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RESUMO

PONTES, Nadson de Carvalho Pontes. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2009. Oleo essencial de mostarda e controle experimental da
murcha bacteriana do tomateiro (Ralstonia solanacearum): efetividade e toxidez
ao patdgeno. Orientador: José Rogério de Oliveira. Co-orientadores: Onkar Dev
Dhingra e Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira.

A ocorréncia de murcha bacteriana ¢ um dos principais fatores limitantes ao
cultivo de tomate em regides tropicais, principalmente devido a falta de métodos
efetivos de controle. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do
6leo essencial de mostarda no tratamento do solo para a supressdo da populacio de
Ralstonia solanacearum. Inicialmente, avaliaram-se diferentes meios seletivos para a
detec¢do e monitoramento da populacdo da bactéria no solo. Dos meios avaliados,
apenas dois apresentaram sensibilidade adequada para a detec¢do da bactéria, sendo
que, o meio South Africa Selective Medium — Elphinstone (SMSA-E) possibilitou a
maior taxa de recuperagdo da bactéria no solo, com baixo indice de repressdao ao
patdgeno alvo e alto indice de supressdo a microrganismos contaminantes. Quanto ao
efeito dos vapores do EOM sobre R. solanacearum, estes foram capazes de inibir
completamente o seu desenvolvimento in vitro. A exposi¢do das colonias bacterianas
aos vapores do EOM ocasionou aumento do extravasamento de metabodlitos
celulares. Bactérias anaerdbicas facultativas e/ou gram-positivas foram menos
sensiveis ao produto que R. solanacearum. Apos fumigagdo por sete dias do
substrato com EOM em concentragdes a partir de 100puL. de ITCA/L de solo, ndo se
observou a recuperagdo da bactéria com o meio seletivo SMSA-E. As plantas de
tomate cultivadas no substrato submetido a este mesmo tratamento ndo apresentaram

sintomas de murcha bacteriana apds 45 dias do transplante.
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ABSTRACT

PONTES, Nadson de Carvalho Pontes. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2009. Essential oil of mustard and bacterial wilt on experimental
control in tomato (Ralstonia solanacearum): effectiveness and toxicity to the
pathogen. Adviser: José Rogério de Oliveira. Co-advisers: Onkar Dev Dhingra and
Rosangela D’ Arc de Lima Oliveira.

The occurrence of bacterial wilt is one of the main restrictions to the tomato
production in tropical areas, mainly due to the lack of effective methods of control.
The research had the objective to evaluate the efficiency of the essential oil of
mustard in the treatment of the soil for the suppression of the population of Ralstonia
solanacearum. Initially, different selective mediums were evaluated for the detection
and quantification of the bacterial population in the soil. Among the appraised
mediums, only two mediums showed appropriate sensibility for the detection of the
bacteria, and the South Africa Selective Medium - Elphinstone (SMSA-E) showed
the highest recovery tax of the bacteria in the soil, the lowest repression index to the
R. solanacearum and highest suppression index of background microorganisms. In
the evaluation of the EOM gaseous effect against R. solanacearum, this was capable
to inhibit it in vitro development completely. The bacterial colonies that were
exposited to the EOM gaseous increased the linkage of cellular metabolites.
Anaerobic and gram-positive bacterias were less sensitivity to the product than R.
solanacearum. The recovery of the bacteria was not observed with the selective
medium SMSA-E, after substratum fumigation for seven days with EOM in
concentrations over 100uL of ITCA/L of soil. The tomato plants cultivated in the
substratum submitted to this same treatment had not present symptoms of bacterial

wilt after 45 days of the transplant.
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INTRODUCAO GERAL

O cultivo do tomate (Solanum lycopersicum L.) ¢é bastante difundido em todo
o mundo. Entretanto, um dos grandes problemas desta cultura ¢ a alta
susceptibilidade ao ataque de pragas e doencas, sendo estas ultimas as principais
causas de perdas na producdo. Dentre estas doencas podemos destacar a murcha
bacteriana, a qual estd amplamente distribuida no mundo e torna-se muitas vezes
limitante para a cultura do tomate em regides de clima tropical. O agente etioldgico
desta doenga ¢ a bactéria Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. 1996, a
qual ¢ nativa de muitos solos em regides distintas do globo (Hayward, 1991).

A deteccdo da bactéria em campos infestados ¢ bastante dificil, visto a
ocorréncia de baixas populagdes no solo e a distribui¢do desuniforme (Priou et al.,
2006). Em estudos sobre a sobrevivéncia de R. solanacearum no solo, sio
apresentados diversos métodos de deteccao e quantificagao da populagao bacteriana.
A utilizagdo de plantas indicadoras, métodos moleculares, soroldgicos e meios
seletivos tem sido relatada em varios trabalhos (Pradhanang et al., 2000). Porém, sdo
estes ultimos os mais conhecidos e utilizados, em decorréncia do baixo custo e
praticidade. A eficiéncia dos meios seletivos pode variar em relagcdo aos isolados de
R. solanacearum utilizados (Priou et al., 2006). Assim, a escolha de um meio
seletivo para estudos da dindmica populacional da bactéria no solo deve levar em
consideracdo a sua efici€éncia em relagdo ao grupo de isolados que se vai trabalhar.

O controle da murcha bacteriana ¢ bastante dificil, visto que as praticas
culturais tradicionais como rotacdo de culturas, o uso de variedades resistentes e o
pousio ndo sdo eficientes, devido as caracteristicas de ampla gama de hospedeiros,
alta variabilidade genética e capacidade de sobreviver no solo por muitos anos,
apresentadas pela bactéria (Hayward, 1991).

O tratamento do solo com produtos quimicos, como o brometo de metila, é
relatado como a Unica forma de eliminagdo da bactéria. Entretanto, a alta toxidade
deste produto, aliada ao dano que o mesmo causa ao ambiente, tem levado a
gradativa proibicdo de sua utilizagdo (Duniway, 2002). Desde entdo, técnicas
alternativas de tratamento do solo sdo testadas para suprimir a populagdo do
patdgeno no solo.

Ha resultados satisfatérios no controle da murcha bacteriana pela

incorporagéo de tecidos de brassicas ao solo (Arthy et al., 2005; Olivier et al., 2006).



Estes resultados sdo atribuidos aos produtos da degradacao dos componentes destes
tecidos. Entre estes, podemos destacar o isotiocianato de alila (ITCA), tanto pela
concentragdo com que ¢ produzido, quanto pelo seu efeito na inibicdo do
desenvolvimento de microrganismos (Dhingra et al., 2004a). Esta substancia pode
ser extraida de sementes de mostarda (Brassica spp.) ou produzido sinteticamente,
sendo também denominado 6leo essencial de mostarda (EOM).

Trabalhos utilizando o ITCA como fumigante do solo revelam seu potencial
de controle, principalmente de fungos e nematdides (Chitwood, 2002; Dhingra et al.,
2004a; Harvey et al., 2002; Zasada & Ferris, 2003). Existem também trabalhos
confirmando a acdo bactericida do ITCA sobre bactérias patogénicas a humanos e
contaminantes de alimentos (Lin et al., 2000a; Lin et al., 2000b; Shin et al., 2004).
Quanto a bactérias fitopatogénicas, o seu efeito foi demonstrado apenas para
Pseudomonas corrugata, agente causal da necrose da medula do tomateiro (Delaquis
& Sholberg, 1997).

O presente trabalho teve como objetivos, avaliar a eficiéncia de diversos
meios seletivos na deteccdo e na quantificagdo de isolados de R. solanacearum
originarios do Brasil, bem como de avaliar o efeito dos vapores do EOM sobre a
bactéria in vitro e no solo, e a possibilidade de sua utilizagdo para o controle da

murcha bacteriana do tomateiro.



REVISAO DE LITERATURA

A cultura do Tomate

O tomateiro ¢ uma planta originaria da regido dos Andes, mais precisamente
na faixa que vai do norte do Chile até¢ o sul do Equador. Linnaeus, em 1753, o
classificou como pertencente ao género Solanum, sendo entdo denominado de
Solanum lycopersicum (Mattedi et al., 2007). Miller, em 1768, reclassificou o tomate
para o género Lycopersicon, sendo a espécie entdo denominada Lycopersicon
esculentum (Taylor, 1986). Recentemente, estudos baseados em dados moleculares
do DNA do cloroplasto apontaram ser o tomate pertencente ao género Solanum,
sendo as cultivares existentes enquadradas nas espécies Solanum lycopersicum L., S.
chmielewskii e S. lycopersicum var. cerasiformei (Spooner et al., 1993).

O tomate ¢ a cultura olericola mais disseminada em todo o mundo (Filgueira,
2003). A produgdo mundial de tomate duplicou nos ultimos 20 anos, resultado do
aumento da demanda, impulsionada pela grande variedade de produtos industriais
derivados deste e das vantagens nutricionais. Estdo no topo da lista de paises
produtores China, EUA e Turquia, com o Brasil ocupando a 9° posi¢do no ranking
(Carvalho & Pagliuca, 2007). Esta cultura ¢ a segunda hortaliga em importancia
econdmica no Brasil, sendo superada apenas pela batata. A produgdo nacional
(somando-se os volumes destinados a mesa e a induastria) em 2007 foi de 3.364.438
toneladas (Fao, 2008). Os principais Estados produtores sdo Goids, Sdo Paulo e
Minas Gerais, os quais foram responsaveis por 23,9, 21,3, e 12,5% da produgdo

nacional de tomate, respectivamente (IBGE, 2007).

A murcha bacteriana do tomateiro

A murcha bacteriana ou murchadeira é uma das principais doengas da cultura
do tomate e de muitas outras solandceas, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (Hayward, 1991). Paises do sudeste asiatico, como Taiwan e
india, tém apresentado de 15 a 100% de incidéncia da doenga durante a estagdo do

verdo (Wang & Lin, 2005). No Brasil, ela chega a ser limitante na produgdo de



tomate nas regides Norte e Nordeste, além de acarretar perdas significativas no
Centro-sul do pais durante as épocas mais quentes do ano (Silveira et al., 1996).

O agente etiologico consiste em uma bactéria gram negativa, aerobica, em
forma de bastonete, com um ou mais flagelos em uma das extremidades (Schaad et
al., 2001). A bactéria foi identificada pela primeira vez por Smith, que a denominou
Bacillus solanacearum e em 1914, a reclassificou como Pseudomonas solanacearum
(Buddenhagen & Kelman, 1964). Durante os anos 90, esta bactéria foi reclassificada
como Burkholderia solanacearum e, posteriormente, em Ralstonia solanacearum
(Yabuuchi et al., 1992; Yabuuchi et al., 1995).

Ralstonia solanacearum possui uma ampla gama de hospedeiros, na qual
estdo centenas de espécies de plantas pertencentes a 44 familias botanicas (Hayward,
1991). A grande heterogeneidade de R. solanacearum no que diz respeito a gama de
hospedeiros, distribui¢do geografica, patogenicidade, relagdes epidemiologicas e
propriedades fisioldgicas, fez necessario a adocdo de formas de classificagao
subespécificas. Dentre os sistemas de classificagdo propostos, merecem importancia
os de biovares e ragas, pois sdo os mais utilizados na caracterizagdo da bactéria. A
classificagdo em biovares leva em consideragdo a capacidade dos isolados de R.
solanacearum em oxidar varios agticares e alcoois (He et al., 1983). A classifica¢do
em racas leva em consideracdo a ampla gama de hospedeiros apresentada pela
bactéria (Buddenhagen et al., 1962). Este critério demonstra maior importancia
pratica que a classificacdo em biovar, visto que o conhecimento da raca ajuda a
avaliar o potencial de patogenicidade de R. solanacearum em uma dada area. Os
critérios de classificacdo em biovar e racas sdo grupos informais a nivel
infrasubespecificos, que ndo sdo governados pelo Coédigo de Nomenclatura de
Bactérias (Hayward, 1991).

Recentemente, Fegan e Prior (2005), citados por Guidot et al. (2007),
revelaram por meio de estudos moleculares que R. solanacearum é um complexo de
espécies € ndo uma espécie Unica, € propuseram uma nova classificagdo genética
baseada em quatro niveis taxondmicos, equivalentes a espécies, subespécies, grupos
infra-especificos e linhagens clonais. Entretanto, os sistemas de ragas e biovares
continuam a ser utilizados pela comunidade cientifica pela sua simplicidade e
praticidade.

A murcha em plantas de tomate pode ser ocasionada pelas racas 1 e 3, sendo

que a primeira ¢ tipica de regides mais quentes, com temperaturas proximas a 35-37



°C. Ja a raga 3 se desenvolve melhor em regides de clima mais ameno, tendo seu
ponto 6timo em 27 °C (Hayward, 1991).

Ralstonia solanacearum ¢ capaz de sobreviver no solo por varios anos,
associada aos restos de cultura e a rizosfera de plantas (Lopes & Quezado-Soares,
2000). Por apresentar uma fase epifitica em seu ciclo de vida, a bactéria aumenta
suas possibilidades de sobrevivéncia no solo, mesmo na auséncia de hospedeiros
(Hayward, 1991). O sitio de infeccdo geralmente se da na raiz, onde ela se desloca
sistemicamente através do xilema (Buddenhagen & Kelman, 1964).

Apods a infestagdo do solo por R. solanacearum, o controle da murcha
bacteriana torna-se dificil e, muitas vezes, impraticavel, seja pela ineficiéncia,
inviabilidade técnica ou inviabilidade economica (Hayward, 1991). Isto se deve
principalmente a ampla gama de hospedeiros, alta variabilidade genética, capacidade
de sobrevivéncia do patégeno por longos periodos e pela localizagdao protegida do
patégeno na planta.

A obtenc¢ao de variedades resistentes ¢ bastante dificil, devido a dificuldade
de se achar boas fontes de resisténcia as diferentes variantes da bactéria. Além do
mais, a resisténcia do tomate a murcha bacteriana ¢ do tipo poligénica e que muitas
vezes sofre interferéncia do ambiente ou traz consigo caracteristicas agronomicas
indesejaveis (Lopes & Quezado-Soares, 2000).

O controle bioldgico ¢ uma alternativa que vem mostrando potencial razoéavel
no controle de varios patdogenos de solo, assim como R. solanacearum (Hayward,
1991; Lemessa & Zeller, 2007). Entretanto, estudos mais aprofundados quanto a
sobrevivéncia, modo de a¢do, formulagdes e modo de aplicagdo dos agentes de
controle bioldgico, sdo necessarios para que estes possam ser avaliados em escala
comercial (Lopes & Quezado-Soares, 2000). Métodos de controle fisico,
principalmente a solarizagdo, apresentam resultados satisfatorios, principalmente
quando associada a biofumigagdo (Di Bisceglie et al., 2005; Ji et al., 2005).

O controle quimico ndo ¢ muito recomendado devido ao alto custo, impacto
ambiental e baixa eficiéncia quando utilizado em nivel de campo. Entretanto, o
brometo de metila foi utilizado com grande eficacia durante muitos anos para a
esterilizacdo de substrato e, em certos casos, para a desinfestacdo de campos de
producdo para cultivo protegido (Duniway, 2002). Em decorréncia aos danos que
este ocasiona ao meio ambiente, principalmente em relacdo ao efeito deletério sobre

a camada de ozonio, o uso do brometo de metila tem sido gradativamente restringido



em todo o mundo, seguindo as recomendagdes do Protocolo de Montreal (Messiha et

al., 2007; Santos et al., 2006).

Meétodos de deteccdo da bactéria no solo

Por ser uma bactéria habitante do solo, trabalhos na area de controle ou
epidemiologia, que visem estudar a flutuagdo populacional de R. solanacearum no
solo dependem de técnicas que sejam capazes de detectar e quantificar a bactéria
neste ambiente. Segundo Granada & Sequeira (1983), a bactéria pode ser detectada
no solo de forma indireta e direta. O método indireto consiste em plantar ou expor
tecido do hospedeiro suscetivel e observar a ocorréncia da doenca. Métodos diretos
consistem no uso de meios seletivos, analise soroldgica, microscopia e técnicas
moleculares, como a reagdo em cadeia de polimerase (PCR).

Os métodos indiretos foram os primeiros a serem utilizados para a detecg¢ao
de R. solanacearum no solo (Jenkins et al., 1967). Tavares et al. (2000) utilizaram
bioensaios com plantas de tomate para estabelecer um sistema de analise de risco
para ocorréncia da murcha bacteriana em areas de plantio. Existe certa resisténcia em
se utilizar métodos indiretos para a deteccdo de bactérias fitopatogé€nicas no solo,
pois estes requerem consideravel periodo de tempo e seus resultados sdo bastante
imprecisos (Jenkins et al., 1967).

O advento da biologia molecular em geral e da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em particular, tem aberto possibilidades de deteccio e
identificacdo de espécies de bactérias nos mais variados substratos, inclusive no solo.
Pradhanang et al. (2000), em trabalho comparando as técnicas de meio seletivo, PCR
e ELISA, verificaram que o método de PCR apresentou grande potencial, sendo uma
técnica sensivel e especifica de deteccdo para estudos da sobrevivéncia de R.
solanacearum no solo. Entretanto, o seu custo significativo, aliada a falta de estrutura
apropriada para sua realizacdo em muitos laboratorios, limita a sua utilizagdo, sendo
executada apenas para calibrar técnicas de custo mais baixo (Van Der Wolf et al.,
2000).

O método de sorologia também tem sido utilizado na detec¢ao da bactéria no
solo, por se tratar de uma técnica relativamente simples e capaz de avaliar um grande
nimero de amostras com custo relativamente baixo. Jenkins et al. (1967)

compararam os resultados obtidos por uma técnica soroldgica, bioensaios € semeio



de diluigdes do extrato do solo em meio de cultura, para a deteccio de R.
solanacearum no solo. Eles observaram que os testes sorologicos, utilizando o anti-
soro produzido pela injecdo de suspensdo bacteriana em coelhos, foram mais
eficientes em todos os parametros avaliados, apresentando resultados em 3 dias. Van
Der Wolf et al. (2000) desenvolveram uma metodologia de rapida detec¢do de R.
solanacearum, onde colonias da bactéria foram localizadas em amostras de solo pelo
método da imunofluorescéncia. Entretanto, alguns estudos utilizando métodos
sorologicos, como o ELISA, s6 apresentaram eficicia quando a populacdo da
bactéria excedia 10* ufc (unidade formadora de colonia)/g de solo, sendo a técnica
potencialmente propensa a dar rea¢des falso-positivas (Pradhanang et al., 2000).
Sendo assim, ndo apresenta a sensibilidade requerida para estudos epidemioldgicos e
dificilmente pode ser utilizado para quantificagdo (Elphinstone et al., 1996;
Pradhanang et al., 2000).

Na maior parte dos estudos onde se busca a detec¢do e a quantificacao de R.
solanacearum, tem-se utilizado meios seletivos. Esta maior aceitabilidade pode ser
um reflexo da sua praticidade, sensibilidade e especificidade, associados a um baixo
custo e precisa quantificacdo de popula¢des viaveis no solo (Pradhanang et al.,
2000). No decorrer dos anos, varios meios seletivos para R solanacearum vém sendo
desenvolvidos nas diversas regides do mundo (Elphinstone et al., 1996; Granada &
Sequeira, 1983; Hara et al., 1995; Karganilla & Buddenhagen, 1972; Nesmith &
Jenkins Jr., 1979). No Brasil, podemos citar o meio desenvolvido por Moura &
Romeiro (1998), o qual teve sua eficiéncia avaliada para diversos isolados
provenientes de varias regides do mundo. Apesar de possibilitar o desenvolvimento
da grande maioria dos isolados avaliados, este meio apresentou uma alta taxa de
repressao, acima de 75%, o que pode impedir a deteccdo e a quantificagdo de R.
solanacearum em baixos niveis populacionais. Um grande empecilho para a
utilizacdo de meios seletivos ¢ o fato de estes apresentarem eficécia variavel, pois
muitas vezes sO funcionam perfeitamente para os isolados utilizados na sua

confecgdo (Priou et al., 20006).

O potencial dos isotiocianatos no controle da murcha bacteriana

A incorporagdo de tecidos de brassicas ao solo tem proporcionado resultados

satisfatorios no controle da murcha bacteriana (Arthy et al., 2005; Olivier et al.,



2006). Estes tém sido atribuidos a degradacdo de seus componentes, como 0s
glucosinolatos. Eles sdo encontrados em todas as cruciferas, incluindo vérias culturas
da familia das bréssicas, como por exemplo, couve de Bruxelas, brocolis, couve-flor,
repolho, agrido, mostarda, entre outras (Song et al., 2005). Entretanto, os
glucosinolatos possuem limitada atividade biologica até o momento em que eles sdo
hidrolisados pela enzima mirosinase, sendo os produtos originados desta reagdo
toxicos, antinutricionais e aleloquimicos a certos microorganismos (Borek et al.,
1995).

Os glucosinolatos ¢ a enzima mirosinase encontram-se em compartimentos
separados dentro dos tecidos intactos das plantas. Assim, esta reagdo sO ocorre
quando a compartimentalizagdo ¢ perdida devido aos danos fisicos e na presenca de
agua (Song et al., 2005). Os isotiocianatos sdo um dos grupos de substancias
produzidas em maior quantidade pela degradagdo enzimatica dos glucosinolatos e
estdo relacionados aos efeitos nematicida, fungicida, inseticida e bactericida
observados apds esta degradacdo. J4 foram identificados mais de 50 tipos de
isotiocianatos resultantes da degradacdo de tecidos de Brassicas (Borek et al., 1995).

Alguns autores atribuem aos isotiocianatos, um papel importante na
resisténcia de plantas a patogenos bacterianos. Tierens et al. (2001) observaram que
Arabidopsis, transformadas com a dele¢do do gene responsavel pela produgdo de 4-
metilsulfinilbutil isotiocianato, se mostraram mais suscetiveis aos patdogenos fungicos
e bacterianos, dentre eles Erwinia carotovora e Pseudomonas syringae. No caso de
R. solanacearum, testes in vitro demonstraram o efeito inibidor de 2-feniletil-
isotiocianato e benzil-isotiocianato (Olivier et al., 2006; Smith & Kirkegaard, 2002).

Entre os mais abundantes isotiocianatos produzidos pela degradagdo dos
tecidos de brassicas podemos destacar o isotiocianato de alila (Borek et al., 1995).
Ele pode ser extraido em altas concentragdes nas sementes de mostarda (Brassica
spp.), sendo também denominado O6leo essencial de mostarda, ou obtido
sinteticamente, sendo muito utilizado na industria de alimentos (Dhingra et al.,
2004a; Dhingra et al., 2004b). O efeito deletério do ITCA sobre fitopatogenos
habitantes do solo ja foi relatado para nematodides, como Globodera rostochiensis,
Heterodera schachtii, Meloidogyne javanica, Pratylenchu neglectus, Tylenchulus
semipenetrans e Xiphinema americanum (Chitwood, 2002; Zasada & Ferris, 2003), ¢

fungos, como Fusarium oxysporum f. sp. basilici, Phytophthora nicotianae,



Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii (Dhingra et al.,
2004a; Harvey et al., 2002).

O ITCA demonstrou efeito bactericida sobre Pseudomonas corrugata, agente
etiolégico da necrose-da-medula do tomateiro (Delaquis & Sholberg, 1997).
Entretanto, a maioria dos relatos sobre esta propriedade ¢ encontrada em trabalhos de
outras areas, como tecnologia de alimentos ¢ medicina humana. Lin et al. (2000b)
citam o ITCA como substancia promissora na preservacdo de alimentos contra
bactérias, como Salmonella montevideo, Escherichia coli ¢ Listeria monocytogenes.
Shin et al. (2004) avaliou o efeito do ITCA extraido de wasabi (Wasabia japonica)
na substituicdo de antibidticos tradicionais sobre a bactéria Helicobacter pylori,
causadora de gastrite cronica e Ulcera em humanos. Os autores comprovaram a
atividade bactericida do ITCA, além de serem citados outros trabalhos que relatam
este efeito sobre Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa ¢ outras bactérias patogénicas a humanos.

Lin et al. (2000b) realizaram um experimento para verificar o modo de agao
dos vapores de ITCA sobre a célula bacteriana, tendo como base bactérias gram-
negativas (S. montevideo e E. coli) e gram-positiva (L. monocytogenes). Os vapores
de ITCA causaram perda de metabdlitos, mensuravel aumento na atividade da f-
galactosidase e reducdo de células vidveis. Também observou-se que as bactérias
gram-negativas foram mais sensiveis ao ITCA que as gram-positivas. Sendo assim,
os autores atribuiram o efeito antibacteriano a perda da permeabilidade das

membranas e extravasamento dos metabolitos intracelulares.
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CAPITULO 1

MEIOS SELETIVOS PARA A DETECCAO E A QUANTIFICACAO DE
ISOLADOS BRASILEIROS DE Ralstonia solanacearum NO SOLO

RESUMO

O uso de meios seletivos para a detec¢dao e a quantificagdo da populacao de
Ralstonia solanacearum no solo tem apresentado eficacia variavel, pois muitas vezes
s6 funcionam perfeitamente para os isolados utilizados na sua confec¢do. Desta
forma, buscou-se avaliar a eficiéncia de diferentes meios seletivos elaborados para a
deteccdo de R. solanacearum no solo, utilizando-se isolados provenientes de
diferentes regides do Brasil. Os meios seletivos foram avaliados quanto a
sensibilidade, indice de repressdo ao patogeno alvo, capacidade de supressdo de
microrganismos contaminantes e taxa de recuperagdo da bactéria no solo. Apenas
dois dos meios avaliados apresentaram sensibilidade adequada para detec¢dao de R.
solanacearum no solo, sendo capazes de detectar a bactéria em concentragdes de 10
ufc/grama de solo. Dentre os meios avaliados, o meio Selective Medium South
Africa - Elphinstone (SMSA-E) foi eficiente em suprimir o desenvolvimento de
microrganismos contaminantes, apresentando o menor indice de repressao a R.

solanacearum e a maior taxa de recuperagdo da bactéria no solo.
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SELECTIVE MEDIUMS FOR DETECTION AND QUANTIFICATION OF
THE BRAZILIAN STRAINS OF Ralstonia solanacearum IN THE SOIL

ABSTRACT

The use of selective mediums for detection and quantification of Ralstonia
solanacearum population in the soil had showed variable effectiveness and these
mediums only worked perfectly for the strains that were used on it elaboration. In
other case, it had looked for to evaluate the efficiency of the different selective
mediums elaborated for the detection of Brazilian strains of R. solanacearum. The
selective mediums were evaluated as the sensibility, repression index of R
solanacearum, capacity of suppression of background microorganisms and recovery
tax of the R. solanacearum in the soil. Only two of the evaluated mediums showed
appropriate sensibility for detection of R. solanacearum in the soil, being capable to
detect the bacteria in concentrations of 10° cfu/gram of soil. Among the evaluated
mediums, the Selective Medium South Africa - Elphinstone (SMSA-E) was efficient
in suppressing the background microorganisms development, showing the low

repression index to R. solanacearum and the high bacterial recovery tax in the soil.
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1. INTRODUCAO

A bactéria Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. 1996, causadora
de murcha bacteriana em diversas espécies vegetais, ¢ um microrganismo
extremamente adaptado ao solo (Hayward, 1991; Romeiro, 2005). Acredita-se que
esta bactéria era originalmente apenas um organismo saprofita habitante do solo e
que se tornou fitopatogénico devido aos anos de co-evolucdo com as espécies
hospedeiras (Buddenhagen & Kelman, 1964). Desta forma, trabalhos na area de
controle ou epidemiologia, que visem estudar a flutuagdo populacional de R.
solanacearum no solo dependem de técnicas que sejam capazes de detectar e
quantificar a bactéria neste ambiente. O uso de plantas indicadoras (método indireto),
técnicas moleculares, soroldgicas, e o uso de meios seletivos (métodos diretos) sdo
alternativas para a detecc¢do e a quantificagcdo da bactéria no solo.

Os métodos indiretos de deteccao de bactérias no solo foram os primeiros a
serem utilizados para este fim. Entretanto, existe certa resisténcia em utiliza-los, pois
requerem consideravel periodo de tempo e seus resultados sdo bastante imprecisos
(Jenkins et al., 1967; Pradhanang et al., 2000). Isto faz com que, apesar do grande
potencial como sistema de previsdo da doenga, estes bioensaios sejam pouco
utilizados nos trabalhos com R. solanacearum (Tavares et al., 2000). Dentre os
métodos moleculares, a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) tem grande potencial,
apresentando-se como uma técnica sensivel e especifica nos trabalhos em que foi
utilizada na deteccdo e quantificagdo de R. solanacearum no solo (Ito et al., 1998;
Poussier et al., 2002; Pradhanang et al., 2000; S. Ito, 1998). Mas, o custo
significativo desta técnica, aliada a falta de estrutura apropriada em determinadas
instituicdes de pesquisa e ao fato de que determinados compostos presentes no solo
sao inibidores desta reacao, limitam a sua utilizagcdo, sendo este método executado
atualmente apenas para calibrar técnicas de custo mais baixo (Ito et al., 1998; Picard
et al., 1992; Van Der Wolf et al., 2000). O uso de métodos sorologicos também vem
sendo avaliado como forma de se detectar R. solanacearum no solo (Jenkins et al.,
1967; Pradhanang et al., 2000; Priou et al., 2006). Embora util em avaliagdes de
grande nimero de amostras, por ser de custo relativamente baixo e de facil execugao,
métodos sorologicos, como o ELISA, s6 apresentam eficacia quando a populagdo da
bactéria excede 10" ufc (unidades formadoras de colonias)/g de solo. Sendo assim,

ndo apresenta a sensibilidade requerida para estudos epidemioldgicos, ¢€
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potencialmente propensa a dar reagdes falso-positivas e dificilmente pode ser
utilizado para quantificagdo (Elphinstone et al., 1996; Pradhanang et al., 2000).

O uso de meios seletivos ¢ o0 método de detecg¢ao direta de bactérias no solo
mais conhecido e utilizado, o qual consiste no semeio de extratos do solo diluidos,
onde contaminantes (todos os organismos que nao o desejado) ndo conseguem se
desenvolver, ou o fazem em ritmos minimos, sendo que apenas o organismo
desejado apresenta-se desenvolvido e em condicdes de identificagdo e quantificagdo
(Priou et al., 2006). A grande aceitabilidade deste método pode ser um reflexo da sua
praticidade, sensibilidade e especificidade, associados a um baixo custo e precisa
quantificacdo de populagdes viaveis no solo (Pradhanang et al., 2000). Entretanto,
um grande empecilho para a utilizacdo de meios seletivos ¢ o fato de estes
apresentarem eficacia variavel, pois muitas vezes s6 funcionam perfeitamente para os
isolados utilizados na sua confecgdo (Priou et al., 2006), e por este motivo tem o seu
uso limitado.

No decorrer dos anos, varios meios seletivos para R. solanacearum foram
desenvolvidos nas diversas regides do mundo. No Brasil, podemos citar o meio
desenvolvido por Moura & Romeiro (1998), o qual teve sua eficiéncia avaliada para
diversos isolados provenientes de varias regidoes do mundo. Entretanto, tendo em
vista a variabilidade na eficiéncia destes meios com relacdo a diferentes isolados,
torna-se interessante avaliar a eficacia de outros meios em relagdo a isolados
provenientes do Brasil.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
diversos meios seletivos relatados na literatura para a deteccdo e a quantificacdo de
R. solanacearum no solo, utilizando isolados provenientes de diversas regides

brasileiras.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo, padronizacdo e preservacdo dos isolados de Ralstonia

solanacearum.

Isolados de R. solanacearum, biovares 1, 2 e 3 (Tabela 1), foram adquiridos
por meio de coletas e doagdes, sendo oriundos de diferentes localidades do Brasil.

Estes foram inoculados em plantas de tomateiro cv. Santa Clara e posteriormente

17



reisolados, a fim de eliminar diferencas de idade e averiguar a sua patogenicidade. O
método adotado para inoculacdo das plantas foi o de imersdo de raizes em suspensao
bacteriana (Schaad et al., 2001). Depois de evidenciados os sintomas de murcha nas
plantas inoculadas, efetuou-se o isolamento da bactéria, sendo os isolados
preservados em tubos contendo agua estéril e por criopreservagdo em glicerina 40%

a-80°C.a

Tabela 1 — Isolados de Ralstonia solanacearum utilizados na avaliagdo dos
diferentes meios seletivos quanto a deteccdo e a quantificacdo da bactéria no
solo.

Cadigo Origem Hospedeiro Biovar
1 Ervalia - MG Tomate 1
2 Coimbra — MG Tomate 1
3 Cruz das Almas — BA Tomate 2
4 Cruz das Almas — BA Berinjela 2
5 Rio de Janeiro — RJ Tomate 3
6 Brasilia — DF Tomate 1

2.2. Calibragao da concentracao de indculo.

Para preparo de inoculo, os isolados foram semeados em meio CPG
(Casamino acid Peptone Glucose) (Kelman, 1954) e incubados a 28+1 °C por 48
horas. Decorrido este tempo as bactérias foram suspendidas em solugdo salina estéril
(NaCl 0,85%) e a turbidez da suspensdo foi ajustada para O.D.g0 = 0,1 em
espectrofotdmetro Spectronic 20®, o que equivale aproximadamente & 1x10® ufc/mL
(Schaad et al., 2001). Esta suspensdo inicial foi diluida dependendo da concentragao

desejada nos trabalhos.

2. 3. Sensibilidade dos meios seletivos.

Foram avaliados os meios Selective Medium (SM), Final Selective Medium
(FSM), Selective Medium 1 (SM-1), Potato Crystal violet Chloramphenicol Gellan
gum (PCCG) e Selective Medium South Africa - Elphinstone (SMSA-E). A
elaboragdo destes seguiu o protocolo descrito nos trabalhos originais (Elphinstone et

al., 1996; Granada & Sequeira, 1983; Hara et al., 1995; Karganilla & Buddenhagen,
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1972; Nesmith & Jenkins Jr., 1979) (Apéndice). Apds a adicao dos meios em placas
de Petri de 90 mm de didmetro ¢ 15 mm de altura, estas foram subdivididas
externamente em sei sec¢des, sendo em cada uma destas semeado 5 pL de um
isolado distinto da bactéria. Cada isolado foi semeado a partir de suspensdes nas
concentracdes 1x10°, 1x10* e 1x10* ufc/mL. As placas foram mantidas a 28+1 e,
apds 96 horas, avaliou-se a presenca ou ndo de crescimento bacteriano nas placas
contendo os meios seletivos. O meio TTC (Triphenyl Tetrazolium Chloride)
(Kelman, 1954) foi adotado como meio padrio para o cultivo dos isolados. Avaliou-
se também o desenvolvimento dos isolados nos meios secletivos, sem a adi¢do de

substancias antimicrobianas.

2.4. Determinacéo do indice de represséo (IR) dos meios seletivos.

Foi escolhido o isolado capaz de se desenvolver na maioria dos meios. Uma
cultura deste isolado foi incubada por 72 horas a 28+1 °C e depois suspensa em
solugdo salina (0,85%) estéril, acrescida de 0,5% do surfactante Tween 80. A
suspensdo foi ajustada para as concentragdes de 1x10%, 1x10° e 1x10* ufc/mlL,
utilizando solugdo salina estéril contendo Tween 80. Uma aliquota de 100 pL de
cada concentracao foi depositada em placas de Petri contendo os diversos meios e
espalhada com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky. Logo apds as placas foram
mantidas a 28+1 °C. Fez-se a contagem do nimero de colonias bacterianas em cada
placa apds 24, 48 e 72 horas. O IR (percentual de inibigdo do crescimento do
organismo alvo) dos meios seletivos foi determinado dividindo-se o valor obtido pela
diferenga entre o niumero de coldnias do meio padrao e do meio seletivo dentro de
uma mesma dilui¢do, pelo numero de colonias no meio padrao, e multiplicando-se o
resultado por 100. Foram utilizados apenas os meios que possibilitaram o

desenvolvimento dos isolados no experimento 2.3.

2.5. Determinacéo do indice de supressao (IS) dos meios seletivos.

Amostras de 10 gramas de solo peneirado (malha de 2 mm) proveniente do
campo foram suspendidas em 100 mL de solu¢do salina estéril, acrescida de 0,5% de
Tween 80, seguida de agitacdo a 150 rpm por 30 minutos. A suspensdo foi, entdo,

diluida em série de 10" a 10°, também em solugdo salina estéril contendo Tween 80.
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Uma aliquota de 10 pL de cada diluicdo foi depositada em placas de Petri contendo
os diversos meios. Esta aliquota foi depositada e espalhada com o auxilio de uma
alca calibrada de 10 pL. Logo apds, as placas foram mantidas a 28+1 °C. Apds 24,
48 e 72 horas, foi realizada a avaliacdio do crescimento de microrganismos
contaminantes. O IS (inibicao do crescimento de contaminantes) dos meios seletivos
foi determinado dividindo-se o valor obtido pela diferenca entre o nimero de
coldnias de organismos contaminantes do meio padrdo e do meio seletivo dentro de
uma mesma dilui¢do, pelo numero de coldnias de organismos contaminantes no meio
padrdo, e multiplicando-se o resultado por 100. Foram utilizados apenas os meios

que possibilitaram o desenvolvimento dos isolados no experimento 2.3.

2.6. Determinacéo da taxa de recuperacdo de Ralstonia solanacearum do

solo.

Em Erlenmeyers de 250 mL, foram colocados 10 gramas de solo peneirado
(malha de 2 mm) proveniente do campo. Foi escolhido o isolado que se desenvolveu
na maioria dos meios. Uma cultura deste isolado foi incubada por 48 horas a 28+1 °C
e depois suspensa em solugdo salina (0,85%) estéril, acrescida de 0,5% de Tween 80.
As aliquotas de solo, foi adicionado 1 mL da suspensio bacteriana  nas
concentragdes 1x10%, 1x10° ¢ 1x10* ufc/mL, sendo que a mistura final correspondeu
a aproximadamente 1x107, 1x10° e 1x10° ufc/g de solo, respectivamente. Passados 30
minutos, adicionou-se solu¢do salina estéril contendo Tween 80 até se obter um
volume total de 100 mL. A suspensdo foi agitada a 150 rpm por 30 minutos e, entdo,
diluida em série de 10" a 10”, também em solucio salina estéril contendo Tween 80.
Uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi depositada em placas contendo os
diversos meios seletivos. Esta aliquota foi espalhada com o auxilio de uma alga de
Drigalsky. Logo apos as placas foram mantidas a 28+1 °C. Procedeu-se a contagem
do numero de colonias nos meios seletivos apds 24, 48 e 72 horas de incubagdo. A
taxa de recuperagdo de cada meio foi determinada dividindo-se o numero de
unidades formadoras de colonias estimadas pelo meio, pelo namero total adicionado
ao solo e multiplicando-se o resultado por 100. Foram utilizados apenas os meios que

possibilitaram o desenvolvimento dos isolados no experimento 2.3.
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2.7. Local de realizagdo da pesquisa e analises estatisticas.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia e
Patologia de Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vicosa. Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes para cada tratamento. Algumas
analises foram realizadas em esquema fatorial. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas
efetuadas neste trabalho foram realizadas utilizando o procedimento PROC GLM do
programa estatistico SAS 9.1 (Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., Cary,
NC). Todos os experimentos foram realizados duas vezes para averiguar a

repetibilidade dos resultados observados.

3. RESULTADOS

3.1. Sensibilidade dos meios seletivos.

Observou-se o crescimento de todos os isolados no meio TTC e nos meios
sem a adicdo de substancias antimicrobianas. Quando da adicdo de substancias
antimicrobianas, apenas os meios SM e SMSA-E possibilitaram o desenvolvimento
dos isolados de R. solanacearum nas concentragdes de 10°, 10* e 10> ufc/mL (Tabela
2). Nao houve seletividade dos meios em fun¢do dos isolados, observando-se apenas
variagdes na intensidade e velocidade do crescimento bacteriano. As primeiras
colonias nos meios seletivos puderam ser observadas a partir de 24 horas de
incubacdo. As coldnias nos meios SM e SMSA-E apresentaram-se de coloragdo
branca, ou branca com o centro avermelhado. No meio SMSA-E, estas foram
semelhantes aquelas encontradas no meio TTC, apresentando aspecto mucdide e
bordos irregulares. J& no meio SM, estas apresentaram menor tamanho em relagdo
aquele observado no meio padrao e bordos mais regulares. Observou-se claramente

um menor desenvolvimento das colonias no meio SM em relacao ao meio SMSA-E.
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3.2. Determinacdo do indice de repressao (IR) dos meios seletivos.

O meio seletivo SMSA-E apresentou baixos indices de repressdao em todas as
concentragdes avaliadas (Tabela 3), diferente do observado no meio seletivo SM, o
qual apresentou um alto indice de repressdo, impedindo o crescimento de R.
solanacearum em concentragdes inferiores a 1 x 10* ufc/mL. A diferenca entre os
dois meios quanto ao indice de repressdo foi significativa (Tukey, P<0,05). O
numero maximo de colonias foi observado com 48 horas de incubagdo, nao havendo
aumento deste valor com 72 horas de incubagdo. Nao houve efeito significativo da
concentracdo de inoculo sobre os valores dos indices de repressdo observados

(Tukey, P<0,05).

Tabela 2 — Desenvolvimento dos isolados de Ralstonia solanacearum semeados em
diferentes concentragdes de suspensdo bacteriana em meios seletivos com ou sem a adi¢ao
de antimicrobianos apo6s 72 horas de incubacao.

Meios seletivos

Inoculo TTC SM FSM SM-1 SMSA-E  PCCG
Isolados (ufc/mL) c' & ¢ S C S C S C s
10° + £ + 4+ o+ o+ o+ -+

1 10* + o+ o+ -+ -+ o+ o+ -+
10 + o+ o+ -+ -+ 4+ o+ -+

10° + o+ o+ -+ -+ o+ o+ -+

2 10* + o+ 4+ -+ -+ o+ o+ -+
107 + o+ o+ -+ -+ 4+ o+ -+

10° + o+ o+ -+ -+ o+ o+ -+

3 10* + o+ o+ -+ -+ 4+ o+ -+
10° + 4+ o+ -+ -+ o+ o+ -+

10° + + 4+ - + - + o+ 4 - +

4 10* + o+ 4+ -+ -+ o+ o+ -+
107 + o+ o+ -+ -+ 4+ o+ -+

10° + o+ o+ -+ -+ o+ o+ -+

5 10* + o+ o+ -+ -+ 4+ o+ -+
102 + + + - + - +  + + - +

10° + + 4+ - + - + o+ 4+ - +

6 10* + o+ o+ -+ -+ o+ o+ -+
10° + + 4+ - + - + o+ 4 - +

'Com adicdo de antimicrobianos. “Sem adicdo de antimicrobianos. *Presenca de crescimento
bacteriano. *Auséncia de crescimento bacteriano.
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3.3. Determinacéo do indice de supresséo (IS) dos meios seletivos.

Ao se avaliar os resultados dos indices de supressdo, observou-se intera¢ao
significativa (Tukey, P<0,05) entre o tempo de incubagdo e os diferentes meios
seletivos. Nos tempos de incubacdo de 24 e 48 horas, ndo houve diferenca
significativa entre os meios quanto a supressdo de microrganismos contaminantes.
Entretanto, apds 72 horas de incubac¢do as médias dos indices de supressdo dos meios
SM e SMSA-E foram estatisticamente distintas. Os valores de IS obtidos com o meio
SM em todos os tempos de incubagdo estudados ndo apresentaram diferencas
significativas. J4 no meio SMSA-E, o valor médio do IS apresentado apds 72 horas
de incubacdo foi significativamente diferente dos valores apresentados nos demais

tempos de incubagao.

Tabela 3 — Indices de repressio (IR) ao isolado 1 de Ralstonia solanacearum
apresentado pelos meios seletivos SM e SMSA-E com 72 horas de incubacao.

Meios seletivos

Tempo de Incubagao SM SMSA-E

24 horas 100 aA! 100 aA
IS (%) 48 horas 100 aA 99,97 aA
72 horas 99,99 aA 99,77 bB

'Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
(Tukey, P<0,05).

Tabela 4 — Indices de supressdo (IS) aos microrganismos contaminantes apresentados
pelos meios seletivos SM e SMSA-E apos diferentes periodos de incubagao.

Meios seletivos

Concentragao do in6culo SM SMSA-E
10" ufe/mL 92,57 0,63
IR (%) 10 ufc/mL 92,10 14,68
10? ufc/mL 9,99 0
Média 94,85 a' 51b

'Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra minuscula na linha e maitscula na
coluna nao diferem significativamente (Tukey, P<0,05).
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3.4. Determinacéo da taxa de recuperagdo de Ralstonia solanacearum do
solo.

A analise dos dados neste experimento levou em consideragdo a contagem do
numero de coldnias realizada apos 48 horas de incubacdo, pois nos experimentos
anteriores, ndo se observou um aumento no surgimento de coldnias nos meios
seletivos a partir deste periodo. Além disso, periodos maiores de incubagdo resultam
em um maior nimero de organismos contaminantes, o que dificulta a contagem das
colonias de R. solanacearum. A concentragdo da bactéria no solo teve influéncia
significativa na taxa de recuperacao (Tukey, P<0,05). Entretanto, a interagdo entre a
concentragcdo da bactéria e os meios seletivos foi ndo significativa (Tukey, P<0,05).
Quando a concentragdo da bactéria no solo foi de 1x10” ufc/g de solo, observou-se
maiores taxas de recuperacdo de R. solanacearum em relac@o aos tratamentos onde a
concentragcdo da bactéria era menor (Tabela 5). O meio SMSA-E apresentou maior
taxa de recuperacdo da bactéria em relagdo ao meio SM, sendo a diferenga entre eles
significativa (Tukey, P<0,05). Entretanto, a taxa de recuperacdo de ambos foi baixa,

com valores médios de 40,55 ¢ 14,08 para os meios SMSA-E e SM, respectivamente.

Tabela 5 — Taxa de recuperagdo (%) de Ralstonia solanacearum de solo infestado,
apresentando diferentes concentragdes da bactéria, pelos meios seletivos avaliados.

Concentracdo bacteriana no solo (ufc/g de solo)

Meios 107 10° 10° Média
SMSA-E 51,93 29,29 40,44 40,55 a!
SM 32,97 7,15 2,13 14,08 b
Média 42,45 a 18,22 b 21,28 ab

'Médias de tratamentos seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
(Tukey, P<0,05).

4. DISCUSSAO

A base de todos os meios seletivos estudados possibilitou o desenvolvimento
dos isolados de R. solanacearum. Sendo assim, a inibi¢do no desenvolvimento da
bactéria por alguns destes deve-se a composicdo e combinagdo das substancias

antimicrobianas adicionadas aos mesmos. A alta concentracdo de cloreto de trifenil-
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tetrazolium no meio FSM pode ser uma das justificativas para a inibi¢ao dos isolados
avaliados. Nesmith & Jenkins Jr. (1979) relataram que diversos isolados de R.
solanacearum foram sensiveis a este sal em concentragdes acima de 500 mg/L. Vale
ressaltar que o meio FSM possui a maior concentragdo do sal dentre os meios
avaliados. Outro aspecto importante ¢ que este meio foi desenvolvido utilizando-se
apenas um isolado de R. solanacearum, oriundo da Carolina do Norte (EUA).
Quando foi avaliado o desenvolvimento de outros isolados, oriundos de outras
regides, muitos isolados, inclusive alguns sul-americanos originados da Colombia,
foram totalmente inibidos. Isolados que nao foram inibidos somente apresentaram
crescimento quando semeados em concentracdes de indculo acima de 10° ufe/mL.

Sabendo-se que R. solanacearum apresenta uma grande variabilidade, tendo-
se, inclusive, evidéncias de que esta constitui um complexo de espécies (Guidot et
al., 2007), a elaboragdo de um meio seletivo para esta bactéria deve utilizar o maior
numero possivel de isolados, para que este meio possa ser eficiente, independente do
local onde seja utilizado.

O meio SM-1 se diferencia dos outros principalmente por apresentar o
antimicrobiano timerosal na sua composi¢ao. A utilizacdo desta substincia pode ter
ocasionado a inibi¢do da bactéria neste meio, pois Granada & Sequeira (1983)
verificaram que isolados oriundos do Japao foram sensiveis ao timerosal, podendo
este inibir isolados de outras regides também. Além do mais, no trabalho que
descreve a elaboracdo do meio, ¢ citado que este apresentou indices de repressdo
relativamente altos (80%), dependendo dos isolados avaliados, além de inibir
significativamente ou drasticamente isolados das ragas 2 e 3.

Todos os meios avaliados contém o antibidtico cloranfenicol e o meio PCCG
¢ 0 que contém a concentragdo mais alta deste produto (7,5mg/L). Conforme
Granada & Sequeira (1983) e Romeiro et al. (1998), isolados de R. solanacearum
mostraram-se sensiveis a este antibiotico. Desta forma, uma maior concentracao
pode inibir o desenvolvimento da bactéria. E valido ressaltar que, nem sempre a
inibi¢do no desenvolvimento de um microrganismo deve-se exclusivamente a agao
de um Unico agente antimicrobiano, sendo que a combinacao de substancias, as quais
a bactéria ¢ insensivel, pode vir a inibir o seu desenvolvimento.

Karganilla & Buddenhagen (1972) observaram que as colonias de R.
solanacearum desenvolvidas no meio SM apresentavam-se menores ¢ menos fluidas

que as presentes no meio TTC, o que foi semelhante aos resultados obtidos no
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presente estudo. Nesmith et al. (1979) atribuem esta caracteristica & combinagdo de
agentes antimicrobianos, pois mesmo no meio TTC, a adicdo destes originou
coldnias com aspectos similares. Esta caracteristica pode interferir na diferenciagdo
entre as coldnias virulentas e as colonias avirulentas de R. solanacearum, bem como
de outras bactérias contaminantes. A base do meio SM apresenta sua composi¢cao
bastante diferenciada dos demais meios seletivos avaliados, pois foi elaborada para
atender as necessidades nutricionais de R. solanacearum, favorecendo o seu
desenvolvimento. Isso pode ter possibilitado um melhor desenvolvimento dos
isolados da bactéria neste meio em comparacdo aos demais, excetuando-se o meio
SMSA-E, onde o crescimento foi visivelmente mais abundante. O meio SMSA-E
apresenta a base semelhante ao meio TTC e, provavelmente por isso, as colonias
desenvolvidas em ambos os meios apresentam aparéncia semelhante. Elphinstone et
al. (1996) e Pradhanang et al. (2000) também mencionam a semelhanga entre as
coldnias formadas no meio SMSA-E e no meio TTC. As caracteristicas das colonias
nesses dois meios nos permitem diferenciar R. solanacearum de possiveis
contaminantes. O meio SMSA-E apresenta o menor nimero € as menores
concentragdes de agentes antimicrobianos dentre os meios avaliados, diminuindo o
seu potencial de inibi¢do da bactéria, o que torna coerente o fato do meio ter
propiciado melhor desenvolvimento dos isolados avaliados.

O indice de repressdo observado para o meio SM foi bastante superior ao
indice de 37% obtido por Karganilla & Buddenhagen (1972). Isto pode ter
acontecido em decorréncia do meio ter sido elaborado utilizando apenas um isolado
de R. solanacearum. Desta forma o meio, bastante especifico ao isolado para o qual
foi criado, pode reprimir o desenvolvimento de outros isolados da bactéria. Varios
autores descrevem o meio SM como apropriado apenas para certos isolados e de
baixa eficiéncia na detecc¢do de R. solanacearum (Granada & Sequeira, 1983; Moura
& Romeiro, 1998; Nesmith & Jenkins Jr., 1979). Outro aspecto importante deste
meio ¢ que a utilizagdo de manitol como fonte de carbono o torna apropriado apenas
para isolados dos biovares 3 e 4, capazes de crescer quando esta for a unica fonte de
carbono. Sendo assim, isolados de outros biovares, que ndo possuem esta
propriedade, podem ndo se desenvolver no meio SM.

No presente trabalho, isolados dos biovares 1 e 2, os quais ndo sdo capazes de
crescer em meio onde o manitol € Unica fonte de carbono, apresentaram algum nivel

de desenvolvimento no meio SM. Levando-se em consideracdo que a elaboragdo do
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meio prevé a autoclavagem de todos os componentes de sua base, ¢ provavel que este
processo tenha clivado pequenas quantidades do agucar, o que possibilitaria o
crescimento dos isolados pertencentes aos referidos biovares.

No meio SMSA-E sdo utilizados poucos agentes antimicrobianos e em
concentragdes menores, em comparagdo com os demais meios. O antibidtico
utilizado em maior concentragdo ¢ o sulfato de polimixina B, ao qual R.
solanacearum possui resisténcia constitutiva (Romeiro et al., 1998). A adi¢ao deste
antibidtico ¢ aconselhavel na elaboracao de qualquer meio seletivo para esta bactéria,
pois ele auxilia na inibi¢do de outras bactérias gram negativas, que estejam presentes
no solo. Desta forma, ¢ compreensivel o melhor desempenho do meio SMSA-E em
relagdo aos demais, sendo o IR e o tempo para surgimento de 100% das colonias
semelhantes aos encontrado por Pradhanang et al. (2000).

Ambos os meios SM e SMSA-E sdo descritos como eficientes em inibir o
desenvolvimento de microrganismos contaminantes do solo (Elphinstone et al.,
1996; Karganilla & Buddenhagen, 1972; Pradhanang et al., 2000), com indices de
supressao acima de 80%. No presente trabalho, o aparecimento de contaminantes ndo
foi prejudicial a detecgdo da bactéria, pois este sO ocorreu em abundancia a partir de
72 horas de incubagdo. Levando-se em consideragdo que a partir de 48 horas de
incubag@o, o surgimento de novas coldnias de R. solanacearum ¢é praticamente nulo,
o aparecimento de contaminantes a partir desse periodo j& ndo interfere com a
quantificagdo da bactéria.

As taxas de recuperagdo de R. solanacearum observadas nos meios SM ¢
SMSA-E foram muito baixas, com médias inferiores a 50%. Diversos sao os fatores
que podem prejudicar a recuperagdo de fitobactérias no solo. Microrganismos
saprofitas habitantes do solo podem interferir significativamente na recuperagdo da
bactéria alvo. Pradhanang et al. (2000) realizaram um estudo sobre a interferéncia de
uma bactéria saprofitica isolada do solo sobre a recuperagdo de R. solanacearum.
Eles esterilizaram o solo e o infestaram com suspensdo das duas bactérias em
diferentes concentragdes. A taxa de recuperagdo de R. solanacearum era de 90%
quando a concentracao desta era maior, mas decrescia para zero quando a bactéria
saprofita se encontrava em concentragdo proxima ou maior no solo esterilizado.

Outro aspecto que também dificulta a recuperagdo eficiente de bactérias do
solo ¢ o fato destes microrganismos tenderem a ficar muito aderidos na matéria

organica (Jenkins et al., 1967). Além disso, parte das células bacterianas pode entrar
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em estadios ndo cultivaveis, denominados VBNC (viable but not countable) (Grey &
Steck, 2001; Pradhanang et al., 2000), impossibilitando sua detec¢ao pelo uso de
meios seletivos. O principal fator a contribuir para uma boa recuperacao da bactéria
alvo do solo ¢ a eficiéncia do método de extracdo (Pradhanang et al., 2000), ainda
mais quando se utiliza meios com baixo IR e alto IS, como o observado para o meio
SMSA-E. Diversos métodos de extracdo de R. solanacearum do solo podem ser
encontrados na literatura (Moura & Romeiro, 1998; Pradhanang et al., 2000;
Pradhanang et al., 2003), os quais podem ser testados futuramente, buscando-se
melhores resultados do que os obtidos com o método empregado neste estudo.

De qualquer modo, o meio SMSA-E apresentou os melhores resultados no
que diz respeito ao indice de repressdo e a taxa de recuperacdo, demonstrando
sensibilidade suficiente para detectar a bactéria no solo em concentracdes de até 10
ufc/g de solo. Dos meios seletivos avaliados, o meio SMSA-E ¢ aquele citado em um
maior numero de trabalhos, como ferramenta eficaz na avaliacao da populagao de R.
solanacearum no solo. Este meio ja foi utilizado com eficiéncia em estudos com
isolados da bactéria das ragas 1 e 3, de varios biovares, provenientes da Espanha,
Italia, Reino Unido, Africa do Sul, Nepal, Estados Unidos ¢ Holanda (Caruso et al.,
2005; Di Bisceglie et al., 2005; Elphinstone et al., 1996; French et al., 1995;
Pradhanang et al., 2000; Pradhanang et al., 2003; Van Der Wolf et al., 2000). Isto
mostra que este meio permite o crescimento de isolados de R. solanacearum
oriundos de diversas regides do globo, suplantando o principal problema da
utilizacao de meios seletivos, que € o fato de que muitas vezes estes s6 funcionam
perfeitamente para os isolados utilizados na sua elabora¢do (Priou et al., 2006).
Segundo Pradhanang et al. (2000), este ¢ o principal motivo pelo qual os meios SM,
FSM e SM-1 ndo sdo amplamente utilizados, pois sdo potencialmente propensos a
resultados falso-negativos. Outra vantagem do meio SMSA-E ¢ a facilidade de
preparo, o que também ¢ considerado um gargalo a utilizacdo de determinados meios
(Granada & Sequeira, 1983; Moura & Romeiro, 1998).

O indice de repressdo apresentado pelo meio SMSA foi bem menor que o
descrito para o meio seletivo desenvolvido por Moura & Romeiro (1998). Apesar de
ter sido avaliado para um grande niimero de isolados de R. solanacearum do Brasil e
do mundo, os resultados obtidos por estes autores apontam para indices de repressdo

superiores a 75%, dependendo da diluicdo. Assim, o conhecimento sobre o potencial
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de outros meios seletivos em trabalhos com esta bactéria no Brasil torna-se de grande
interesse.

Nos estudos de populagdes de R. solanacearum no solo, os meios seletivos
apresentam-se como ferramentas de grande importancia e com propriedades unicas,
visto a capacidade de detectar e quantificar populagdes viaveis da bactéria no solo,
sendo ainda uma técnica de baixo custo (Pradhanang et al., 2000). Embora seja
necessaria a avaliacdo de um ntimero maior de isolados de outras regides brasileiras,
o fato do meio SMSA-E ser utilizado com eficiéncia em diferentes localidades do
mundo e de ter apresentado resultados satisfatorios com os isolados aqui estudados,
demonstra o seu potencial de uso em estudos de populagdes de R. solanacearum no
Brasil. O meio SMSA-E mostra-se adequado para estudos epidemiologicos com
niveis de sensibilidade suficientes para se monitorar a ocorréncia e a sobrevivéncia
de R. solanacearum no solo. Entretanto, por apresentar uma baixa taxa de
recuperagao, ¢ aconselhavel o uso combinado com outros métodos, o que pode gerar

resultados mais precisos.
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APENDICE

Relagdo dos meios seletivos utilizados para deteccdo de Ralstonia solanacearum no
solo, com a relagao dos devidos componentes.

Selective Medium (SM)
(Karganilla & Buddenhagen, 1972)

Final Selective Medium (FSM)
(Nesmith & Jenkins Jr., 1979)

Manitol 2,5 g’
Acido glutdmico 1 g
MgS04.7H,0 1,6 g
Agar20 g
2Solugdo estoque dos metais 0,5 mL
MnSO4.H,0 616 mg
ZnS0O4.7TH,O 1,1 g
FGSO4(NH2)QSO4.6HQO 176 mg
CoS04.5H,0 28 mg
CuS04.5H,0 28 mg
H;BOs 11, 44 mg
KI0,0128 mg
8Tetrazolium 50 mg
Bacitracina 500 mg
Cloranfenicol 5 mg
Penicilina G 1 mg
Tirotricina 20 mg
Vancomicina 10 mg
Cicloheximida 50 mg
Captan 10 mg

K,;HPO4 1,18 g
KH2P04 0,44 g
(NH4),S04 1,32
MgSO4.7H20 0,2 g
MnSO4.H,0 1,5 mg
ZnS04.7H,0 1,6 mg
FeCsHs507.5H,0 3 mg
Acido citrico 1,9 mg
Glicose 4 g

Peptona 10 g

Extrato de levedura—1 g
Caseina Ig

Agar 20

Penicilina G 1 mg
Tirotricina 20 mg
Cloranfenicol 5 mg
Tetrazolium 500 mg
Sulfato de polimixina B 100 mg
Vancomicina 10 mg
Bacitracina 50 mg
Benomyl 500 mg
Cloroneb 100 mg
Cicloheximida 50 mg
Quintozene 30 mg
Pimaricina 20 mg
Dicloran 100 mg

Selective Medium 1 (SM-1)
(Granada & Sequeira, 1983)

Potato Crystal violet Chloramphenicol
Gellan gum (PCCG)
(Hara et al., 1995)

Peptona 10 g

Glicose 5 g

Caseinal g
Agar15¢g
Tetrazolium 50 mg
Sulfato de polimixina B 100 mg
Tirotricina 20 mg
Cloranfenicol 5 mg
Cicloheximida 50 mg
Clorotalonil 80 mg
Timerosal 5 mg
Cristal violeta 50 mg
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Caldo de 300 g de batata 1L
Peptona 5 g

Glicose 15 g

Agar15¢g

Ca(NO3)2.4H20 0,5 g
Na,HPO4.12H,0 2 g
Cristal violeta 5mg
Sulfato de polimixina B 4x10° Ul
Cloranfenicol 7,5 mg
Cicloheximida 50 mg
Tetrazolium 25 mg



APENDICE - continuacéo.

South Africa Selective Medium - Esphinstone (SMSA-E)
(Elphinstone et al., 1996)

Peptona 10 g

Glicerol 5 mL
Caseinal g

Agar15g
Tetrazolium 50 mg
Cristal violeta 5 mg
Sulfato de polimixina B 100 mg
Bacitracina 25 mg
Penicilina 0,5 mg
Cloranfenicol 5 mg
Cicloheximida 100 mg

! Quantidade necessaria para o preparo de 1 litro de meio.

2 Os metais foram adicionados em 100 mL de agua destilada.

3 Os agentes antimicrobianos, destacados em negrito, foram adicionados apds a
autoclavagem da base dos meios.
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CAPITULO 2

OLEO ESSENCIAL DE MOSTARDA NO CONTROLE DA MURCHA
BACTERIANA DO TOMATEIRO

RESUMO

Buscou-se avaliar o efeito dos vapores do 6leo essencial de mostarda (EOM)
sobre Ralstonia solanacearum, bem como a sua utilizagao no tratamento do solo para
o controle da murcha bacteriana do tomateiro. Utilizou-se o EOM sintético, com
90% de isotiocianato de alila (ITCA), sendo as doses ajustadas em funcdo da
concentragcdo de ITCA. Os vapores do EOM inibiram completamente o surgimento
de colonias de R. solanacearum apds 24 horas de exposi¢do, na concentragdo de
10uL de ITCA/L de espaco. Este mesmo tratamento proporcionou a diminui¢do no
crescimento de coldnias ja formadas e o aumento do extravasamento de metabdlitos
intracelulares em células de R. solanacearum. Bactérias gram-positivas e anaerdbicas
facultativas foram menos sensiveis ao produto que R. solanacearum. A fumigagéo
com o EOM por sete dias do solo infestado (10"ufc/g) proporcionou a diminui¢do da
populacdo do patégeno no solo e a redugdo da incidéncia de murcha bacteriana na
medida em que se aumentavam as concentragdes de ITCA. Nas maiores
concentragoes utilizadas, o EOM foi capaz de zerar a recuperagdo da bactéria do solo
e controlar em 100% a incidéncia da doenga nas plantas de tomate apos 48 dias de

avaliagao.
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ESSENTIAL OIL OF MUSTARD TO CONTROL TOMATO BACTERIAL
WILT

ABSTRACT

Evaluation of the effect of the essential oil of mustard (EOM) gaseous on
Ralstonia solanacearum and it use for soil treatment to control tomato bacterial wilt.
Synthetic EOM was used, with 90% of isothiocyanate (ITCA), and the doses were
adjusted in function of the ITCA concentration. The EOM gaseous inhibited the
appearance of colonies of R. solanacearum completely after 24 hours of exposition,
in the concentration of 10uL of ITCA/L per space. This treatment reduced the
colonies growth already formed and increased the linkage of intracellular metabolites
of R. solanacearum. Gram-positive and anaerobic bacterias were less sensitive to the
product than R. solanacearum. The fumigation with EOM for seven days of the
infested soil (10"ufc/g) decreased the population of the pathogen in the soil and
reduced the incidence of the tomato bacterial wilt, when ITCA concentration was
increased. In high concentrations, EOM was capable to reduce to zero the recovery
of the bacterium of the soil and control 100% the incidence of the disease in the

tomato plants during 48 days of evaluation.
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1. INTRODUCAO

O tomate ¢ uma das culturas mais importantes do mundo, amplamente
disseminada pela Europa, Américas, Oriente Médio e India, além de se encontrar em
plena expansao na China, Japao e Sudeste Asiatico (Lopez-Raez et al., 2008). Um
fator limitante para sua producdo nas regides mais quentes do mundo € a ocorréncia
da murcha bacteriana, causada pela bactéria Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. 1996. O controle da doenga ¢ dificil devido principalmente a ampla
gama de hospedeiros, alta variabilidade genética, capacidade de sobrevivéncia do
patogeno por longos periodos, localizagdo protegida na planta e dificuldade na
obtencdo de variedades resistentes (Buddenhagen & Kelman, 1964; Hayward, 1991).

O brometo de metila foi utilizado durante muitos anos com grande efic4cia na
esterilizacdo de substratos e, em certos casos, para a desinfestacdo de campos de
producdo de tomate, principalmente no cultivo de tomate em ambiente protegido
(Duniway, 2002). Entretanto, o uso deste produto tem sido gradativamente
restringido em todo o mundo, seguindo as recomendagdes do Protocolo de Montreal,
em decorréncia dos danos que ocasiona ao meio ambiente, principalmente em
relag@o ao efeito deletério sobre a camada de ozonio (Messiha et al., 2007; Santos et
al., 2006). Sendo assim, é necessario buscar alternativas viaveis e eficientes para
substituir este produto no tratamento de solo.

A incorporacao de matéria organica ao solo para a supressdo da populagdo de
R. solanacearum ¢ uma alternativa, sendo que, em diversos trabalhos, a utiliza¢do de
tecidos de brassicas foi eficiente no controle da doenga, fato este atribuido a acao
antimicrobiana dos produtos da degradagdo de seus componentes, como o0s
glucosinolatos (Arthy et al., 2005; Kirkegaard et al., 1998; Olivier et al., 2006;
Sharma & Kumar, 2004). Estas substancias sao encontradas em diversas espécies de
brassicas, como por exemplo, couve de Bruxelas, brécolis, couve-flor, repolho,
agrido, mostarda, entre outras (Song et al., 2005). Entretanto, estes compostos
possuem limitada atividade biologica, até serem hidrolisados pela enzima mirosinase,
sendo que os produtos originados desta reacdo apresentam-se tOxicos €
antinutricionais a certos organismos (Borek et al., 1995).

Os glucosinolatos e a enzima mirosinase encontram-se em compartimentos
separados dentro dos tecidos intactos da planta. Quando a compartimentalizacdo é

perdida devido a danos fisicos ocorridos nos tecidos, na presenca de agua, ocorre a
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hidrélise dos glucosinolatos, catalisada pela enzima mirosinase (Song et al., 2005).
Os isotiocianatos sdo um dos grupos de substancias produzidas em maior quantidade
por esta reacdo e estdo relacionados aos efeitos nematicida, fungicida, bactericida,
inseticida e herbicida. Alguns destes tém papel importante na resisténcia de plantas a
bactérias fitopatogénicas, como o 4-metilsulfinilbutil isotiocianato (Tierens et al.,
2001). Em alguns trabalhos, a utilizacdo de 2-feniletil-isotiocianato e benzil-
isotiocianato proporcionou a inibigdo do desenvolvimento de R. solanacearum in
vitro (Olivier et al., 2006; Smith & Kirkegaard, 2002).

O mais abundante isotiocianato produzido pela degradagdo dos tecidos de
brassicas ¢ o isotiocianato de alila (Borek et al., 1995; Harvey et al., 2002), o qual
também ¢ considerado o de maior potencial antimicrobiano (Lin et al., 2000b;
Shofran et al., 1998). Ele ¢ encontrado em altas concentragdes nas sementes de
mostarda (Brassica spp.), sendo também denominado 6leo essencial de mostarda
(EOM), e pode ser extraido destas ou produzido sinteticamente (Dhingra et al.,
2004a; Dhingra et al., 2004b). O isotiocianato de alila (ITCA) se apresenta como um
produto promissor no controle de patdégenos de solo, com efeito significativo na
supressdo de fungos (Dhingra et al., 2004a; Harvey et al., 2002; Singh & Singh,
1970) e nematoides (Chitwood, 2002; Kokalis-Burelle & Rodriguez-Kabana, 2006;
Zasada & Ferris, 2003; Zasada & Ferris, 2004). Delaquis & Sholberg (1997)
observaram o efeito in vitro dos vapores do ITCA sobre Pseudomonas corrugata,
bactéria causadora da necrose da medula do tomateiro, sendo que ao final de seus
estudos obtiveram inibi¢ao do desenvolvimento da bactéria a partir da dose de 500
mg/L. Porém, a maioria dos relatos do efeito antibacteriano do ITCA sdo
encontrados em trabalhos com bactérias patogénicas a humanos e contaminantes de
alimentos (Lin et al., 2000a; Lin et al., 2000b; Shin et al., 2004). Tendo em vista o
grande potencial do EOM no controle de patogenos de solo e a sua comprovada
atividade antibacteriana, faz-se necessario e conveniente avaliar o seu efeito sobre R.
solanacearum, bem como a possibilidade de sua utilizagdo como alternativa no
tratamento do solo para o controle da murcha bacteriana. Sendo assim, este trabalho
teve como objetivo avaliar a agdo dos vapores do EOM sobre R. solanacearum in

Vitro e no solo, visando ao controle da murcha bacteriana do tomateiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos Gerais.

2.1.1. Obtencéo, padronizacdo e preservacao dos isolados de Ralstonia

solanacearum.

Foram utilizados seis isolados de R. solanacearum, dos biovares 1, 2 e 3,
originados de diferentes localidades do Brasil (Tabela 1). Os isolados foram
inoculados em plantas de tomateiro (cv. Santa Clara) pelo método de imersao das
raizes em suspensdo bacteriana (Schaad et al., 2001) a fim de averiguar a
patogenicidade e identificar o isolado mais agressivo. Evidenciados os sintomas,
procedeu-se o reisolamento da bactéria e a preservagdo dos isolados em tubos
contendo agua estéril e por criopreservagdo em glicerina 40% a -80°C.

Tabela 1 — Isolados de Ralstonia solanacearum avaliados quanto a sensibilidade
aos vapores do oleo essencial de mostarda in vitro.

Caodigo Origem Hospedeiro Biovar
1 Ervalia - MG Tomate 1
2 Coimbra — MG Tomate 1
3 Cruz das Almas — BA Tomate 2
4 Cruz das Almas — BA Berinjela 2
5 Rio de Janeiro — RJ Tomate 3
6 Brasilia — DF Tomate 1

2.1.2. Calibracéao da concentracéo de indculo.

Para o preparo do in6culo de R. solanacearum, os isolados foram semeados
em meio CPG (Casamino acid Peptone Glucose) (Kelman, 1954) s6lido e incubados
a 28+1°C. Apo6s 48 horas, as células bacterianas foram suspendidas em solugao salina
esterilizada (NaCl 0,85%) e a turbidez da suspensdo ajustada em espectrofotdmetro
Spectronic 20® para O.D.¢p0 = 0,01, o que equivale aproximadamente 1 x 10 ufc
(unidades formadoras de colonias)/mL (Schaad et al., 2001). Esta suspensdo inicial

foi diluida dependendo da concentracao desejada nos experimentos realizados.
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2.1.3. Oleo Essencial de Mostarda.

Utilizou-se 6leo essencial de mostarda sintético (90% de ITCA), usado como
flavorizante na industria alimenticia, o qual foi adquirido junto a Petite Marie
Quimica Fina, Induastria ¢ Comercio de Produtos Quimicos Ltda. (Sao Paulo, SP,
Brasil). As doses do EOM utilizadas nos experimentos foram calibradas em funcdo
da concentragcdo de ITCA. Nos experimentos em que a concentracdo de ITCA foi
menor que 10uL/L de espago, o EOM foi diluido em o6leo de soja a uma

concentragao de 12% de ITCA.

2.1.4. Substrato utilizado.

Nos experimentos, utilizou-se um solo de classe textural argilo-arenosa,
contendo 52% de areia, 3% de silte e 44% de argila. A densidade do solo era de 1,04
kg/dm® e o pH em 4gua de 5,8. O solo continha ainda 3,55% de matéria organica, 8,5
mg/dm’ de fosforo, 1350 mg/dm’ de potassio e 2,91 cmol/dm’ de calcio. O solo foi
tratado com brometo de metila trés meses antes de ser utilizado. Apds infestagdo com
a suspensdo bacteriana, o solo apresentava teor de umidade variando entre 17 e 18%

(peso/peso).

2.1.5. Plantas de tomate.

Sementes de tomate cultivar Santa Clara foram semeadas em bandejas de
polietileno expandido, com 128 células, contendo o substrato. Estas foram cultivadas
em casa de vegetacdo (temperatura maxima de 30°C) e utilizadas entre 15 e 20 dias
da semeadura, quando as plantas apresentavam de duas a trés folhas verdadeiras. Foi

feita adubagao foliar com Ouro Verde® aos 15 dias de cultivo.

2.2. Mortalidade in vitro de Ralstonia solanacearum pelos vapores do 6leo

essencial de mostarda.

Foram vertidos 10mL de meio TTC (Triphenyl Tetrazolium Chloride)
(Kelman, 1954) em placas de Petri de 90mm de diametro e 15mm de altura. Estas

foram subdivididas externamente em seis secgdes, sendo semeados Sul. de um
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1solado distinto da bactéria, na concentracao de 1 x 10° ufc/mL, em cada uma das
seccoes. Em cdmara de fluxo laminar, as tampas das placas foram retiradas e as
placas distribuidas de quatro em quatro para caixas acrilicas do tipo gerbox (2,4L).
Apds acondicionar as placas, em cada caixa colocou-se um tubo do tipo penicilina
sem tampa contendo EOM, com concentragcdes de ITCA variando entre zero
(controle) e 150uL/L de volume. As caixas foram lacradas com filme de PVC e
mantidas a 28+1°C por periodos de exposi¢do de 24 e 48 horas. Apds estes periodos,
as placas foram retiradas das caixas e deixadas abertas em camara de fluxo laminar
por cinco minutos para elimina¢ao dos vapores do produto. Em seguida, estas foram
fechadas com as respectivas tampas e novamente mantidas a 28+1 °C. Avaliou-se a
presenga ou ndo de crescimento bacteriano € o nimero de coldnias em cada setor

apods 72 horas da interrupgao da exposicao ao produto.

2.3. Efeito dos vapores do 6leo essencial de mostarda sobre as coldnias de

Ralstonia solanacearum.

Em placas de Petri contendo o meio CPG foram adicionados 100uL de
suspensdo bacteriana na concentracio de 1 x 10° ufc/mL, sendo o contetido da
suspensdo espalhado com o auxilio de uma alca de Drigalsky. As placas foram
mantidas a 28°C e, apos 48 horas, em cada placa foram marcadas externamente cinco
coldnias isoladas escolhidas ao acaso, procedendo-se a medi¢cdo do didmetro destas.
Posteriormente, em camara de fluxo laminar foram retiradas as tampas das placas e
estas foram transferidas para caixas acrilicas do tipo gerbox (2,4L) juntamente com
um tubo do tipo penicilina sem tampa contendo EOM, com as concentragdes de
ITCA variando de zero (controle) até a concentragdo minima inibitoria determinada
no experimento 2.2. As caixas foram lacradas com filme de PVC e mantidas a
28+1°C. Apo6s 24 horas de exposicao, as placas foram retiradas das caixas e deixadas
abertas em camara de fluxo laminar por cinco minutos, para elimina¢dao dos vapores
do produto. Novamente, foi feita a medigdo do didmetro das coldnias selecionadas
para avaliar o seu crescimento. Em seguida, as cé€lulas bacterianas foram colhidas
adicionando-se SmL de solucdo salina (0,85% de NaCl) e movimentando-se as
placas suavemente por 30 segundos. Este procedimento foi realizado duas vezes para
cada placa. A suspensdo obtida de cada placa foi centrifugada por 10 minutos a

12.000 rpm (Centrifuga Sorvall RC5B, rotor SM-34) e o sobrenadante foi utilizado
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para a determinag¢do da absorbancia no comprimento de onda de 280 nm (Ajgo).
Diferencas nos valores de absorbancia entre os tratamentos € o controle foram
utilizadas para estimar a perda de metabdlitos intracelulares pelas células bacterianas,
conforme descrito em Lin et al. (2000b), onde o aumento no valor de Asgo
corresponde a uma maior perda de metabolitos intracelulares. Foi realizada uma
analise de correlagdo de Pearson entre os valores médios de Ajgy € as concentragoes

de ITCA correspondentes, para verificar o grau de correlagdo entre estas variaveis.

2.4. Sensibilidade de diferentes espécies bacterianas aos vapores do 6leo

essencial de mostarda.

Foram preparadas suspensdes bacterianas de Bacillus cereus (gram-positiva,
anaerobica facultativa), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (gram-
positiva, aerdbica estrita), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (gram-
negativa, anaerobica facultativa) e R. solanacearum (gram-negativa, aerobica estrita)
a partir de culturas cultivadas em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) a 28°C por 48
horas. A suspensao foi calibrada para ODs49 = 0,01 e diluida na proporgao de 1:10,
até 10, Placas de Petri contendo meio 523 foram subdivididas externamente em
quatro seccdes, sendo em cada uma destas, semeados 10uL de suspensdo de cada
bactéria. Em camara de fluxo laminar, as tampas das placas foram retiradas e as
placas distribuidas de quatro em quatro para caixas acrilicas do tipo gerbox (2,4L).
Em seguida, colocou-se um tubo do tipo penicilina sem tampa contendo EOM, com
as concentracdes de ITCA variando de zero (controle) até a concentracio minima
inibitoria, determinada no experimento 2.2. As caixas foram lacradas com filme de
PVC e mantidas a 28+1 °C por periodos de exposicao de 24, 48 ¢ 72 horas. Ao final
de cada periodo, as placas foram retiradas das caixas, deixadas abertas em camara de
fluxo laminar por cinco minutos para elimina¢cdo dos vapores do produto, fechadas
com as respectivas tampas e novamente mantidas a 28+1°C. Cada tratamento foi
avaliado quanto a presenga ou nio de crescimento bacteriano até 72 horas apos a

interrupcao da exposi¢ao ao produto.
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2.5. Efeito do 6leo essencial de mostarda sobre a populacdo de Ralstonia

solanacearum no solo.

O solo foi infestado com suspensdo bacteriana (isolado mais agressivo) na
concentracdo de 1 x 10® ufc/mL, na propor¢dol:9 (v/v). Apés a infestacdo, o solo foi
acondicionado em erlenmeyers de 250mL e mantidos a 28+1°C. Apds 24 horas, foi
adicionado em cada erlenmeyer aliquotas de EOM, de modo a se obter as
concentragdes de zero (controle), 10, 25, 50, 75 e 100uL de ITCA por litro de solo.
Os erlenmeyers foram lacrados com filme de PVC e mantidos a 28+1°C. Apds sete
dias, os recipientes foram abertos, o solo vertido para um Becker de 1L,
homogeneizado e retirada uma amostra de 10g. Cada amostra foi suspendida em
100mL de solugao salina esterilizada, acrescida de 0,5% de Tween 80 e a suspensao
foi agitada a 150 rpm por 30 minutos. Em seguida, a suspensdo foi diluida em série
de 10" a 10°, também em solucdo salina esterilizada contendo Tween 80. Uma
aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi depositada em placas de Petri contendo o
meio semi-seletivo SMSA-E (Elphinstone et al., 1996), acrescido de vancomicina
(10mg/L). A aliquota foi espalhada com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky e, em
seguida, as placas foram mantidas a 28+1°C. Ap6s 72 horas, procedeu-se a contagem
do nimero de colénias no meio seletivo para estimar a populacio de R.
solanacearum no solo. Por meio de analise de regressdo, estimou-se a concentragiao
efetiva necessaria para reprimir 100% da popula¢do de R. solanacearum no solo
(ECi00)-

2.6. Efeito do 0leo essencial de mostarda no controle da murcha

bacteriana do tomateiro.

Em sacos plasticos (40x60cm; 0,18mm), foram adicionados 4,5L de solo e
0,5L de suspensdo bacteriana (isolado mais agressivo), na concentragdo de 1 x
10%fc/mL. A mistura foi homogeneizada e mantida em cdmara de crescimento a
26°C. Apbs 24 horas, adicionou-se uma aliquota de EOM, em concentracdes
equivalentes a zero (controle), 0,5, 1, 1,5 e 2 vezes a EC)p, estimada no experimento
2.5. Os sacos foram fechados e mantidos a 26 °C. Apos sete dias o solo foi
distribuido em 10 vasos de 500mL e em cada um deles foi transplantada uma muda

de tomate. As plantas foram levadas para camara de crescimento a 26°C. Apos 45
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dias do transplante das mudas, avaliou-se a porcentagem final de incidéncia de

murcha bacteriana e o progresso da doenca em cada tratamento durante este periodo.

2.7. Local de realizacdo da pesquisa e analises estatisticas.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia e
Patologia de Sementes, na Clinica de Doencas de Plantas, em casa de vegetacdo e em
camara de crescimento de 26°C do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vigosa entre janeiro e dezembro de 2008. Os ensaios foram montados em
um delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés repeti¢des para
cada tratamento, exceto no item 2.6, onde se utilizou blocos ao acaso com quatro
repeticdes. As andlises estatisticas foram efetuadas utilizando-se os procedimentos
PROC CORR, PROC GLM e PROC NLIN do programa estatistico SAS 9.1
(Statistical Analysis System, SAS Institute, Inc., Cary, NC). Os parametros (P)
mortalidade, inibi¢do do crescimento de coldnias e repressdao da populacdo no solo
foram demonstrados em percentagem, sendo obtidos a partir da seguinte equagdo: P
(%) = [(N-n)/N]x100, em que N = valor médio observado no tratamento controle ¢ n
= valor obtido nos tratamentos com o EOM. Em alguns experimentos, foi realizada a
analise de regressdao com base nas médias dos tratamentos. O ajuste dos modelos foi
baseado no coeficiente de determinagdo, quadrado médio do erro, significancia dos
parametros, normalidade na distribui¢ao dos erros e distribui¢do ndo tendenciosa no
grafico de residuos. Cada experimento foi executado duas vezes, visando verificar a

repetibilidade dos resultados obtidos.

3. RESULTADOS

3.1. Mortalidade in vitro de Ralstonia solanacearum pelos vapores do 6leo

essencial de mostarda.

No primeiro experimento, onde se avaliou as concentragdes de zero, 10, 25,
50, 75 e 100 pL de ITCA/L de espago, os vapores do EOM foram capazes de inibir
completamente o aparecimento de colonias de R. solanacearum na menor
concentragdo utilizada (10puL. de ITCA/L de espaco) com apenas 24 horas de

exposicdo. Esta combinacdo foi eficiente em inibir completamente o
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desenvolvimento de todos os isolados avaliados. No segundo experimento, utilizando
apenas o isolado 1 (mais agressivo), avaliou-se a exposicao por 24 horas utilizando
as concentragdes de zero, 2, 4, 6 e 10uL de ITCA/L de espago. Apenas a
concentragdo de 10uL de ITCA/L de espago foi capaz de inibir completamente o
crescimento bacteriano, sendo esta a concentragdo minima inibitoria in vitro de
ITCA a R. solanacearum com 24 horas de exposi¢do. Na analise de regressdo, o
modelo descontinuo LRP (Linear Response Plateau) foi o que melhor se ajustou aos
dados, com todos os pardmetros significativos (t, P<0,01). Com base neste modelo
foi possivel estimar em 2,74uLL de ITCA/L de espago a concentracao a partir da qual
o valor percentual da mortalidade in vitro permaneceu em um platd correspondente a

99,85% de mortalidade (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito dos vapores do oOleo essencial de mostarda, em diferentes
concentragdes de ITCA (isotiocianato de alila), na mortalidade in vitro de Ralstonia
solanacearum, ap6s 24 horas de exposi¢do. A linha continua representa os valores
estimados pelo modelo e os pontos representam a média dos valores observados.

3.2. Efeito dos vapores do 6leo essencial de mostarda sobre as col6nias de

Ralstonia solanacearum.

O desenvolvimento das colonias de R. solanacearum foi bastante afetado
apds a exposi¢ao destas aos vapores do EOM por 24 horas. Pode-se observar uma
drastica reducdo no crescimento das coldnias logo nas menores concentragdes
avaliadas. Entretanto, nenhuma das concentra¢des avaliadas apresentou 100% de

inibi¢do do crescimento, sendo que, na maior concentracdo avaliada (10 pL de

44



ITCA/L) observou-se um valor médio de 96,15% de inibi¢do no aumento do
diametro das coldnias. Na andlise de regressdo, utilizou-se o modelo descontinuo
LRP, o qual apresentou o melhor ajuste com todos os parametros significativos (t,
P<0,01), para estimar o percentual de inibi¢do no crescimento das colonias em
fun¢do das concentragdes de ITCA. Desta forma, estimou-se em 2,84uL de ITCA/L
a concentracdo a partir da qual a inibicdo do crescimento das coldnias atinge um
platd, cujo valor estimado ¢ de 95,61% (Figura 2). Quanto ao extravasamento de
metabolitos intracelulares, observaram-se perdas crescentes de contetido intracelular
a medida que as concentragdes dos vapores de EOM aumentavam. Apos a analise de
correlagdo de Pearson entre os valores de Ajsp e as concentracoes de ITCA
correspondentes, obteve-se o valor de 0,89 para o coeficiente de correlacdo de
Pearson (r), indicando haver uma correlagcdo forte e positiva entre as duas variaveis.

(Figura 3).
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Figura 2 — Efeito dos vapores do oOleo essencial de mostarda na inibicdo do
crescimento de colonias de Ralstonia solanacearum (48 horas de idade) apds
exposicao por 24 horas a diferentes concentragdes de isotiocianato de alila (ITCA). A
linha continua representa os valores estimados pelo modelo e os pontos representam
a média dos valores observados.
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Figura 3 — Efeito dos vapores do 6leo essencial de mostarda sobre o extravasamento
de metabdlitos intracelulares estimados pelo aumento na absorbancia a 280nm (Axgo).
Os pontos correspondem as diferencas entre os valores de Ajgy expressos nos
tratamentos e o valor médio obtido no tratamento controle. O valor de r foi obtido pela
correlagdo entre aos valores de A,gy observados e as concentragdes de isotiocianato de

alila (ITCA) correspondentes.

3.3. Sensibilidade de diferentes espécies bacterianas aos vapores do 6leo

essencial de mostarda.

Observou-se a presenca de crescimento bacteriano em todos os tratamentos
com B. cereus, apesar da visivel diminui¢do no niimero de colonias a medida que se
aumentava a concentracdo de ITCA e o tempo de exposi¢do (Tabela 2). Nos
tratamento com C. michiganensis subsp. michiganensis, observou-se a mesma
tendéncia, sendo que no tratamento onde as culturas foram expostas por 72 horas a
10uL de ITCA/L de espago, em algumas repeticdes ndo se observou o surgimento de
colonias. O desenvolvimento de colonias de P. carotovorum subsp. carotovorum foi
completamente inibido quando as culturas foram expostas a 10uL de ITCA/L de
espago por 72 horas. O maior nivel de sensibilidade aos vapores do EOM foi
observado em R. solanacearum, a qual teve seu desenvolvimento suprimido quando
exposta & 8uL de ITCA/L de espaco com 72 horas de exposi¢do e em todos os
tempos de exposi¢do quando se utilizou a concentracdo de 10uL de ITCA/L de

espago.
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Tabela 2 — Inibicao no desenvolvimento de diferentes espécies de bactérias pelos vapores do
0leo essencial de mostarda em diferentes concentragdes de isotiocianato de alila (ITCA) e
tempos de exposi¢ao ao produto.

ITCA Tempo de exposicao
Espécie bacteriana Concentracdo (uL/L) 24 horas 48 horas 72 horas
2 + + +
4 + + +
B. cereus 6 + + +
G+/An 8 + + +
10 + + +
2 + + +
C. michiganensis subsp. 4 + + +
michiganensis 6 + + +
G+/Ae 8 + + +
10 + + +
2 + + +
P. carotovorum subsp. 4 + + +
carotovorum 6 + + +
G-/An 8 + + +
10 - + -
2 + + +
4 + + +
R. solanacearum 6 + + +
G-/Ae 8 + + -
2

10

'Presenca de crescimento bacteriano em todas as repeticdes. ?Auséncia de crescimento
bacteriano em todas as repeticdes. “Auséncia de crescimento bacteriano em alguma
repeticdo. G+ (gram-positiva), G- (gram-negativa), An (anaerdbica facultativa), Ae
(aerdbica estrita).

3.4. Efeito do 6leo essencial de mostarda sobre a populacdo de Ralstonia

solanacearum no solo.

No primeiro experimento, todas as concentra¢des avaliadas proporcionaram
médias de repressdo a populacdo de R. solanacearum no solo superiores a 50%. Na
analise de regressdo realizada, o melhor ajuste foi conseguido com o modelo raiz
quadrada, com todos os parametros significativos (t, P<0,01). Por meio da equagdo
gerada pela andlise de regressdo (Figura 4A), a EC;g estimada foi de 100,6puL de

ITCA/L de solo. No segundo experimento, os valores obtidos para o indice de
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inibicdo de R. solanacearum seguiram a tendéncia apresentada no primeiro
experimento (Figura 4B). Procedeu-se a andlise de regressdo utilizando o modelo
raiz quadrada, o qual se ajustou melhor aos dados, com todos os pardmetros
significativos (t, P<0,01). Por meio da equagdo gerada, estimou-se em 103,26uL de
ITCA/L o valor da EC;go. A média dos valores estimados de ECi¢ foi de 101,93.
Muito proxima do valor observado (100 pL de ITCA/L de solo). Sendo assim, este

ultimo foi utilizado como EC,yy nos demais experimentos.

3.5. Efeito do 0leo essencial de mostarda no controle da murcha

bacteriana do tomateiro

Com base nos resultados observados no experimento 3.4, o solo foi tratado
com EOM, nas concentragdes de ITCA de zero (controle), 50, 100, 150 e 200 puL/L
de solo. As primeiras plantas murchas foram observadas a partir do 8° dia apds o
transplantio das mudas. Com 48 dias de avaliagdo, apenas nos tratamentos de 0 e 50
nL/L, foi possivel observar plantas com incidéncia da doenca (Figura 5). Ainda
assim, a dose de 50 puL/L foi capaz de atrasar em 11 dias o inicio da epidemia em
relacdo ao tratamento controle. Nestes tratamentos, a média de incidéncia de murcha
bacteriana foi de 88 e 60%, respectivamente. As doses a partir de 100 pL/L
possibilitaram 100% de controle da doenca (Figura 6). Nao se observou sintomas de
fitotoxidez nas plantas cultivadas em solo tratado com o EOM em qualquer das
dosagens avaliadas, também ndo se observou diminuicdo significativa no
desenvolvimento das plantas, quando comparadas com plantas sadias, cultivadas em

solo ndo tratado e sem a presenca da bactéria.
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Figura 4 — Efeito dos vapores do 6leo essencial de mostarda sobre a inibi¢do da
recuperagdo de Ralstonia solanacearum do solo pelo meio SMSA-E apos sete dias
de exposi¢do ao produto. Os pontos representam os valores observados e a linha
continua os valores estimados pela equag¢do obtida na andlise de regressdo. As

figuras A e B correspondem a primeira e segunda repeti¢ao deste experimento.
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Figura 5 — Avaliacdo do progresso da murcha bacteriana nas plantas de tomate
durante o periodo de avaliagdo para os tratamentos com 0, 50 e 100uL de

isotiocianato de alila (ITCA)/L de solo.
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Figura 6 — Efeito da fumigag¢do do solo com o 6leo essencial de mostarda, em
diferentes concentragdes de isotiocianato de alila (ITCA), sobre a incidéncia final da
murcha bacteriana em tomateiro. Linhas verticais correspondem ao erro padrao da
média.

4. DISCUSSAO

Os vapores de EOM foram altamente toxicos in vitro a R. solanacearum,
comprovando o efeito bactericida ja observado por outros autores em outras espécies
bacterianas (Delaquis & Sholberg, 1997; Lin et al., 2000b; Shofran et al., 1998).
Apbs 24 horas de exposi¢do, todos os isolados avaliados apresentaram como
concentragdo minima inibitéria o valor de 10uL de ITCA/L de espago, apontando
para a ndo existéncia de variabilidade entre estes quanto a sensibilidade ao produto.
O ITCA demonstrou maior inibi¢do in vitro a R. Solanacearum do que outros
isotiocianatos avaliados para este fim (Olivier et al., 2006; Smith & Kirkegaard,
2002). A maior toxidade do ITCA em relacdo a outros subprodutos da degradagdo
dos glucosinolatos também foi observada para outras espécies bacterianas (Shofran
et al., 1998) e para leveduras (Kojima e Ogawa, 1971, citados por Lin et al., 2000b).
A toxicidade a R. solanacearum foi observada tanto no inicio da multiplicagdo da
bactéria, onde o produto inibiu o surgimento de colonias (Figura 1), como em
estagios de desenvolvimento mais avangados, onde a exposi¢do das colonias aos
vapores de EOM interferiu no aumento do seu didmetro (Figura 2). Isto leva a crer
que a agdo do ITCA sobre R. solanacearum possa ocorrer em qualquer estagio do
desenvolvimento da bactéria, o que ja foi comprovado para E. coli (Lin et al.,

2000b). Entretanto, ao compararmos os valores maximos de inibicdo estimados

50



(Plat6), podemos observar que culturas de R. solanacearum em estagios mais
avancados sdo menos sensiveis ao EOM. Esta menor sensibilidade pode ser
explicada pela maior concentragdo da camada de exopolissacarideo, o qual confere
protecdo as células bacterianas contra agentes quimicos (Cox et al., 1998).

O aumento no extravasamento de metabolitos celulares foi proporcional ao
aumento da concentragdo dos vapores de EOM, demonstrando a interferéncia do
produto na permeabilidade de membranas. Kawakishi & Kaneko (1987) observaram
que o ITCA tem grande afinidade pela extremidade amino-terminal presente em
cadeias polipeptidicas. Em decorréncia, ele induz a clivagem de suas pontes de
dissulfeto (S-S), responsaveis pela estabilidade de proteinas e enzimas, levando a
diminuicdo da atividade destas. Sabendo-se que a membrana celular possui diversas
proteinas, as quais tem papel de regulagdo do transporte de macromoléculas entre o
interior da célula e o meio externo (Moat et al., 2002), a acdo do ITCA sobre estas
proteinas levariam a uma distirbio da integridade da membrana, o que ocasionaria a
perda de metabdlitos intracelulares, conforme observado em nosso trabalho. Lin et
al. (2000b) também observaram o aumento dos valores de Ajgy € da concentragdo de
[-galactosidase (uma enzima intracelular) no meio, quando culturas de E. coli foram
expostas a vapores de ITCA. Estes autores acreditam que o efeito sobre a
permeabilidade de membranas seja o principal responsavel pela agcdo bactericida do
produto. Burt (2004) também refere-se a degradagdo dos componentes da membrana
celular e, consequentemente, perda da permeabilidade seletiva, como o principal
efeito antibacteriano de 6leos essenciais. Entretanto, a respiracao celular bacteriana
também ¢é dependente da estabilidade estrutural da membrana celular (Cox et al.,
1998). Como a inativa¢do de enzimas pela clivagem das pontes de dissulfeto ocorre
de maneira ndo especifica (Kawakishi & Kaneko, 1987), a a¢do do ITCA sobre
enzimas presentes na membrana celular e que atuem na cadeia de transporte de
elétrons, principalmente a citocromo C oxidase, pode levar a interrupcdo da
respiracao aerdbica. Isto pode explicar o fato de que, tanto em nosso trabalho, como
em outros estudos (Delaquis & Sholberg, 1997; Shofran et al., 1998), as bactérias
aerobicas estritas foram mais sensiveis ao produto que as anaerdbicas facultativas.
Kojima e Ogawa (1971) citados por Lin et al. (2000b), ao analisarem a concentragido
necessaria para inibir em 50% o desenvolvimento de leveduras, observaram que o
ITCA necessitou de uma concentracdo 100 e 50.000 menor que o apresentado por

cianureto de potassio e antimicina, respectivamente, sendo estes conhecidos como
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inibidores da respiragdo. Neste mesmo estudo, observou-se que a concentragao
minima inibitéria de ITCA foi 100 vezes menor que a concentragdo necessaria para
inibir significativamente a absor¢ao de oxigénio. Somando-se isto ao fato de que
bactérias anaerdbicas facultativas também sdo sensiveis ao ITCA, acredita-se que a
inibicdo na respiracdo ndo seja a principal causa do efeito antimicrobiano desta
substancia.

Outro fator que pode determinar a toxidade do ITCA as bactérias, ¢ que a alta
afinidade deste quimico pela extremidade amino-terminal de polipeptidios pode
ocasionar a inativacdo de algumas substincias importantes para o metabolismo da
célula bacteriana, como a glutationa. A glutationa ¢ um tripeptidio presente tanto no
citoplasma quanto na membrana de células procariotas e ¢ essencial por ser seu
principal antioxidante e possuir papel importante na detoxificacdo das rotas
metabolicas de sintese de proteinas e geragdo de energia (Chesney et al., 1996). No
trabalho realizado por Kawakishi & Kaneko (1985), foi observada a clivagem da
glutationa em sua forma oxidada pela agao eletrofilica do ITCA.

Pode-se sugerir que o efeito antimicrobiano do ITCA sobre bactérias se deve
a sua ac¢do na diminuicdo das atividades de proteinas essenciais para o crescimento ¢
a sobrevivéncia destes microrganismos, tendo como principal conseqiiéncia a
inibi¢do da respiracdo celular e a perda da permeabilidade seletiva da membrana,
acreditando-se que esta ultima possa ter maior importancia na toxicidade do produto.
De qualquer forma, esta caracteristica de acdo em varios sitios ¢ bastante desejavel a
qualquer produto utilizado como agente antimicrobiano, pois dificulta o
aparecimento de populacgdes resistentes.

Observou-se que as bactérias gram-positivas foram menos sensiveis ao
produto em relacdo as gram-negativas. Isto foi observado também em outros
estudos, onde os dois grupos de bactérias foram avaliados (Delaquis & Sholberg,
1997; Lin et al., 2000a; Shofran et al., 1998) e, segundo Lin et al. (2000b), deve-se a
diferencas na composicdo da membrana e da parede celular de ambos os grupos.
Sabendo-se que a parede celular de bactérias gram-negativas é mais permeavel que
as de gram-positivas (Moat et al., 2002), ¢ bastante provavel que o produto possa
agir com maior intensidade sobre a membrana celular do primeiro grupo, pela maior
facilidade de contato com esta.

Apesar de sempre se desejar um produto que possa suprimir populagdes de

diversos microrganismos patogénicos quando se pensa em tratamento de solo, o
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efeito esterilizante de certos produtos ndo € interessante, pois o solo torna-se mais
propenso a reinfestagdo, em funcdo da eliminacdo de sua microbiota (Bonanomi et
al., 2008). Sendo assim, a ocorréncia de diferentes graus de sensibilidade ao ITCA
entre microrganismos € um aspecto positivo quanto a manutengdo da microbiota
“benéfica” do solo. A adi¢do ao solo de farelo de sementes de canola (Brassica
napus), cujo 6leo tem efeito sobre a diminui¢do da incidéncia de murcha bacteriana
(Kirkegaard et al., 1998), possibilitou a manutengdo e até o aumento de populagdes
de microrganismos saprofitas, como actinomicetes e Pseudomonas spp. Os estudos
de (Cohen et al., 2005) também apontam para certo grau de tolerancia de populagdes
de actinomicetes aos produtos da degradagdo dos glucosinolatos. Os autores
observaram, inclusive, um aumento destes organismos e de bactérias saprofiticas no
solo, também com o acréscimo de farelo de sementes de canola. Desta forma,
microrganismos que possam ser mais tolerantes a determinados tratamentos em
relagdo a R. solanacearum podem multiplicar-se rapidamente e tornar o solo
supressivo a bactéria (Lemessa & Zeller, 2007).

A dose minima necessaria para que a bactéria R. solanacearum nao fosse
recuperada do solo foi 10 vezes maior que a necessaria para inibir completamente o
desenvolvimento in vitro, sendo estas de 100 e 10uL/L de volume, respectivamente.
Fenomeno semelhante foi observado por Dhingra et al. (2004a), ao avaliarem a
concentragdo minima inibitoria de ITCA para Rhizoctonia solani, onde a
concentragdo necessaria para que nao se pudesse detectar o fungo no solo
correspondeu ao triplo da concentragdo minima inibitdria in vitro. A necessidade de
doses maiores no solo pode ser resultado da maior degrada¢do do produto neste
substrato, a qual pode variar em fun¢do da umidade, pH, temperatura, microbiota
entre outros fatores (Borek et al., 1995; Kawakishi & Kaneko, 1987). Deste modo, a
analise in Vvitro serve apenas para determinar a toxicidade do produto e estudos sobre
o efeito deste na supressao da populacdo do patdgeno no solo sdo necessarios.

O tempo de exposicdo aos vapores de ITCA ¢ determinante para o efeito
bactericida do produto, pois células bacterianas expostas por periodos de tempo
pequenos sdo capazes de recuperar sua viabilidade (Delaquis & Sholberg, 1997; Lin
et al., 2000b). O tratamento do solo com ITCA por um periodo de sete dias com a
dose de 100uL/L de solo foi capaz de suprimir a populagdo de R. solanacearum, a
ponto da bactéria ndo ser mais detectada pelo meio seletivo utilizado. Shofran et al.

(1998) observaram que a concentracdo minima inibitéria de ITCA para varias
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espécies bacterianas ndo muda quando estas sdo expostas durante periodos superiores
a 96 horas. Outro aspecto interessante ¢ que a meia vida do produto no solo ¢ de
aproximadamente 48 horas (Borek et al., 1995). Sendo assim, a fumigacdo do solo
por periodos maiores que 7 dias (168 horas) poderia ndo ser traduzida numa maior
supressdo de R. solanacearum, além de que a quantidade residual de ITCA no solo,
passados os 7 dias da sua aplicagdo, seria muito baixa. Desta forma, ndo se justifica a
adocao de periodos maiores de tratamento.

A supressao da populagdo de R. solanacearum no solo tratado com EOM foi
maior em comparacgdo aos resultados observados por Olivier et al. (2006), quando
estes utilizaram o benzil e o 2-fenil-isotiocianato no tratamento de solo infestado.
Enquanto que, na méxima concentra¢do utilizada no referido trabalho (2uM/g de
solo), estes produtos s6 conseguiram 18 e 2% de inibi¢ao da populagdo bacteriana,
respectivamente, o EOM apresentou 100% de inibicdo em uma concentragdo de
ITCA de aproximadamente 1uM/g de solo.

Pradhanang et al. (2003), ao avaliarem o efeito da fumigacdo de substrato
com varios oleos essenciais sobre a populagdo de R. solanacearum, nao detectaram a
bactéria no substrato quando este foi tratado por sete dias com 6leos de palmarosa
(Cymbopogon martinii), capim-limao (Cymbopogon citratus) e tomilho (Thymus
vulgares). Entretanto, estes resultados s6 foram obtidos a partir da concentragdo de
400uL/L de substrato, a qual é quatro vezes maior do que a concentragdo de EOM
necessaria pra atingir o mesmo resultado. Suhr & Nielsen (2003), ao avaliarem o
efeito de tais 6leos essenciais sobre diversos microrganismos, observaram maior
efeito antimicrobiano do EOM em relacao aos demais, sendo a toxicidade ainda
maior quando utilizado na forma de vapores.

A utilizagdo de EOM na concentragdo de 100 pL/L de solo além de ter
proporcionado a ndo recuperacdo da bactéria no solo, foi capaz de controlar
totalmente a incidéncia da murcha bacteriana no bioensaio com plantas de tomate.
Isto mostra que a avaliagdo da eficiéncia do tratamento do solo com o EOM, através
dos testes de recuperacdo da bactéria com a utilizagdo do meio seletivo SMSA-E,
permitiu estabelecer uma dose que foi também efetiva em testes com plantas
indicadoras. Entretanto, diferengas entre os resultados poderiam existir, visto que a
utilizacdo de meios seletivos pode subestimar a concentragdo de indculo, pois
geralmente estes meios apresentam algum grau de repressdo ao patéogeno alvo

(Pradhanang et al., 2000). Além disto, a avalia¢do é feita com amostras do solo, o
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que pode apresentar certa margem de erro. Isto pode ser observado no trabalho de
Pradhanang et al. (2003), onde, utilizando também o meio seletivo SMSA-E, os
6leos essenciais utilizados no estudo s6 foram capazes de inibir em 100% a
incidéncia da doenga em concentragdes acima de 700ulL/L de solo, 75% maior do
que a concentragcdo necessaria para nao recuperagao da bactéria do solo.

O tratamento do solo com o EOM na concentragdo de 100uL de ITCA/L de
solo possibilitou 100% de eficiéncia, tanto no teste de recupera¢do da bactéria no
solo, quanto no bioensaio, em que o tempo e as condigdes de temperatura e umidade
foram favoraveis ao aparecimento da doenca. Sendo assim, acredita-se que esta
concentracdo de EOM foi capaz de eliminar o patdégeno do solo ou entdo reduzir a
sua populacdo a niveis tdo baixos, que o impediram de causar a doenga.

Olivier et al. (2006) afirmaram que o principal fator determinante para o
sucesso da incorporacdo de tecidos de brassicas no controle da murcha bacteriana ¢é a
quantidade de matéria organica adicionada ao solo e ndo a acdo dos isotiocianatos
isoladamente. Sabe-se que a matéria organica ¢ de fundamental importancia para as
melhorias das propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo, sua utilizagdo ¢
desejavel no manejo desta doenga. Entretanto, o uso destes materiais traz consigo
algumas desvantagens, como a falta de uma padronizagdo quanto a concentracao de
ITCA, a necessidade de grande quantidade de material vegetal e a dificuldade em
executar uma armazenagem adequada, além da ocorréncia de resultados
inconsistentes (Dhingra et al., 2004a; Zasada & Ferris, 2003). Além do mais, apenas
com a utilizagdo de um reagente de composi¢ao conhecida e constante ¢ que se pode
padronizar uma dose a ser utilizada. Sendo assim, ¢ o ITCA pode ser utilizado na sua
forma pura, pois o mesmo ja pode ser produzido sinteticamente e a baixo custo
(Dhingra et al., 2004a).

Outra caracteristica interessante do ITCA como produto para o tratamento do
solo ¢ que este tem demonstrado atividade herbicida para diversas plantas invasoras,
sendo inclusive o mais eficiente dentre os varios isotiocianatos avaliados para este
fim (Norsworthy & Meehan, 2005; Vaughn et al., 2006). Entretanto, talvez a
principal vantagem do ITCA em relacio ao brometo de metila seja o pequeno
impacto ambiental, por se tratar de um produto natural, e com baixa toxicidade a
humanos. E importante citar que este produto é um aditivo presente em muitos
alimentos e, em geral, considerado seguro ao consumo humano (Dunnick et al.,

1982), além de possuir propriedades anticancerigenas (Xiao et al., 2003).
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Levando-se em consideracdo os resultados aqui apresentados e o amplo
espectro de acdo verificado para o ITCA, este produto apresenta-se como um
potencial substituto do brometo de metila. A sua utilizagdo para o tratamento de
substrato visando a produ¢ao de mudas ¢ perfeitamente viavel. O uso no campo pode
ser executado em culturas de alto valor econdmico ou em ambiente protegido. Ja foi
observado entre 60 e 80% de controle da murcha bacteriana do tomateiro no campo
com o tratamento do solo com 6leo essencial de tomilho (Ji et al., 2005), o qual, em
casa de vegetacdo, mostrou-se menos efetivo que o EOM no controle da doenca.
Assim, acreditamos que o EOM possa apresentar bons resultados na recuperagdo de

campos de cultivo infestados com R. solanacearum.
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CONCLUSOES GERAIS

Dentre os meios seletivos avaliados, apenas os meios SM e SMSA-E
demonstraram sensibilidade adequada para utilizagdo em trabalhos com isolados
brasileiros de R. solanacearum.

Por apresentar menor indice de repressdo, maior taxa de recuperagdo e
colonias morfologicamente semelhantes as apresentadas pelo meio TTC, o meio
SMSA-E apresenta grande potencial para a detec¢do e a quantificacdo da bactéria no
solo.

Os vapores do EOM foram capazes de inibir o desenvolvimento de coldnias
de R. solanacearum in vitro bem como inibir o crescimento de colonias em estagios
avancados de desenvolvimento.

A exposigdo de colonias de R. solanacearum a concentragdes crescentes dos
vapores do EOM ocasionou o aumento do extravasamento de metabolitos
intracelulares. Bactérias gram-positivas e anaerdbicas facultativas foram menos
sensiveis ao produto que bactérias gram-positivas e aerdbicas estritas.

Nao foi possivel a recuperagdo de R. solanacearum do solo infestado, quando
este foi tratado com EOM na concentragao de 100uL de ITCA/L de solo, por sete
dias. Este mesmo tratamento foi capaz de controlar totalmente a doenga e, mesmo em
concentragdes menores, a incidéncia da murcha bacteriana foi menor que a
observada no tratamento controle, além de ter proporcionado um atraso substancial

no inicio da epidemia.
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