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RESUMO

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2009. Atividade de extratos de plantas medicinais da Amazonia
sobre trés patégenos bacterianos do tomateiro. Orientador: José Rogério de
Oliveira. Co-orientadores: Luiz Antonio Maffia e Vicente Wagner Dias Casali.
A utilizacdo de extratos vegetais para o controle de bacterioses de plantas tem

sido pouco estudada. O uso desses produtos pode ser mais uma alternativa como parte
das medidas de manejo de bacterioses de plantas, principalmente devido a falta de um
produto eficiente para o controle dessas doencas. As plantas, assim como todos os
organismos Vvivos, possuem rotas metabdlicas que sdao fundamentais para sua
sobrevivéncia. No entanto, as plantas também sdo capazes de produzir substancias
denominadas metabdlitos secundérios que possuem vérias fun¢des importantes como
protecdo contra o ataque de microorganismos fitopatogénicos. O trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade de EAs, EHESs, SVs e dleos essenciais de plantas medicinais
da Regido Amazodnica contra trés bacterioses do tomateiro: cancro bacteriano, murcha
bacteriana e pinta bacteriana. Foram selecionados somente os extratos que inibiram
completamente o crescimento das trés bactérias. O indice de repressdo destes extratos,
em vdrias concentracdes, foi determinado. O EA AMIS5 apresentoul00% de repressao
as trés bactérias testadas, seguido da SV AM16 com o indice de repressdao de 100% para
R. solanacearum e P. syringae pv. tomato. Estes extratos selecionados foram avaliados
em casa de vegetacdo no manejo das trés doengas. Os EAs e a SV foram utilizados nas
plantas de duas formas: pulverizados na parte aérea e regados no solo. No controle da
murcha bacteriana os efeitos dos extratos foram dependentes da temperatura. Para a

pinta bacteriana dois extratos aplicados no solo na forma de rega exerceram efeito
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satisfatorio, enquanto o oxicloreto de cobre nao foi eficiente contra a doenga. Quanto ao
cancro bacteriano os extratos aplicados na forma de rega foram mais eficientes. Esses

resultados mostram o potencial desses extratos no manejo de doengas causadas por

bactérias.
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ABSTRACT

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
february, 2009. Activity of medicinal plant extracts from the Amazon on three
bacterial pathogens of tomato. Adviser: José Rogério de Oliveira. Co-advisers:
Luiz Antonio Maffia and Vicente Wagner Dias Casali.

The use of plant extracts for the control of plant bacteria has been little studied.
Use of these products may be an alternative as part of bacterial plant management,
mainly due to lack of an effective product to control these diseases. Plants, like all
living organisms, have metabolic routes that are vital for their survival. However, plants
are also capable of producing substances called secondary metabolites which have
several important functions, such as protection against attack by phytopathogenic
microorganisms. The study aimed to evaluate the activity of EAs, EHEs, SVS and
essential oils of medicinal plants of the Amazon region against three tomato bacterial:
bacterial canker, bacterial wilt and bacterial speck. We only selected extracts that
completely inhibited growth of the three bacteria. The rate of repression of these
extracts was determined in various concentrations. EA AMI5 presented 100%
repression of the three bacteria tested, followed by SV AM16 with the rate of repression
of 100% for R. solanacearum and P. syringae pv. tomato. These selected extracts were
evaluated in a greenhouse for management of the three diseases. The EAs and SV were
used in plants in two ways: spraying on the leaves and injected in the soil. Effects of the
extracts on control of wilt bacterial were dependent on temperature. For the bacterial
speck two extracts applied to soil had a good effect, while copper oxychloride was not
effective against the disease. In regards to the bacterial canker, extracts applied to the
soil were more efficient. These results show the potential of these extracts in the

management of plant diseases caused by bacteria.
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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), origindrio do continente Sul
Americano, ¢ uma das hortalicas mais consumidas mundialmente, devido a
versatilidade no uso, aos valores nutricionais, maior vida ttil que outras hortalicas e uso
no processamento industrial (Tigchelaar 1991). Em 2007, a produgdo brasileira de
tomate foi de aproximadamente 3.357 milhdes de toneladas, com a produtividade média
de 59,6 t/ha (IBGE, 2007). A cultura estd sujeita a varias doengas que podem limitar a
sua producdo, como o cancro bacteriano causado por Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, a murcha-bacteriana causada por Ralstonia solanacearum e a pinta
bacteriana causada por Pseudomonas syringae pv. tomato. Devido a estes problemas
fitossanitarios, o tomateiro € alvo de constantes aplicacdes de produtos quimicos,
aumentando os custos de produgdo, intoxicando os seres humanos e o meio ambiente.
Por outro lado, o Brasil possui grande extensdo de florestas e matas com diversidade
genética vegetal enorme, em muitas espécies o produto tem atividade bioldgica, com
potencial benéfico ou maléfico sobre vérios organismos (Brown et al., 1989; Almeida,
1993). A Amazonia contém mais de 5,5 milhdes de quilometros quadrados de floresta
tropical com mais de 25 mil plantas nativas (IBAMA, 2003; Carlini, 2009). Este
potencial genético e os conhecimentos tradicionais da Amazonia t€ém gerado interesses
internacionais com conseqiiéncias desastrosas, devido a apropriacio de recursos
genéticos por meio de patenteamento por empresas estrangeiras, sem ocorrer a
transferéncia desta tecnologia ou beneficios ao pais. Dentre os produtos patenteados
estdo: o cupuagu (Theobroma grandiflora), a andiroba (Carapa guianensis) e copaiba
(Copaifera sp.). Um caso que provocou indignagdo da sociedade brasileira foi o do

patenteamento do processo de obtencdo de 6leo de cupuagu para a fabricacdo de



chocolate (cupolate), patenteado por uma empresa japonesa (Mascarenhas, 2004). O
estudo e uso da atividade biolégica de compostos secunddrios presentes em extratos
brutos ou 6leos essenciais de plantas pode, juntamente com a inducdo da resisténcia,
tornar-se uma alternativa importante no manejo de doencas em plantas cultivadas (Dias,
1993). Entretanto, o contetido dos compostos ativos de plantas medicinais pode ser
afetado por vdrios fatores: variacdo genética, diferencas no conteido de compostos
ativos em vdrias partes da planta ou durante seu crescimento e influéncias ambientais
(Furlani, 2009).

Em diversas plantas utilizadas na medicina popular foram encontradas atividades
antibacterianas e, desta forma, foi estabelecida a seguinte hipdtese de trabalho: plantas
usadas na medicina popular podem ser utilizadas no manejo de doencas bacterianas de
plantas. Para testar a hipdtese, estabeleceu-se o objetivo geral, que foi conhecer o
potencial de algumas plantas utilizadas na medicina popular na Amazodnia, no manejo
do cancro bacteriano, da pinta bacteriana e da murcha bacteriana do tomateiro.
Especificamente objetivou-se: 1) determinar a atividade in vitro de extratos aquosos
(EAs), extratos hidro-etandlicos (EHEs), seivas vegetais (SVs) e dleos essenciais de
espécies de plantas utilizadas na medicina popular na Amazdnia sobre trés patégenos
bacterianos do tomateiro: C. michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv.
tomato e R. solanacearum; 2) avaliar a eficiéncia dos extratos selecionados, em diversas
concentragdes, na repressao das trés fitobactérias; 3) verificar a eficiéncia dos extratos
selecionados no manejo das doencas causadas pelas trés bactérias, por meio de
pulverizacdo foliar em casa de vegetacdo e por meio da aplicagdo direta no solo em

forma de rega.



REVISAO GERAL

O tomateiro por ser cultivado em todas as regides do Brasil estd dentre as
hortalicas mais populares. Atualmente, o tomateiro € a segunda cultura em importancia
econdmica, sendo superada apenas pela batata. Varias doencas ocorrem no tomateiro e
podem limitar sua produ¢do, dependendo do nivel de resisténcia genética da cultivar.

Dentre as principais doengas que ocorrem no tomateiro a murcha-bacteriana,
causada por R. solanacearum (Smith 1896), estd destacada dentre as principais em
regides tropicais e subtropicais. O manejo desta doenga é muito complexo, em vista a
alta capacidade de sobrevivéncia da bactéria no solo e a vulnerabilidade genética das
variedades. Temperaturas elevadas e alta umidade do solo sdo condi¢cdes determinantes
para que ocorram epidemias desta doenca. O controle € dificil, porque ndo estdo
disponiveis cultivares com alta resisténcia e nenhum procedimento individual ¢é
satisfatério, fazendo-se necessdrio o uso de métodos integrados de controle, como
praticas culturais, rotacdo de culturas e cultivares resistentes, as quais podem prover
limites a expansdo destrutiva da bactéria (Lopes & Avila, 2005; Pradhanang et al.,
2003).

O cancro-bacteriano, causado pela bactéria C. michiganensis subsp.
michiganensis (Smith 1910), € freqliente em tomateiro convencional estaqueado, cuja
conducdo requer manejo intensivo das plantas, em vista das operacdes de desbrota e
amarragdo. A ocorréncia da doenca depende de fatores climdticos, grau de infestacdo do
solo e qualidade das sementes utilizadas no plantio. As condi¢cdes ideais do
desenvolvimento da doenca sdo temperatura entre 24°C e 28°C, baixa intensidade
luminosa e alta umidade do solo, ou seja, entre 40 e 80% da capacidade de campo (Galli
& Tokeshi, 1979; Tokeshi e Carvalho, 1980; Robbs, 1985). A prevencao pode ser feita

por meio do uso de sementes livres da bactéria e da esterilizacdo do substrato de
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producdo de mudas. Pode-se usar o Cobre, estreptomicina e outros antibidticos
registrados na sementeira ou na lavoura (Agrios, 2005; Lopes & Avila, 2005).

P. syringae pv. tomato (Okabe, 1933), agente causal da pinta bacteriana, ¢ mais
comum em regides onde ocorrem simultaneamente temperaturas amenas (18°C a 25°C)
e umidade relativa do ar acima de 90%. A prevencdo pode ser feita por meio de
sementes de boa qualidade, mudas sadias, cultivares resistentes ¢ medidas de controle
cultural. Podem ser aplicados periodicamente na lavoura fungicidas a base de cobre e
antibidticos registrados, porém o desenvolvimento de populacdes bacterianas resistentes
pode ocorrer (Lopes & Avila, 2005).

Em decorréncia dos danos que os pesticidas vém causando ao homem e a
natureza, € imprescindivel adotar medidas alternativas de controle, como o uso de
produtos naturais eficientes e de baixo impacto ambiental (Silva et al., 2005). Dentre
estes compostos, destacam-se: Oleos essenciais, alcaldides, lipideos, taninos,
aminodcidos, carboidratos, quitina e lectinas. Um grande entrave no uso destes produtos
€ a quantidade e a variabilidade de sua composi¢do quimica. Dependem do tipo de
tecido, da idade, habitat e do tipo de solo onde a planta é cultivada. Existem algumas
plantas que possuem variabilidade na sua constituicdo quimica até mesmo de acordo
com as estacoes do ano (Silva, 2006; Casali, 2009). Esses compostos, também
denominados de metabdlitos secundarios, tém potencial de acdo sobre diversas doengas
causadas por fungos, bactérias e nematdides. Entretanto, ha poucos estudos em que
testaram estes compostos no controle de bactérias fitopatogénicas.

Satish et al. (1999) utilizaram extratos aquosos de 30 plantas e avaliaram, in
vitro, a atividade bactericida para patovares da bactéria fitopatogénica Xanthomonas
campestris. ApOs a obtencao dos extratos, por meio da maceragdo de folhas, a atividade

bactericida dos extratos foi testada pelo método de difusdo em meio nutriente dgar. Dos



30 extratos aquosos utilizados, oito tiveram significativa atividade bactericida,
evidenciadas pela zona de inibicdo, quando comparados aos antibidticos sintéticos
“bacterimycin” e “streptocycline”.

Rheedia gardneriana Planch. & Triana (Bacupari), planta da familia Clusiaceae,
encontrada na regido Amazodnica foi avaliada por Santos et al. (1999) quanto a
sensibilidade a fitobactérias e enterobactérias, in vitro, a extratos desta planta. Foram
testadas as bactérias fitopatogénicas: Agrobacterium tumefaciens, C. michiganensis
subsp. michiganensis, Pseudomonas sp., R. solanacearum e FErwinia sp. As
enterobactérias testadas foram: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium e Staphilococcus aureus. A epi-clusianona e o dcido oleandico, isolados do
fruto, inibiram o crescimento de S. aureus e L. monocytogenes. A epi-clusianona inibiu
o crescimento das fitobactérias Pesudomonas sp. e C. michiganensis subsp.
michiganensis.

Curtis et al. (2004) utilizaram o extrato de alho (Allium sativum L.) no controle
de bactérias, fungos e Oomycetes. A efetividade do extrato foi testada in vitro frente
vdrios organismos fitopatogénicos. A atividade in vitro de alicina (principio
antimicrobiano do alho identificado como diallythiosulphinate), contra E. coli, foi
comparada aos antibidticos convencionais ampicilina e kanamicina. In vitro o extrato
inibiu as bactérias fitopatogénicas Agrobacterium tumefaciens, Erwinia carotovora, P.
syringae pv. maculicola, P.syrinage. pv. phaseolicola, P.s. pv. tomato e Xanthomonas
campestris pv. campestris.

Loguercio et al. (2005) obtiveram resultados em testes realizados com extrato
hidro-alcodlico de folhas de jambolao (Syzygium cumini (L) Skells), familia Mirtaceae,
oriunda da India oriental. Frente a 17 isolados bacterianos, gram-positivos e gram-

negativos, de importancia patogénica aos animais € humanos. O extrato inibiu o



crescimento de 100% das bactérias testadas. Segundo Morton (1987) as folhas de
jamboldo sdo ricas em taninos e saponinas. Conforme vérios autores (Loguercio et al.
2005; Khan et al., 2001; Srinavasan et al., 2001; Cimanga et al., 2002), existe relacdao

entre o teor de taninos e a atividade contra bactérias gram-positivas.
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CAPITULO 1

EFEITO in vitro DE EXTRATOS DE PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO
AMAZONICA COM ATIVIDADE SOBRE TRES PATOGENOS BACTERIANOS

DO TOMATEIRO.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de EAs, EHEs, SVs e
6leos essenciais de plantas medicinais da Regido Amazdnica contra trés bacterioses do
tomateiro: cancro bacteriano, murcha bacteriana e pinta bacteriana. Utilizaram-se 24
espécies de plantas da regido amazonica, pertencentes a 17 familias botanicas, nos testes
in vitro. Foram selecionados somente os extratos que inibiram completamente o
crescimento das trés bactérias. O indice de repressdo destes extratos, em vdrias
concentragdes, foi determinado nas bactérias em estudo. O melhor tratamento foi com o
EA AMI15, 100% de repressao as trés bactérias testadas, seguido da SV AM16 com o

indice de repressao de 100% para R. solanacearum e P. syringae pv. tomato.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the activity of EAs, EHEs, SVs and essential oils of
medicinal plants from the Amazon region against three tomato bacterial: bacterial
canker, bacterial wilt and bacterial speck. We used 24 plant species of the Amazon
region, belonging to 17 botanical families for tests in vitro. Only extracts that
completely inhibited growth of three bacteria were selected. The rate of repression of
these extracts, in various concentrations, was determined in the bacteria under study.
The best treatment was with EA AM15, presenting 100% repression of the three tested
bacteria, followed by SV AMI16 with the rate of repression of 100% for R.

solanacearum and P. syringae pv. tomato.
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INTRODUCAO

Todos os seres vivos possuem rotas metabdlicas de sintese e de utilizacdo dos
compostos organicos essenciais: acucares, aminodcidos, dcidos graxos, nucleotideos e
polimeros derivados. Esses metabdlitos denominados primdrios sdo essenciais na
sobrevivéncia dos organismos. As plantas também produzem uma ampla diversidade de
compostos organicos importantes, os quais sdo denominados de produtos secundérios
ou metabdlitos secunddrios, ativos na defesa das plantas, protegendo contra o ataque de
herbivoros e de fitopatdgenos, atraindo polinizadores e atuando como agentes na
competicdo planta-planta (Taiz & Zeigher, 1991). Estas defesas das plantas sdo de
natureza quimica, e envolvem substincias do metabolismo secundario, também
conhecidas como por fitotoxinas ou aleloquimicos (Pinto et al., 2002).

A atividade antimicrobiana de extratos de plantas ja foi demonstrada por varios
pesquisadores. Entretanto hd poucos trabalhos visando o controle das doengas causadas
por bactérias fitopatogénicas. Dentre os extratos testados destacam-se: propolis, extrato
citrico e 6leos essenciais (Basim et al. 2006; Motoyama et al. 2003; Daferera et al.
2003; Klink et al., 1995). O uso dos extratos vegetais no controle de fitopatégenos tem
algumas vantagens sobe o uso de produtos sintéticos (Quarles, 1992), como: sdo menos
téxicos por serem menos concentrados, sdo rapidamente degradados, tem amplo
espectro de uso e acdo seletiva, o que resulta em menor probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia. Podem também ser utilizados pelos préprios
agricultores ou em cultivos organicos, e eventualmente, o principio ativo ser sintetizado
pela industria (Pascual-Villalobos, 1996). Deste modo, o objetivo do trabalho foi
selecionar EAs, EHEs, SVs e 6leos essenciais de varias espécies de plantas utilizadas na
medicina popular na Amazonia para avaliar atividade antimicrobiana in vitro de trés

patdgenos bacterianos do tomateiro: C. michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae
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pv. tomato e R. solanacearum, bem como avaliar a eficiéncia dos extratos selecionados,

em vdrias concentragdes, na repressao das trés fitobactérias.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Bacteriologia e Patologia de
Sementes do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Vicosa

(UFV), Minas Gerais, de marco de 2008 a fevereiro de 2009.

1. Obtencao dos isolados

Os isolados de C. michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato e
R. solanacearum foram utilizados em testes in vitro e em casa de vegetacao. Pertencem
a colecao do Laboratério de Bacteriologia de Plantas e Patologia de Sementes. O meio

de cultura utilizado na repicagem e no preparo de indculo foi o meio 523 de Kado &

Heskett (1970).

2. Obtencao das plantas utilizadas nos experimentos

Efetuaram-se coletas em feiras livres e mercados nas cidades de Boa Vista- RR e
Manaus- AM para a obtencdo das plantas. Coletaram-se Oleos essenciais, seivas
vegetais, frutos, folhas e sementes. Algumas plantas foram escolhidas por seus efeitos
antimicrobianos e anti-inflamatdrios j4 conhecidos. Foram selecionadas, também,
plantas ainda nio estudadas, mas utilizadas na medicina popular na Regido Amazonica.
Foram obtidas 24 plantas, pertencentes a 17 familias botéanicas, as quais foram
designadas AM1, AM2, AM3... AM24. As plantas foram armazenadas em sacos
plasticos fechados e etiquetadas, permanecendo em local escuro, arejado e seco, sem

acesso de insetos e fungos.
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3. Preparo dos extratos aquosos

Na obten¢do do EA foi utilizado o método descrito por Ferris & Zheng (1999)
com modificacdes. Foram misturados, separadamente, 1g de cada planta com 10 mL de
agua destilada esterilizada, e a mistura mantida em frascos cobertos com papel
aluminio. Foram mantidos sob agitacio em mesa agitadora orbital (Marconi® - MA 140
CFT) a velocidade de 115.0 rpm, por 1 h. Apds 24 h o EA foi filtrado em gaze, teve seu
volume medido com auxilio de uma proveta e completado a 10 mL com dgua destilada
esterilizada, devido a perdas com evaporacdo ocorridas durante o preparo.
Posteriormente, foram centrifugados (Sorval RC-5B Refrigerated Superspeed
centrifugue) a 4°C e 7.796g, durante 20 min. A centrifugacdo foi realizada para que o
extrato, posteriormente, pudesse passar através das unidades filtrantes Millex® para a

sua esterilizagdo. Os EAs foram utilizados imediatamente apds o preparo.

4. Preparo dos extratos hidro-etanélicos

Foi realizado o processo de acordo com Martins et al. (1994) no preparo da
tintura. As plantas foram adicionadas a erlenmeyers envolvidos por papel aluminio
utilizando-se 1g de planta seca para 10 mL de etanol 70%. Os frascos foram deixados a
temperatura ambiente, protegidos da luz, por 10 dias, sendo submetidos a agitacdo em
mesa agitadora orbital (Marconi - MA 140 CFT) a 115.0 rpm, 1 h/dia. Posteriormente,
foram centrifugados (Sorval RC-5B Refrigerated Superspeed centrifugue) a 4°C e
7.796g durante 20 min. Ao final, as tinturas foram filtradas em gaze, e foi realizado o
procedimento de evaporacdo do etanol, em chapa aquecedora a 80°C. Apds a completa

evaporagdo do édlcool, o volume foi completado para 10 mL com dagua destilada
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esterilizada, resultando no EHE. Os EHEs foram utilizados imediatamente apds o

preparo.

5. Oleos essenciais e seivas vegetais

Utilizaram-se os 6leos essenciais € as SVs na mesma forma que estavam quando

foram adquiridos nas feiras livres e mercados.

6. Selecao dos extratos
Inicialmente foi realizado o bioensaio qualitativo visando a selecao dos EAs,
EHEs, 6leos essenciais e SVs que inibiram o crescimento de C. michiganensis subsp.

michiganensis, P. syringae pv. tomato e R. solanacearum.

6.1- Selecao dos 6leos essenciais e seivas vegetais

Os o6leos essenciais e SVs foram testados na concentracdo de 2,0%. Foi retirado
1 mL de cada composto e adicionado a 1 mL de Tween 80 a 0,02%, seguido de agitacdao
manual durante 30 segundos, promovendo a homogeneizacdo. Na adi¢do ao meio 523
utilizou-se a técnica de diluicdo em dgar, em que se verteram 2 mL do composto em
48mL de meio 523 fundente, juntamente com 0,5mL de ciclohexamida para evitar a
contaminacdo por fungos (Hood et al., 2003; Silva et al., 2005 & Sober6n et al., 2006).
Ap6s a adicdo ao meio, foram imediatamente vertidos em placas de Petri e semeados
com as bactérias R. solanacearum, P. syringae pv. tomato ou C. michiganensis subsp.

michiganensis, incubando-se a 28°+1°C. A concentragdo das suspensdes bacterianas foi
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ajustada a ODgoo = 0,1. As avaliagdes qualitativas foram efetuadas com 24, 48 e 72 h
apds a semeadura das bactérias, e se observou se houve a inibi¢do do crescimento
bacteriano em relagdo aos controles: meio 523 e meio 523 + 2 mL de Tween 80/4dgua
destilada esterilizada (1:1 v/v). Avaliaram-se 11 tratamentos, com trés repeticdes, onde
uma placa de Petri corresponde a uma unidade experimental. A selecio dos 6leos

essenciais e SVs foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado.

6.2- Selecao dos extratos aquosos e hidro-etanélicos

Apbs a extragdo, foram esterilizados em unidades filtrantes Millex®, com
membrana de 0,22 pm. Foram utilizados na concentracdo de 10%, adicionando-se 5 ml
de extrato a 45 ml de meio 523 fundente, juntamente com 0,5mL de ciclohexamida. O
meio 523, sem a adi¢do dos extratos, 523/etanol 70% apds a evaporagdao e 523/dgua
destilada esterilizada foram os controles. Ajustou-se a concentracdo das bactérias a
ODgpo = 0,1 e semeou-se com o auxilio de alcas plasticas calibradas de 10pL,
incubando-se a 28+1°C. As avaliagdes qualitativas foram realizadas com 24, 48 e 72 h
apOs a semeadura das bactérias em placas de Petri. Foram avaliados 19 tratamentos,
com trés repeticdes, onde uma placa de Petri corresponde a uma unidade experimental.

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado.

7. Atividade de dois extratos aquosos e uma seiva vegetal sobre os trés

patogenos e determinacao do indice de repressao (IR) dos extratos

Nos ensaios realizados para a determinacio do IR, utilizaram-se os dois EAs e

uma SV selecionados em experimento anterior, € foram testados nas seguintes
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concentragdes: 0; 0,1; 0,5; 1,0% (SV) e 0; 2,5; 5,0; e 10% (EAs). As suspensdes
bacterianas tiveram suas concentragdes ajustadas a ODgop = 0,1. Realizaram-se quatro
diluicdes das suspensdes bacterianas (fator 1:100) em solucdo salina esterilizada
contendo 0,5% de Tween 80. Posteriormente, semearam-se 10 pl. de cada diluigéo,
utilizando-se al¢a calibrada de 10uL, no meio 523 contendo as concentracdes da SV e
dos EAs. As placas de Petri foram mantidas em incubadora a 28+1°C, por 24, 48 ¢ 72 h
e as avaliagcdes foram feitas por meio da contagem do nimero (Unidades Formadoras de

Colonia/mL) UFC/mL. Apés a quantificacdo, determinou-se o IR, segundo a férmula:

média UFC/mL meio 523 — média UFC/mL meio semi-seletivo
IR = x 100
média UFC/mL meio 523

Como controle utilizou-se o meio de cultura 523 com Tween 80/dgua destilada
esterilizada e somente meio 523, cada placa de Petri correspondeu uma unidade
experimental. O ensaio foi realizado com trés repeticoes. Nos meios que permitiram o
crescimento das trés bactérias testadas, foi feita a quantificacdo do nimero de coldonias
de R. solanacearum, P. syringae pv. tomato e C. michiganensis subsp. michiganensis e
determinado o IR. As dilui¢cdes utilizadas nos calculos do IR no meio 523 e nos meios
com extratos variaram de acordo com a bactéria, com o extrato adicionado ao meio,
bem como com as concentragdes testadas. Os dados coletados (UFC/mL) foram
transformados em log;o € a média e o erro padrido dos tratamentos foram calculados no

programa SAS System versao 8.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios realizados com os EAs, EHEs, SVs e 0Oleos essenciais, foram
selecionados apenas os compostos que inibiram completamente o crescimento das trés
fitobactérias em estudo. Dois EAs e EHEs (AM3 e AM15) e uma SV (AM16) inibiram
completamente o crescimento das trés fitobactérias testadas. Com vdrios extratos
obtiveram-se resultados promissores para cada bactéria. Os EAs com melhores
resultados in vitro na inibicdo do crescimento de R. solanacearum foram: AM3, AM6,
AM9, AM14, AM15 e AM23. Os EHEs foram: AM3, e AM15, e as SVs: AM14, AM16
e AM20. Os melhores resultados em C. michiganensis subsp. michiganensis dos EAs e
dos EHEs foram: AM3 e AM15. Dentre os 6leos essenciais AM1 e AM7 e a SV AM16.
Quanto a bactéria P. syringae pv. tomato os EAs selecionados foram AM3, AM6, AM9
e AMI15, os EHEs AM3 e AM15, o 6leo essencial AM18 e as SVs AM16 e AM?20.
Como os efeitos inibitérios dos EHEs e EAs selecionados foram iguais nas trés
bactérias, o método de preparo selecionado para a avaliacdo quantitativa foi o do EA.

O meio com 0 EA AM3 foi selecionado na concentracio de 10% e teve IR baixo
em todos os organismos testados, R. solanacearum (40,94%), P. syringae pv. tomato
(19%) e C. michiganensis subsp. michiganensis (2,96%). J4 o meio com o EA AMI15
foi selecionado na concentracao de 2,5% em P. syringae pv. tomato € R. solanacearum
e na concentragdo de 5,0% em C. michiganensis subsp. michiganensis, proporcionando
completa inibi¢do do crescimento das trés bactérias testadas (IR= 100%). A SV AM16
foi utilizada na concentragdo de 0,5% em P. syringae pv. tomato € R. solanacearum e
1% em C. michiganensis subsp. michiganensis, com IR de 100% nas bactérias R.
solanacearum e P. syringae pv. tomato € 0,55% em C. michiganensis subsp.

michiganensis. Esses resultados permitem concluir que o melhor desempenho foi do EA
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AMIS5 porque promoveu a inibicdo do crescimento in vitro das trés fitobactérias

testadas.

Figura 1- Repressdo do crescimento de trés patégenos bacterianos do tomateiro por dois
EAs e uma SV. Dados calculados a partir de média do Log10 do nimero de UFC/mL.
Barras verticais representam o erro padrdo da média.
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Legenda: AM3 e AMI5 (EAs), AMI16 (SV). Cmm (C. michiganensis subsp.
michiganensis), Pst (P. syringae pv.tomato) e Rs (R. solanacearum).

Estes ensaios preliminares demonstram o potencial biolégico dos dois EAs e da
SV contra os trés patdgenos bacterianos do tomateiro estudados, incentivando novas
pesquisas com estas substincias isoladas com o intuito de se determinar os constituintes
quimicos responsdveis por tal atividade. As diferencas encontradas na atividade dos
compostos em relagdo as trés bactérias testadas podem ser explicadas tanto pela
constituicdo da parede celular bacteriana, quanto pela diversidade da composi¢do dos
EAs e da SV. As bactérias gram-positivas t€m a estrutura celular mais rigida e uma
parede celular menos complexa e com menor teor lipidico do que as gram-negativas
(Romeiro, 2005). Talvez por isso, C. michiganensis subsp. michiganensis, que € gram
positiva, tenha sido menos afetada pela SV AM16. Segundo alguns autores, hd uma

relagcdo entre o teor de taninos e a atividade de extratos vegetais sobre bactérias gram
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positivas (Khan et al., 2001; Srinavasan et al., 2001; Cimanga et al., 2002; Loguercio et
al., 2005). Um grande entrave no uso destes produtos naturais € a quantidade e sua
composicdo quimica que sdo muito varidveis e dependem do tipo de tecido, idade da
planta, habitat e tipo de solo onde a planta foi cultivada (Silva, 2006). A concentracdo
de principios ativos pode variar muito até durante o dia como: os alcaldides e 6leos
essenciais que se concentram mais pela manha e os glicosideos a tarde. Também a
época do ano pode ter efeito nos teores de principios ativos (Martins et al., 1994). Isso
pode explicar o fato da SV AM16 ter inibido completamente o crescimento de C.
michiganensis subsp. michiganensis durante a selecdo dos compostos e nao ter tido um
bom IR, sendo que a SV utilizada na selecdo foi coletada em época diferente da
utilizada na quantifica¢do do IR, podendo ter reduzido a concentracdo do principio ativo
ou mesmo a auséncia do mesmo. Outro aspecto importante que deve ser observado é o
fato dos EAs terem sido mais efetivos do que os EHEs, sendo que o método de extracdo
do EHE utilizou como solvente o etanol 70% que tem um maior potencial de extragao
do que a 4dgua destilada. No entanto, o uso da chapa aquecedora a 80°C para a
evaporacdo do etanol pode ter influenciado na perda de principios ativos sensiveis ao
calor ou até mesmo sensiveis ao préprio solvente utilizado. Portanto, conhecer a
composi¢do de extratos vegetais com potencial no manejo de doengas bacterianas de
plantas é de fundamental importancia. Estudos futuros com esses extratos devem ser
realizados visando a determinagdo da sua composi¢do quimica e conhecer os principios
ativos que estdo atuando na inibi¢do do crescimento bacteriano. Considerando-se que
apenas 1% das espécies vegetais encontradas em florestas tropicais foi investigada
quanto a sua composi¢do quimica (Rodrigues-das-Dores & Casali, 2007), torna-se ainda
mais importante a realizacdo de pesquisas nessa drea, de forma a se conhecer e utilizar

as plantas que ocorrem no Brasil.
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CAPITULO 2

EFEITO in vivo DE EXTRATOS DE PLANTAS DA REGIAO AMAZONICA SOBRE

TRES BACTERIOSES DO TOMATEIRO
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de dois EAs e uma
SV de plantas medicinais da regido amazonica, no controle de trés doencas: cancro
bacteriano, murcha bacteriana e pinta bacteriana do tomateiro. Os EAs e a SV foram
utilizados nas plantas de duas formas: pulverizados na parte aérea e regados no solo. No
controle da murcha bacteriana os efeitos dos extratos foram dependentes da
temperatura. Nos experimentos realizados com a pinta bacteriana dois extratos
aplicados no solo na forma de rega exerceram efeito satisfatério, enquanto o oxicloreto
de cobre nao foi eficiente contra a doenca. Quanto ao cancro bacteriano foi eficiente um
dos extratos aplicados na forma de rega. Esses resultados mostram o potencial desses

extratos no manejo de doengas causadas por bactérias fitopatogénicas.

27



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the potential of two EAs and one SV of medicinal plants in
the Amazon region on control of three diseases: bacterial canker, bacterial wilt and
bacterial speck of tomato. The EAs and SV were used on the plants in two ways:
spraying on the leaves and application to the soil. For control of bacterial wilt, the
effects of the extracts were dependent on temperature. In experiments performed with
bacterial speck two extracts applied to the soil had good effects, while copper
oxychloride was not effective against the disease. Against the bacterial canker, extract
applied to the soil was efficient. These results show the potential of these extracts in the

management of plant diseases caused by bacteria.
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INTRODUCAO

A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) estéd sujeita a varias doencas
que podem limitar a sua produgdo. Dentre estas, as causadas por fitobactérias t€m tido
importancia, principalmente pela falta de medidas eficientes de controle, resultando em
elevadas perdas. As medidas disponiveis para o controle de bacterioses de plantas sdo
praticamente incluidas nos principios de exclusdo e, eventualmente, a erradicacdo
(Agrios, 1997). Nao ha disponiveis produtos que controlem eficientemente as doencgas
bacterianas de plantas. Os antibiéticos t€m sua acdo comprometida, pois sdo facilmente
lavados por chuvas, ndo sd@o absorvidos e nem translocados na planta. Os produtos a
base de cobre sdo pouco eficientes, pois, somente conferem prote¢do e niao funcionam
sistemicamente (Romeiro, 2005). Desta forma, qualquer procedimento alternativo se
torna importante como parte das medidas integradas de manejo.

Extratos brutos e 6leos essenciais, obtidos a partir de plantas medicinais, t€ém
potencial no controle de fitopatégenos, tanto por sua acdo direta quanto pela indugdo de
resisténcia, indicando a presenca de moléculas com caracteristicas eliciadoras
(Pradhanang et al., 2003; Balbi-Pefia et al., 2006; Schwan- Estrada et al., 1997;
Stangarlin ef al., 1999). A maioria dos trabalhos encontrados com a utilizacdo de
extratos de plantas no controle de bactérias € da drea médica. Com o objetivo de manejo
de fitobactérias, os extratos vegetais tém sido avaliados, na maioria das vezes, apenas in
vitro. Por isso, os trabalhos realizados em casa de vegetagdo e em campo sdo
importantes ao confirmarem efeitos in vitro. O objetivo do presente trabalho foi avaliar
a eficiéncia de dois EAs e uma SV, in vivo, no manejo de trés patdgenos bacterianos do
tomateiro: C. michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato € R.
solanacearum, por meio de pulverizacdo foliar e da aplicacdo direta no solo em forma

de rega.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratdrio de Bacteriologia de Plantas e Patologia
de Sementes, casa de vegetacdo e em camara de crescimento, com temperatura
controlada, do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Vicosa

(UFV), Minas Gerais, no periodo de marco de 2008 a fevereiro de 2009.

1. Obtencao das mudas de tomateiro

As mudas de tomateiro da cultivar Santa Clara, foram produzidas em bandejas
de isopor contendo substrato organo-mineral inerte (Plantmax®). As mudas, com idade
de 25-30 dias, foram transplantadas em vasos plasticos com capacidade de 2,0 L, com
substrato contendo solo, areia e esterco (2: 1: 1), esterilizado com brometo de metila. As

plantas receberam aduba¢ao semanal com ouro verde, 3g/L, 40mL/vaso.

2. Aplicacao de dois extratos aquosos e uma seiva vegetal no controle de

trés bacterioses do tomateiro

Em ensaios anteriores, foram selecionados dois EAs e uma SV que inibiram
completamente o crescimento de R. solanacearum, P. syringae pv. tomato e C.
michiganensis subsp. michiganensis. Foram realizados trés experimentos devido as

caracteristicas distintas dos trés patdgenos bacterianos em estudo.
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2.1. Efeito de dois extratos aquosos e uma seiva vegetal in vivo sobre a pinta

bacteriana

Antes da inoculagdo, os extratos foram pulverizados e regados. A pulverizacao
dos extratos vegetais na superficie das folhas das plantas de tomateiro foi feita com o
auxilio de um borrifador manual de jardim, até o ponto de escorrimento. Tendo em vista
a melhor distribuicdo do extrato na folha da planta foi adicionado Tween 80, na
concentragdo de 0,1%. Em cada pulverizacado foi evitado que o extrato aplicado na parte
aérea atingisse o solo e interferisse nos resultados, envolvendo os vasos em sacos
plasticos, conforme a metodologia utilizada por Bala & Sukul (1987). Na aplicacdo no
solo as plantas foram submetidas as mesmas condi¢des e posteriormente a aplicacdo foi
feita na forma de rega, 20mL/planta. Apds 24 h as plantas foram colocadas em camara
de nevoeiro. Apdés 24 h inoculou-se, por atomizacdo, P. syringae pv. tomato. A
suspensao bacteriana foi previamente ajustada a ODgyo = 0,1. Apds a inoculagdo as
plantas permaneceram por mais 48 h na cadmara de nevoeiro. As plantas foram
pulverizadas ou regadas a cada 10 dias, como descrito por Lopes (2004), e mantidas em
camara de crescimento com temperatura controlada de 26°C.

Foram avaliados 9 tratamentos: 1 - AMI5 + Tween 80 pulverizado na parte
aérea, 2 - AMI15 regado no solo, 3 - AM3 + Tween 80 pulverizado na parte aérea, 4 -
AM3 regado no solo, 5 - AM16 + Tween 80 pulverizado na parte aérea, 6 - AMI16
regado no solo, 7 - 4gua destilada + Tween 80 pulverizado na parte aérea, 8 - agua
destilada regada no solo e 9 - oxicloreto de cobre aplicado na parte aérea (6g/L).
Utilizaram-se quatro repeti¢cOes por tratamento, cada planta corresponde a uma unidade
experimental. O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial. A

avaliacdo da severidade nas plantas foi realizada por meio da contagem do niimero de
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lesoes nas folhas. Utilizou-se a média do nimero de lesdes nas analises estatisticas, e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade. As andlises foram

realizadas com o programa SAS System versao 8.0.

2.2. Efeito de dois extratos aquosos e uma seiva vegetal in vivo sobre o cancro

bacteriano

A inoculagdo foi feita de acordo com Francis & Kabelka, (2001), por meio do
corte com tesoura do peciolo da primeira folha verdadeira da muda de tomate e imersao
em suspensao bacteriana por 5 min (Figura 1). Os procedimentos de aplicacdo dos
extratos via foliar e no solo foram os mesmos utilizados na pinta bacteriana, e as plantas
de tomate foram submetidas aos mesmos tratamentos (item 2.1). O delineamento foi

inteiramente casualizado, em esquema fatorial.

Figura 1- Corte no peciolo da primeira folha verdadeira e imersdo em suspensao
bacteriana.

A avaliacdo da severidade nas plantas com sintomas foi realizada por meio do
“Individual Disease Rating Scores™ (IDRS), usando a escala descritiva de Francis &
Kabelka, (2001). As notas variaram de O a 5, em que O representa a planta sem
sintomas, com a adi¢cdo de 1 ponto em cada sintoma: necrose marginal, murcha e

cancro. A nota 5 foi atribuida as plantas mortas. Dos sintomas moderados foi subtraido
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0,5 ponto e do sintoma severo foi adicionado 0,5 ponto. Usando este esquema a planta
que tiver com necrose severa, murcha e cancro receberd o IDRS de 4,5 e a planta com
necrose moderada, murcha e cancro recebera o IDRS de 1,5. Utilizou-se a média do

IDRS durante a avaliacdo da severidade.

2.3. Efeito de dois extratos aquosos e uma seiva vegetal in vivo sobre a murcha

bacteriana

A inoculacdo foi feita por meio do corte das raizes com tesoura e imersao em
suspensdao bacteriana por 5 minutos. Os procedimentos de aplicacdo dos extratos via
foliar e via solo foram os mesmos utilizados na pinta bacteriana, e as plantas de tomate
foram submetidas aos mesmos tratamentos com exce¢ao do oxicloreto de cobre que nao
foi utilizado neste experimento (item 2.1).

A avaliacdo teve como objetivo a incidéncia, por isso foi quantificada a
porcentagem de plantas doentes ou partes de plantas doentes na populacdo (Madden et
al., 2007). A incidéncia foi registrada a partir da primeira ocorréncia de planta com
sintomas de murcha, de modo a acompanhar o progresso da doenga ao longo do tempo.
Todas as plantas com murcha irreversivel foram submetidas a testes de exsudagdo em
copo com dgua e posteriormente levadas ao laboratério de Bacteriologia e Patologia de
Sementes da UFV, onde foi feito o reisolamento do patégeno. Foi calculado o progresso
da doenca de maneira cumulativa, as analises foram realizadas com o programa SAS

System versao 8.0.

33



RESULTADOS E DISCUSSAO

Murcha bacteriana

No primeiro experimento realizado em casa de vegetacdo, a doenca ocorreu
somente nas testemunhas T7 (dgua destilada + Tween 80 pulverizados na parte aérea) e
T8 (plantas regadas com dgua destilada). Os sintomas de murcha surgiram do 7° ao 15°
dia apds a inoculacdo (DAI). As avaliagdes continuaram até o 45°DAI e o numero de
plantas mortas foi 6 e 17 nos tratamentos 7 e 8 respectivamente. Nesse mesmo periodo,
nas demais plantas ndo ocorreram os sintomas da doenca. No segundo experimento nao
houve diferenca significativa no avango da doencga, entre os tratamentos (Figuras 2 e 3).
O fator temperatura pode ter interferido nos resultados, pois, durante o primeiro
experimento as plantas foram mantidas a 30°C, enquanto no segundo experimento a
temperatura variou entre 30-35°C. De acordo com Lopes (2005), a temperatura elevada
e a alta umidade do solo s@o fatores determinantes das epidemias severas da murcha
bacteriana em tomateiro. A alta temperatura também pode ter influenciado na
volatilizacdo dos compostos presentes nos extratos, 0s quais nao causaram, portanto,
qualquer efeito nas plantas tratadas. Devem ser realizados novos estudos que avaliem a

eficiéncia destes extratos quando utilizados em diversas temperaturas.
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Figura 2- Progresso da murcha bacteriana (R. solanacearum) em tomateiros (Solanum
lycopersicum) tratados com extratos de plantas via foliar (Trat 1, Trat 3 e Trat 5) e ndo tratados
(Trat 7), ao longo de 30 dias. Barras verticais representam o erro padrao da média.
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Figura 3- Progresso da murcha bacteriana (R. solanacearum) em tomateiros (Solanum
lycopersicum) tratados com extratos de plantas no solo (Trat 2, Trat 4 e Trat 6) e ndo tratados
(Trat 8), ao longo de 30 dias. Barras verticais representam o erro padrao da média.

Pinta bacteriana

No primeiro experimento realizado em casa de vegetacdo, entre as plantas
tratadas com extratos ndo houve diferenca significativa em vista de ocorrer a lavagem
do in6culo durante a permanéncia das plantas na camara de nevoeiro. No segundo

experimento, a aspersdo na camara de nevoeiro foi controlada evitando a lavagem do
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indculo. Durante o dia, a cada 1 hora, as plantas recebiam aspersdao com a duracdo de 7
segundos garantindo assim a umidade necessdria a penetracdo da bactéria. Os sintomas
foram observados 14 dias apds a inoculacdo, realizando-se, entdo, a contagem do
nimero de lesdes nas folhas e no caule. Nao houve efeito significativo do local de
aplicacdo (P = 0,67) e nem da interagdo entre tratamento/local (P = 0,056), entretanto
houve efeito (P < 0,001) de tratamento (Tabela 1). Por ndo haver diferenga no modo de
aplicacdo dos extratos, foram considerados 4 tratamentos: tratamento 1 (AM 15 - solo e
pulverizado), tratamento 2 (AM3 - solo e pulverizado), tratamento 3 (AM16 - solo e

pulverizado) e tratamento 4 (dgua destilada - solo e pulverizada).

Tabela 1- Severidade da pinta bacteriana em tomateiros (Solanum lycopersicum), tratados com extratos de
plantas (1, 2 e 3), e ndo tratados (4).

Tratamento Média (n° de pintas) Log. (n° de pintas)
4 860 6.09a
2 48.50 2.92b
3 25.37 2.12b
1 22.62 2.02b

As médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (a= 0,01).

Nas plantas em que se pulverizou o oxicloreto de cobre o n° médio de lesdes foi
1661,75. A dosagem utilizada foi de 6g/L, acima da recomendada (2g/L), demonstrando
que este produto ndo é eficiente no controle desta bacteriose do tomateiro. Segundo
Romeiro (2005), fungicidas protetores (cupricos e tiocarbamatos) e antibidticos sao
quimicos pouco persistentes, ndo sist€émicos e de baixa absor¢do pelas plantas, causando
controle insatisfatorio de fitobacterioses. Também, a resisténcia do isolado bacteriano
ao cobre pode ser apontada como uma das causas da baixa eficiéncia do controle, porém
sd0 necessarios ensaios in vitro que confirmem esta hipotese.

Uma maneira possivel de o extrato ter reduzido a intensidade da doenca € a
inducdo de resisténcia. Os agentes indutores ndo atuam diretamente controlando o
patdgeno ou transformando-se em algum agente antimicrobiano, mas sim sensibilizando

as plantas ao ativarem seus mecanismos de defesa em resposta a presenca do patdgeno,
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podendo ser efetiva contra diversos patdgenos incluindo virus, bactérias, e fungos
(Conrath et al., 2002; Baysal et al., 2003; Bonaldo et al., 2005; Ryals et al., 1996). No
entanto, a confirmacdo desses resultados implica na necessidade de experimentos
adicionais, como a determinacdo da atividade de enzimas indicadoras do estado de
inducdo, verificando se hd restricio do patégeno nos tecidos da planta, ausé€ncia de
efeitos toxicos do agente indutor sobre o patégeno e outros critérios que possam ser
adotados para a confirmacao do estado de inducdo (Romeiro, 2007).

Indutores de resisténcia vém sendo produzidos e comercializados no controle de
doencas das plantas. O indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) foi testado no
controle da pinta bacteriana do tomateiro e reduziu a incidéncia da doenga tanto nas
folhas quanto nos frutos (Louws et al., 2001). Portanto, a determinacdo das
propriedades de compostos secunddrios presentes nas plantas medicinais com
caracteristicas eliciadoras ou antimicrobianas pode contribuir com sua utiliza¢cdo como

medida alternativa e complementar no controle de doencas bacterianas de plantas.

Cancro bacteriano

No experimento realizado em casa de vegetagcdo sobre o cancro bacteriano, o EA
AM135, regado no solo, promoveu o controle da doenga durante o periodo de avaliagdo
(30 dias) (Figura 4). O tratamento 3 (AM3 pulverizado na parte aérea) quando
comparado com os demais foi o de menor eficiéncia, seguido dos tratamentos 5 (AM16
pulverizado na parte aérea) e 9 (oxicloreto de cobre) (Figura 4). O método de
inoculagdo adotado no presente trabalho foi escolhido pelo fato de potencialmente
permitir a ocorréncia de todos os sintomas da doenca (Francis & Kabelka, 2001).
Entretanto, foi avaliado somente o sintoma de murcha, pois os demais sintomas

causados pela doencga dependeriam da condugdo das plantas até o final do ciclo.
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Figura 4- Severidade do cancro bacteriano do tomateiro apds tratamento com diferentes extratos
de plantas da regido Amazonica. Avaliacdo realizada por meio das médias do Individual Disease
Rating Scores (IDRS), utilizando escala descritiva variando de O a 5. Barras verticais
representam o erro padrdo da média.

O oxicloreto de cobre também demonstrou baixa eficiéncia no controle do
cancro bacteriano, provavelmente devido ao fato de ter acdo fungicida protetora, ndao
sistémico e de baixa absor¢do pelas plantas. Em experimento realizado por Kronka
(2004), foram testados os produtos combinados: ASM + mancozeb e ASM + oxicloreto
de cobre, no controle do cancro bacteriano. Entretanto, o tratamento com ASM
isoladamente, foi melhor que os produtos tradicionalmente empregados na reducdo da
doenca. Em parte, a baixa eficiéncia desses produtos também pode ser explicada pela
resisténcia de isolados bacterianos a esses principios ativos.

Diversos produtos naturais, entre os quais extratos de plantas medicinais, t€ém o
potencial de uso no manejo de doengas em plantas, tanto por sua atividade
antimicrobiana direta quanto indireta (Stangarlin, et al., 1999; Fiori et al., 2000). O
Brasil atualmente ocupa a segunda posicdo na América Latina em drea manejada

organicamente, principalmente com hortalicas (Willer & Yussefi, 2005). Estes produtos
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podem ser facilmente empregados no sistema de cultivo orgénico e, também, na
agricultura familiar. No cultivo convencional do tomate, onde ocorre uma intensa
utilizacdo de insumos agricolas, com alto risco de contaminagdo do ambiente, dos
consumidores e dos agricultores (Drinkwater et al., 1995), produtos naturais podem ser
uma alternativa para o manejo de bacterioses de plantas. Portanto, a determinacido da
atividade bioldgica desses compostos € importante na identificacdo dos principios ativos
que tem atividade antimicrobiana ou caracteristicas eliciadoras, o que permitiria a

utilizacdo no manejo de doengas bacterianas, minimizando o uso de agrotéxicos.
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