaram pequenos incrementos de
lignina em relagdo as ndo inoculadas. Tal fenomeno também foi observado por
Pereira et al. (2008), em cafeeiro, o que, segundo os autores, pode ter ocorrido
em razdo do reconhecimento do patéogeno ao hospedeiro. A lignificagdo da
parede celular é caracterizada como uma das reagdes desencadeadas pelo
sistema de defesa de planta, no sentido de impedir a penetracdo ou restringir a
colonizacdo dos tecidos por patogenos (Resende et al., 2007).

Este trabalho teve como objetivo final obter, por meio do uso do 6leo
essencial de cravo-da-india, uma nova estratégia de manejo fitossanitario que
possa ser repassada para os produtores rurais, tanto os convencionais como os de
agricultura organica. Espera-se esta estratégia possa minimizar os custos
financeiros e o prejuizo ambiental ocasionado pelo uso indiscriminado de

agrotoxicos.

88



6 CONCLUSOES

. O Oleo essencial de cravo-da-india a 0,1% e o acibenzolar-S-metil (0,2mg

mL™") ndo inibem o crescimento in vitro de Xanthomonas vesicatoria.

. O oleo essencial de cravo-da-india e o acibenzolar-S-metil conferem
capacidade parcial de protecdo em plantas de tomateiro desafiadas por

Xanthomonas vesicatoria.
. O dleo essencial de cravo-da-india e acibenzolar-S-metil promovem aumento
da atividade das enzimas peroxidase, quitinase e glucanase, bem como a

lignificagdo da parede celular.

. O ¢6leo essencial de cravo-da-india ¢ um produto promissor no controle da

mancha bacteriana em cultivos organicos.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

A sociedade tem se mostrado cada vez mais preocupada com o meio
ambiente.

O Brasil ¢ um dos paises mais ricos do mundo, no que se refere a
diversidade de espécies vegetais. E necessario explorar nossas reservas naturais
e buscar substancias que atuem sobre pragas e doencas de plantas, de forma a
minimizar os efeitos negativos do uso indiscriminado de substancias quimicas e
aumentar a producao de alimentos de melhor qualidade, propiciando, assim, o
desenvolvimento de uma agricultura alternativa e sustentavel.

E nesse contexto que aparecem os métodos alternativos de controle de
doencas de plantas, com produtos menos toxicos ao meio ambiente, aos
trabalhadores rurais e aos consumidores.

Os oOleos essenciais provenientes da flora medicinal representam um
método alternativo no controle de doencas de plantas, uma vez que estes, além
de apresentarem em sua composi¢do substincias com elevado poder
antimicrobiano, podem induzir a sintese de fitoalexinas e de outros compostos
de defesa.

De acordo com os experimentos conduzidos para a realizagdo deste
trabalho, fica clara a acdo dos Oleos essenciais de cravo-da-india, canela,
citronela, capim-limdo, arvore-de-chd, eucalipto e tomilho sobre a mancha
bacteriana do tomateiro. Este fato indica que estes 6leos podem ser utilizados em
producgdes organicas de tomateiro, de forma a agregar valor ao produto e torna-

lo mais saudavel para o consumo in natura.
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