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RESUMO

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2013 Extratos de Stryphnodendron adstringens e Caesalpinia ferrea no controle
de bacterioses do tomateiroOrientador: José Rogério de Oliveira. Co-orientadores:
Jodo Paulo Viana Leite e Luis Claudio Vieira da Cunha.

A atividade antimicrobiana dos extratos de casc&irgiphnodendron adstringens e de

frutos deCaesalpinia ferrea foi investigada contra as bactérRseudomonas syringae

pv. tomato, Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis.

As fracOes dos extratos em acetato de etila e n-butaridlfde ea apresentaram maior
atividade contra as trés bactérias estudadas. A Concentracdo Inibitéria Miminja (C

foi igual a 0,32 e 1,3 migL contra a bactériR. solanacearum, conferida pelas fracdes

de C. ferrea em acetato de etila e n-butanol, respectivamente. Para a b&ttéria
syringae pv. tomato, a CIM foi igual 0,65 mg/mL em ambas as fracG@sferrea em

acetato de etila e n-butanol. Ja para a bactéria Gram poS€itimachiganensis subsp.
michiganensis, a CIM foi igual a 1,3mg/mL conferida pelas mesmas fracoesCle

ferrea. De acordo com os resultados da bioautografia, a bac@énaichiganensis
subsp.michiganensis teve seu crescimento inibido pelas fracdeCdéerrea e de S.
adstringens em acetato de etila. J& a bact&iaolanacearum foi inibida pelas fracdes

deC. ferrea e S. adstringens em acetato de etilapela fracdo d€.ferrea emn-butanol

A bactériaP. syringae pv. tomato foi inibida pelas fragcbes das duas plantas em acetato

de etila e n-butanol. Analises fitoquimicas das fracGes ativas revelaram a passenca
saponinas e taninos, sendo a atividade conferida pelos taninos, evidenciada pela
formacdo de halo de inibicdo em bioautografia. A acdo das fracbes também foi
investigada contra a murcha bacteriana e o cancro bacteriano do tomateiro, n&o
ocorrendo reducdo na incidéncia da murcha bacteriana, mas ocorrendo o controle do
cancro bacteriano do tomateiro. As plantas tratadas com as frac@®sfedieea em

acetato de etila, n-butanol e aquosa apresentaram reducdo ou auséncia dos sintomas de
doenca. As fracbes também foram avaliadas quanto a reducédo da severidade da pinta
bacteriana do tomateiro. No primeiro experimento houve reducéo na severidade da
doenca em 96,5; 81,7 e 80,1% nos tratamentos com o acibenzolar-S-metil (ASM),
fracdo deS adstringens em acetato de etilean-butanol, respectivamente. No segundo
experimento, houve reducéo na severidade da doenca em 71; 50,8 e 46,9% nas plantas

tratadas com a fracdo &eadstringens em acetato de etila, seguido pelo ASMacao

vii



de C. ferrea em n-butanol. A fracdo d8& adstringens em acetato de etila o ASM

foram avaliados quanto a atividade de enzimas de defesa contra a pinta bacteriana. De
acordo com os resultados, em determinadas épocas de avaliagdo, houve o aumento na
atividade das enzimas peroxidase, polifenoloxid#s#,3-glucanase e fenilalanina
amonia-liase nas plantas tratadas com o ASM e a flacdastringens em acetato de

etila, aumentando a resposta de defesa principalmente nas plantas tratadas e inoculadas

com a bactéria.
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ABSTRACT

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february,
2013. Stryphnodendron adstringens and Caesalpinia ferrea extracts on bacterial
diseases of tomato controlAdviser José Rogério de Oliveira. Co-advisers: Jodo Paulo
Viana Leite and Luis Claudio Vieira da Cunha.

Antimicrobial activity of extracts o8tryphnodendron adstringens bark andCaesal pinia

ferrea fruits were investigated against bacteRseudomonas syringae pv. tomato,
Ralstonia solanacearum and Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. The
fractions C. ferrea extracts in ethyl acetate and n-butanol showed greater activity
against all three bacterias. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was equal to
0.32 and 1.3 mg/ml against the bactdRiasolanacearum, conferred by fractions df.

ferrea in ethyl acetate and n-butanol respectively. For the badeersgringae pv.

tomato, the MIC was equal to 0.65 mg/mL in both ethyl acetate and n-bufaf@irea
fractions. For the Gram positive bacter@, michiganensis subsp.michiganensis, the

MIC was equal to 1.3 mg/mL conferred by the sainéerrea fractions. According to

the results of bioautography, the bactefiamichiganensis subsp.michiganensis had

their growth inhibited by fractions @. ferrea andS. adstringens in ethyl acetate. The
bacteriaR. solanacearum was inhibited by fractions df. ferrea andS adstringens in

ethyl acetate and th@.ferrea fraction in n-butanol. The bacterfa syringae pv. tomato

was inhibited by the fractions of two plants in ethyl acetate and n-butanol.
Phytochemical analysis of the active fractions revealed the presence of saponins and
tannins, and the activity was conferred by tannins, evidenced by the inhibition zone
The fractions were also investigated against bacterial wilt and bacterial canker of
tomato. There was not a reduction in the incidence of bacterial wilt, but the bacterial
canker of tomato was controlled. Plants treated @itferrea fractions in ethyl acetate,
n-butanol and aqueous showed reduction or absence of disease symptoms. The fractions
were also evaluated for severity reduction of bacterial speck of tomato. In the first
experiment there was a reduction in disease severity in 96.5, 81.7 and 80.1% on
treatments with acibenzolar-S-methyl (ASM), fractiorSoédstringens in ethyl acetate

and n-butanol, respectively. In the second experiment, there was a reduction in disease
severity in 71, 50.8 and 46.9% in plants treated with the fractidh adstringens in

ethyl acetate, followed by ASM ar@ ferrea fraction in n-butanol. The fraction &

adstringens in ethyl acetate and ASM were evaluated for defense enzyme activity

iX



against bacterial speck. According to the results, at certain times of assessment, there
was an increase in the activity of peroxidase, polyphenol oxigek&-glucanase and
phenylalanine ammonia lyase in plants treated with ASM and the fractio® of
adstringens in ethyl acetate, increasing defense response primarily on the treated and

inoculated plants with bacteria.



Capitulo 1

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE  Stryphnodendron
adstringens E Caesalpinia ferrea CONTRA AS BACTERIAS Pseudomonas

syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum E Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis



RESUMO

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2013 Atividade antimicrobiana dos extratos deStryphnodendron adstringens e
Caesalpinia ferrea contra as bactériasPseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia
solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Orientador: José
Rogério de Oliveira. Co-orientadores: Jodo Paulo Viana Leite e Luis Claudio Vieira da
Cunha.

Avaliou-se a atividade antimicrobiana das fragOes Sie/phnodendron adstringens
“barbatimdo” e Caesalpinia ferrea “juca” contra as bactérid®seudomonas syringae pv.

tomato, Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis. As

fracOes em acetato de etila e n-butandCdierrea apresentaram maior atividade contra

as trés bactérias estudadas. A Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi igual a 0,32 e
1,3 mg/mL contra a bactériR solanacearum, conferida pelas fracdes @ ferrea em

acetato de etila e n-butanol, respectivamente. Para a b&ttéyrangae pv. tomato, a

CIM foi igual 0,65 mg/mL em ambas as fraco€s,ferrea em acetato de etila e n-
butanol. Ja para a bactéria Gram positi@amichiganensis subsp.michiganensis, a

CIM foi igual a 1,3mg/mL conferida pelas mesmas fragbesClderrea. De acordo

com os resultados da bioautografia a bact€rianichiganensis subsp.michiganensis

teve seu crescimento inibido pelas fragcbe£dierrea e deS. adstringens em acetato

de etila. J4 a bactérig. solanacearum foi inibida pelas fracdes d€. ferrea e S
adstringens em acetato de etila pela fracdo d€. ferrea emn-butanol e a bactéria

syringae pv. tomato foi inibida pelas fracfes das duas plantas em acetato de etila e n-
butanol. Analises fitoquimicas das frac6es ativas revelaram a presenca de saponinas e
taninos, sendo a atividade provavelmente conferida pelos taninos, evidenciada pela
formacao de halo de inibicdo no bioautogaaPortanto, as fracdes obtidas a partir das
duas plantas apresentam potencial para uso no controle de bacterioses de plantas, senda

uma alternativa de baixo impacto ambiental.

Palavras-chave:taninos, saponinaSplanum lycopersicum, extratos de plantas.



ABSTRACT

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february,
2013. Stryphnodendron adstringens and Caesalpinia ferrea antimicrobial extracts
activity against bacterias Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia
solanacearum and Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. Adviser: José
Rogério de Oliveira. Co-advisers: Jodo Paulo Viana Leite and Luis Claudio Vieira da
Cunha.

The antimicrobial fractions activity diryphnodendron adstringens “barbatimao” and
Caesalpinia ferrea “juca” were evaluated against bacterReseudomonas syringae pv.

tomato, Ralstonia solanacearum and Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis.

The ethyl acetate and n-butanol fractions showed greater antimicrobial activit@, and
ferrea fractions were more effective against all three bacterias. The minimum inhibitory
concentration (MIC) again®. solanacearum was equal to 0.32 and 1.3 mg/mL for

ferrea fractions in ethyl acetate and n-butanol, respectiy P. syringae pv. tomato

the MIC was equal to 0.65 mg/mL for both fractio@sferrea fractions in ethyl acetate

and n-butanol. Fo€. michiganensis subsp.michiganensis the MIC was equal to 1.3
mg/mL for both fractionsAccording to the bioautography results, michiganensis
subspmichiganensis bacteria had their growth inhibited By ferrea andS. adstringens
fractions in ethyl acetate. The bactdRiesolanacearum was inhibited by fractions dg.

ferrea and S. adstringens in ethyl acetate and the fracti@h ferrea in n-butanol. The
bacteriaP. syringae pv. tomato was inhibited by the fractions of the two plants in ethyl
acetate and n-butanol. Phytochemical analysis of the active fractions revealed the
presence of saponins and tannins, with activity most likely conferred by tannins,
evidenced by the inhibition zone in bioautograma. Therefore, fractions obtained from
the two plants have potential for use in the control of bacterial diseases of plants, and an

alternative low environmental impact.

Key words: tannins, saponin§olanum lycopersicum, plant extracts.



1. Introdugéo

Doencas causadas por bactérias fitopatogénicas sdo responsaveis por grandes
perdas na agricultura, pois o controle & extremamente dificil, principalmente pela falta
de produtos registrados. O tomaslénum lycopersicum L.), por ser uma hortalica
cosmopolita, tornou-se uma das mais populares em todo o mundo sendo, a segunda em
importancia econémica. A cultura esta sujeita a varias doencas que podem limitar a sua
producéo e dentre elas estdo a murcha bacteriana, causdisimmia solanacearum
(Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996, o cancro bacteriano, causad€laabacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith, 1910) Davis et al. 1984, e a pinta
bacteriana, causada peseudomonas syringae pv. tomato (Okabe, 1933) Young et al.

1978.

O Brasil tem a maior biodiversidade genética vegetal do mundo com mais de
55.000 espécies de plantas catalogadas (Sietbak, 2003). Muitas dessas espécies
tém sido investigadas com relacdo aos seus compostos antimicrobianos, sintetizados
pelo metabolismo secundario da planta. Esses compostos, apesar de nao possuirem
funcao direta no crescimento e no desenvolvimento das plantas, conferem atividade de
fitoprotecéo, atracdo de polinizadores e adaptacdo ambiental. Dentre estes metabdlitos
secundérios alguns se destacam por apresentarem atividade antimicrobiana, como 0s
Oleos essenciais, saponinas, flavonoides, cumarinas, fitoalexinas, taninos e alcaloides
(Taiz & Zeigher, 2004). A maioria desses compostos ja explorados na medicina popular
é fruto do conhecimento tradicional, que é de grande interesse a ciéncia e essencial na
descoberta de compostos e moléculas ativas, capazes de exercer alguma acao no
combate de doencas. Alguns estudos destacam o potencial de extratos vegetais no
controle de doencas causadas por bactérias fitopatogénicas (Kagale et al., 2004; Satya et
al., 2006; Balestra et al., 2009; Vadlapudi & Kaladhar, 2012).

Plantas das espéci&yphnodendron adstringens (barbatiméo) (Mart.) Coville
e Caesalpinia ferrea (jucd) (Mart.) Tuslane, ambas da familia Fabaceae, tem sido
utiizadas na medicina popular e investigadas quanto as suas propriedades
antimicrobianasS. adstringens € uma espécie arborea encontrada no cerrado, sua casca
tem propriedades anti-inflamatéria e cicatrizante contendo, pelo menos, 8% de taninos
totais em sua composicdo (Lima et al.,, 1998; Hernandes et al., 2010; Farmacopeia
Brasileira, 2010). As cascas e folhas Qe ferrea apresentam propriedades anti-

inflamatdrias e analgésicas e investigagbes fitoquimicas revelam a presenca d



flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e outros compostos fendlicos
(Carvalho et al., 1996; Gonzalez et al., 2004; Vasconcelos et al., 2011; Lima et al.,
2012). Os taninos séo polifendis de origem vegetal, conhecidos pela sua adstringéncia e
encontrados em quase todas as partes das plantas como casca, madeira, folha, frutos e
raizes (Scalbert, 1991; Haslam, 1996).

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antimicrobiana de fracbes
obtidas a partir dos extratos dos frutos @aesalpinia ferrea e das cascas de
Sryphnodendron adstringens, contra trés bactérias fitopatogénicas ao tomatéiro,

syringae pv. tomato, C. michiganensis subspmichiganensis e R. solanacearum.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencéo das Plantas

Os materiais vegetais das cascasSdadstringens e frutos deC. ferrea foram
coletados em dezembro de 2009 no municipio de Boa Vista, estado de Roraima, Brasil.
As plantas tiveram suas excicatas depositadas no herbario na Universidade Federal de
Roraima em janeiro de 2013, sob os codigos 3@4%efrea) e 3446 & adstringens).

Apés a coleta, os materiais vegetais foram secos a temperatura ambiente (25°C), em
sala ventilada, por uma semana, e estabilizados em estufa de ar circulante a 40°C
durante 5 dias, sendo, em seguida pulverizados em moinho de facas e armazenados em

frascos protegidos de umidade e luminosidade.

2.2. Procedimento de extracao e fracionamento

Os extratos aquosos dos materiais vegdtaam preparados pelo método de
infusdo, na proporcdo de 1:20 p/v (droga vegetal: agua destilada), mantendo-se as
mesmas em contato com a agua fervente durante 30 minutos, sob constante agitacéo,
seguido de filtracdo em algod&o. Os extratos aquosos assim obtidos foram congelados a
-80°C, liofilizados e armazenados em local seco e sem luminosidade. Sendo obtidos ao
final os extratos aquosos liofilizados de cascaS. @elstringens (25,03 g) e dos frutos
de C. ferrea (80,71 g). Posteriormente, parte dos liofilizados (10 g) foram
ressuspendidos em agua (200 mL) e submetidos a uma particdo liquido-liquido seriada,
e exaustiva em funil de separagcdo com solventes de polaridade crescente (Figura 1),
resultando nas fragcbes em acetato de etil@ ddstringens (SAFA), fracdo em acetato
de etila deC. ferrea (CFFA), fracao em n-butanol d& adstringens (SAFB), fracdo em

n-butanol deC. ferrea (CFFB) e fracdo aquosa d8& adstringens (SAFW) e fracdo
5



aquosa deC. ferrea (CFFW). As fracdes em acetato de etila e em n-butanol foram
concentradas em evaporador rotatorio, a 50°C e 85°C, respectivamente, e colocadas em
frascos em dessecador até a completa evaporacdo do solvente. Ja as fracbes aquosa:

foram liofilizadas para a remocao do solvente.

2.3. Bactérias fitopatogénicas testadas

Os isolados d@. syringae pv. tomato e C. michiganensis subsp.michiganensis
foram obtidos a partir de plantas sintométicas nos municipios de Coimbra e Vigosa,
Minas Gerais, Brasil, respectivamente. Os isolados foram devidamente identificados e
mantidos na colecdo do Laboratério de Bacteriologia de Plantas da Universidade
Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil. O isoladdrdsolanacearum (codigo 381-
Nova Friburgo, Rio de Janeiro, Brasil) foi cedido pelo pesquisador Dr. Carlos Alberto
Lopes da Embrapa Hortalicas. Todos os isolados foram preservados em glicerina 30% e
armazenados a -80°C. Para a utilizagcdo nos ensaios, os isolados foram cultivados em
meio 523 de Kado & Heskett (1970) por 48 horas a temperatura de 28°C. A
concentracdo da suspenséo foi ajustada em espectrofotometro a 600 nm de absorbancia
para OD = 0,1, o que corresponde aproximadanseh@ x 16 UFC mL™.

2.4. Determinagéo da atividade antimicrobiana
2.4.1. Ensaio de microdiluicdo das fracdes

Para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minini )Cas fracGes
obtidas foram solubilizadas em dimetilsulféxido 10% (DMSO) na concentracdo de
50mg/mL, sendo uma aliquota de 100uL de cada fracéo retirada para a diluicdo 50%
com agua destilada esterilizada, nos pog@ssmucroplacas (Eloff, 1998; Mahlo et al.,
2010). Posteriormente, a suspensao bacteriana (100uL) cultivada em meio liquido 523
foi adicionada aos pocos da microplaca. O antibiético Neomicina (100uL) foi utilizado
na concentragdo de 50mg/mL como controle positivo e o solvente DMSO (180pL)
10% foi utilizado como controle negativo. Como indicador de crescimento, adicionou-
se o0 violetap-iodonitrotetraztho (Sigma®) (INT), 40ul a 0.2 mg/mL, dissolvido em
agua, em cada poco da microplaca. O INT atua como um aceptor de elétrons e é
reduzido a um produto de cor vermelha chamado formazan por organismos
biologicamente ativos (Eloff, 1998). Onde o crescimento bacteriano € inibido, o meio
permanece incolor ou com uma redugdo na intensidade da cor apdés a incubacdao.

Portanto, o volume final contido nos pogos das microplacas foi de 240uL, sendo a
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maior concentracao das fracdes testadas igual a 20,83 mg/mL e a menor igual a 0,16
mg/mL. As placas foram cobertas com papel flme para minimizar a contaminagéo e
incubadas a 28°C durante 48hs. Foi determinada a CIM, que é a concentragdo mais
baixa que inibe o crescimento bacteriano e é inversamente proporcional a quantidade de
compostos antimicrobianos presentes e a atividade total que indica o quanto o extrato a
partir de 1g da planta pode ser diluido e aiag&@m inibir o organismo teste (Eloff,
1999).

2.4.2. Bioautografia das fragdes

A bioautografia foi realizada por meio da Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) empregando-se cromatoplacas de aluminio (ALIGRAM®SIL g/UV 254, Merck)
de acordo com Wagner & Bladt, 1996. As cromatofolhas de CCD foram pipetados
10uL de cada fracado, ressuspendidasmetanol (5mg/100uL) e em seguida eluidas
com a fase movel n-butanol/acido acético glacial/agua (45:10:35), em cuba de vidro
Apoés a eluicdo, as placas cromatograficas foram secas a temperatura ambiente em
camara de fluxo laminar durante 5 dias para a completa remoc¢éao do solvente. Foram
realizados diferentes cromatogramas eluidos com a mesma fase movel, sendo estes
posteriormente, borrifados com as suspensdes bacterianRs sbeanacearum, C.
michiganensis subsp.michiganensis e P. syringae pv. tomato. As bactérias foram
cultivadas em meio 523 liquido por 48 h e posteriormente, foram transferidos 100 pL da
suspensao bacteriana para 20 mL de meio 523 semi-sélido a 50°C, o qual foi borrifado
até cobrir totalmente a placa. As placas recobertas por camada de suspensédo bacteriana
foram mantidas a 28°C durante 48 hs e reveladas com Cloreto de Trifenil Tetrazolio
(CTT) na concentragdo 20 mg/mL, o CTT atua da mesma forma que o INT. O ensaio foi
realizado em triplicata, e os halos observados nos bioautogramas foram mengurados.
teste de Tukey a 5% de significancia foi utilizado para a avaliagdo dos dados. As
analises foram realizadas utilizando-se o software SAS (SAS Institute, Inc., 1989, Cary,
NC, EUA) versao 9.1.

2.5. Prospeccéao Fitoquimica das fracdes ativas

A analise dos constituintes quimicos das fracGes ativas foi realizada por meio da
CCD de acordo com Wagner & Bladt, 1996. O eluente utilizado pseparacédo dos
compostos foi o mesmo utilizado na bioautografia (item 2.4.2). As fracdes foram
solubilizadas em metanol (5mg/100uL) e depositadas sobre as placas, com auxilio de

capilar de vidro. Para a caracterizacdo dos cromatogramas foram utilizados reveladores
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especificos para cada grupo de metabdlito secundario (Tabela 1), sendo, em alguns
casos, observados sob fluorescéncia em camara escura na regidao de luz ultravioleta a

254 nm e/ou a 365 nm.

Tabela 1. Reveladores e padrbes de referéncia utilizados para a prospeccao
fitoquimica das fragcdede Stryphnodendron adstringens e Caesalpinia ferrea.

Metabdlito secundario  Padrdo de referéncia Revelador
Antraquinonas 1,8 diidroxiantraquinona KOH 5% em etanol
Cumarinas Venalot® KOH 5% em etanol
Flavonoides Quercetina AICI35% em etanol
Cardiotonicos Digitoxicina Reagente Kedde
Saponinas 18B-Glicirretinico Anisaldeido sulfarico
Alcaloides Quinina Reagente de Drangendor
Taninos Acido pirogalico Reagente de Barton
Droga Vegetal

Extracéo HO (infuséo)
Filtrag&o e liofilizacao

Extrato aquoso
liofilizado

Solubilizagéo do liofilizado
em HO (1:20) e filtragédo

Extrato aquoso : ~
a Funil de separacao

Particdo com acetato de etil:

Fracdo acetato de etila Torta HO

Particdo com n-butanol

Fracdo n-butandlica Fracdo Aquosa

Figura 1. Procedimento geral para o isolamento dos compostos ativos em bioens



3. Resultados e Discussao

Experimentos realizados anteriormente com os extratos aquosos dos fidtos de
ferrea e das cascas d® adstringens demonstraram o potencial antimicrobiano dos
mesmos contraas bactériasP. syringae pv. tomato, C. michiganensis subsp.
michiganensis e R. solanacearum (Cavalcante, 20Q9 Portanto, para descobrir qual
composto presente nestes extratos era responsavel pela atividade, foi realizado o
fracionamento dos mesmos, permitindo a separacdo de compostos com diferentes
polaridades. A partir das fragoes obtidas foi realizado o ensaio de microdiluicdo onde
foi determinada a concentracao inibitéria minina (CIM). O rendimento das fracfes
variou de acordo com o solvente utilizado e o extrato de cada planta, sendo que as
fracbes aquosas tiveram um maior rendimento (Tabela 2). As fragOes obtidas a partir
dos frutos deC. ferrea apresentaram os menores valores de CIM quando comparadas
com as fracbes d& adstringens que precisaram de uma concentragdo maior para
inibicdo do crescimento bacteriaoinibicéo foi evidenciada pela coloracdo observada
nos pocos das microplacas, utilizando-se o conagpteta p-iodonitrotetraztho (INT).

As bactérias Gram negativaR, solanacearum e P. syringae pv. tomato tiveram seu
crescimento inibido por um nimero maior de fragbes quando comparadas a bactéria

Gram positivaC. michiganensis subspmichiganensis.

Tabela 2. Rendimento das fracogs @btidas a partir de 10g de cada
extrato aquoso liofilizado.

Extratos Acetato de etila n-butanol  Aquoso
Stryphnodendron 0,516 2,522 4,568
adstringens
Caesalpinia ferrea 1,455 1,993 3,694

As fracbes em acetato de etila e n-butanolCdderrea apresentaram uma
elevada atividade antimicrobiana contra a bactrsalanacearum, sendo os valores da
CIM de 0,32 e 1,30ngmL, respectivamente. A fracdo aquosaQiderrea também
apresentou um bom resultado, sendo a CIM igual a 2,60 mg/mL, quando comparada a
fracOes des. adstringens onde a CIM em todas as fragdes foi 10,41 mg/mL (Tabela 3).
J& contra a bactéria Gram positiva, michiganensis subsp.michiganensis, o0 menor
valor de CIM foi conferido pelas fracdes Qe ferrea, onde a CIM foi igual a 1,30
mg/mL nas fragbes d€. ferrea em acetato de etila e n-butanol. J& a fragcéo agleSa

ferrea teve a CIM igual a 10,4IngmL, o mesmo da fragcdo d& adstringens em
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acetato de etila, sendo que a fra§aadstringens em n-butanol teve o menor valor de
CIM igual a 5,20nmg/mL e o maior valor de CIM de 20,83ymL conferido pela fracao
aquosa d&. adstringens (Tabela 3). O menor valor de CIM registrado contra a bactéria
P. syringae pv. tomato foi igual a 0,65 mg/mL, conferido pelas frac@esC. ferrea em
acetato de etila e n-butanol, seguido pelas fracdes aquosa e em n-butanfa i

com os valores de CIM igua#s5,20 mg/mL e 2,6ng/mL, respectivamente. A fracédo
aquosa dé&. adstringens apresentou o maior valor de CIM igual a 20p83mL para as

bactéria<C. michiganensis subspmichiganensis e P. syringae pv. tomato (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracéo inibitéria minima (mg/mL) das seis fracfes obtidas a partir de
extratos deStryphnodendron adstringens e Caesalpinia ferrea contra trés bactérias
fitopatogénicas,Ralstonia solanacearum (Rs), Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) e Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst).

Bactéria CFFA CFFB CFFW SAFA SAFB SAFW

Rs 0,32 1,30 2,60 10,41 10,41 10,41
Cmm 1,30 1,30 10,41 10,41 5,20 20,83
Pst 0,65 0,65 5,20 10,41 2,60 20,83

CF- C. ferrea e SA- S adstringens (FA- fracdo acetato de etila; FB- fracdo n-butanol e
FW- fracdo aquosa)

Para determinar quais plantas possuem o maior potencial, € importante saber,
além do valor de CIMo teor extrativel de cada fracdo. Por isso, a quantidade de
compostos antimicrobianos presentes (atividade total) foi calculada dividindo a
guantidade em mg extraida a partir de 1 g da droga vegetal pelo CIM em mMg/mL.
maior atividade total foi de 180,68 mL/g, conferida pela fracaG.derrea em acetato
de etila contra a bactérR solanacearum, seguida de 61,87 e 57,24 mL/g conferida
pelas fracbes d€. ferrea em n-butanol e aquosa, respectivamente (Tabela 4). Para a
bactéria Gram positiva;. michiganensis subsp.michiganensis, os melhores resultados
foram de 61,87; 45,17 e 14,31 mL/g conferidos pelas fragcO0€sfdeea em n-butanol,
acetato de etila e aquosa, respectivamente (Tabela 4). J& para a Basyéirigae pv.
tomato a atividade total maior foi de 123,74; 90,34 e 28,62 mL/g nas fr&desea
em n-butanol, acetato de etila e aquosa, respectivamente. O maior valor conferido por
uma fracdo deS adstringens contra essa bactéria foi 12,12 mL/g, da fracdo Qe
adstringens em n-butanol (Tabela 4). O menor valor de atividade total foi conferido pela
fracdo S adstringens em acetato de etila, 0,62 mL/g, para as trés bactérias

fitopatogénicas testadas. Esses resultados mostram quais fragbes apresentam maior
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potencial contra cada bactéria testada e o quanto da droga vegetal das mesmas pode set
diluida e aindeaassim continuar apresentando atividade. Por exemplo, a frac& de
ferrea em acetato de etila que apresentou atividade total de 180,68 mL/g contra a
bactériaR. solanacearum pode ter seu extrato, preparado a partir da droga vegetal,
diluido em 180,68 mL e aindasim continuar inibindo o crescimento deste patdgeno.
Conclui-se assim, que a atividade total das fracGes para as bactérias Gram positivas foi
diferente das Gram negativas, ou seja, para a inibicdo do crescimento das Gram
positivas é necessario uma maior quantidade de compostos ativos do que para as Gram
negativas. Outro fato interessante é que mesmo que o valor da CIM seja igual para duas
fracOes, a atividade total pode diferir. Como por exemplo, nas fra&0kesrea em

acetato de etil@ n-butanol contra a bactérla syringae pv. tomato, onde o valor da

CIM é igual, porém a atividade total é diferente.

Tabela 4. Atividade total (mL/g) das seis fragbes obtidas a partir dos extratos de
Sryphnodendron adstringens e Caesalpinia ferrea contra trés bactérias fitopatogénicas,
Ralstonia solanacearum (Rs), Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis (Cmm) e
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst).

Bactéria CFFA CFFB CFFW SAFA SAFB SAFW

Rs 180,68 61,87 57,24 0,62 3,03 5,48
Cmm 45,17 61,87 14,31 0,62 6,06 2,74
Pst 90,34 123,74 28,62 0,62 12,12 2,74

CF C. ferrea e SA- S adstringens (FA- fracdo acetato de etila; FB- fragdo n-butanol e
FW- fracdo aquosa)

A bioautografia foi realizada com o intuito de descobrir quais sdo os compostos
responsaveis pela atividade antimicrobiana nas fracdes obtidas. O cloreto de trifenil
tetrazolio foi utilizado para a visualizacdo dos locais onde ocorreu 0 crescimento
bacteriano permitindo a visualizagdo dos halos de inibicdo, atuando da mesma forma
gue o violetap-iodonitrotetraztho. De acordo com os resultados, a bactéria Gram
positiva C. michiganensis subsp.michiganensis teve seu crescimento inibido pelas
fracOes deC. ferrea e S adstringens em acetato de etila (Tabela 5). A bactdria
solanacearum foi inibida pelas fracOe€. ferrea e S. adstringens em acetato de etila e
pela fracacC. ferrea em n-butanol, ocorrendo a formagao do halo de inibicdo (Tabela
5). Ja a bactériB. syringae pv. tomato foi inibida pelas fragcbes de. ferrea em acetato
de etila e n-butanol & adstringens em acetato de etila e n-butanol (Tabela 5). Os halos
de inibicdo formados foram mensurados e comparados nas diferentes bactérias

estudadas, ndo apresentando diferenca estatistica entre si. ASfragsid ngens em n-
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butanol mostrou atividade somente contra a bad®sgringae pv. tomato e as fracbes
aquosas nao apresentaram atividade contra as bactérias testadas. As fracdes em acetat
de etila e n-butanol proporcionaram uma melhor extracdo dos compostos ativos,
conferindo uma maior atividade antimicrobiana contra as trés bactérias estudadas. Po
esse motivo, foi realizada a prospeccéao fitoquimicafidgdes ativasC. ferrea em

acetato de etila e n-butanoBeadstringens em acetato de etila e n-butanol, revelando a
presenca de taninos e saponinas. Entretanto, a atividade antimicrobiana foi conferida
pelos taninos, sendo evidenciada pela formacdo do halo de inibicdo no bioautograma.
Dessa forma, o fracionamento dos extratos liofilizados permitiu a separacdo dos
compostos e a obtencao de fragdes enriquecidas com taninos. Estudos realiz&los com
ferrea mostram que os taninos sao o componente principal dos extratos obtidos dessa
espécie, como o acido galico e metil galato (Gonzalez et al., 2004; Nakamura et al.,
2002). S. adstringens, também possui um alto conteldo de taninos em sua casca.
Pesquisas realizadas com a fracdo soluvel em acetoS8aaddringens revelaram a
presenca de taninos condensados em sua composicdo (Mello et al., 1999). Outros
estudos realizados com a cascaSdadstringens relataram a presenca de flavan-3-ols,
prodelfinidinas e prorobinetidina. Foram também isoladas e elucidadas as estruturas do
tanino hidrolisavel acido gélico e dos taninos condensados galocatequina,
epigalocatequina, dentre outros (Lima et al., 1998; Mello et al., 1996 a,b

Tabela 5. Média dos halos de inibicdo (cm) formados na bioautografia pelas fracoes nas
trés bactérias testadaRalstonia solanacearum (Rs), Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) e Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst).

Bactéria CFFA SAFA CFFB SAFB CFFW SAFW
Rs 1,4a 1,1a 1,35a - - -
Cmm 1,15a 1,0a - - - -
Pst 1,22a 1,2a 0,9a 0,85 - -

CF C. ferrea e SA- S. adstringens (FA- fracdo acetato de etila; FB- fracdo n-butanol e
FW- fracdo aquosa). As médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nao diferen
entre si, pelo teste de Tukey=(0,05). O sinal (-) mostra onde n&o ocorreu a formagéao do
halo de inibicéo.

Na literatura existem relatos da relacdo entre o teor de taninos e a atividade
contra bactérias Gram positivas, que tem a estrutura celular mais rigida, parede celular
quimicamente menos complexa e menor teor lipidico do que as Gram negativas. (Khan
et al., 2001; Cimanga et al.,, 2002). Em geral, as bactérias Gram positivas sdo mais

sensiveis que as Gram negativas, mas nesse caso 0s resultados mostraram o contrario,
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sendo as bactérias Gram negativas mais sensiveis aos taninos presentes no extrato.
Algumas hipoteses sugerem o mecanismo de acdo antimicrobiana de taninos. O
primeiro seria que os taninos inibem enzimas bacterianas e fungicas e/ou se complexam
com 0s substratos dessas enzimas; o segundo propde a acdo dos taninos sobre as
membranas celulares dos microorganismos, modificando seu metabolismo através da
inibicdo da fosforilagdo oxidativa; a terceira esta relacionada a complexagédo de ions
metélicos por taninos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para o
metabolismo microbiano. Os taninos também podem inativar as adesinas microbianas,
células envolvidas no transporte de proteinas e complexar com polissacarideos
(Scalbert, 1991; Cowan, 1999). Portanto, podemos concluir que as fracdes obtidas a
partir das plantas estudadas apresentam grande potencial para uso no tratamento de
doencas causadas por bactérias fitopatogénicas. Levando em consideragcdo os problemas
que os produtos quimicos vém causando ao homem e ao ambiente, bem como a
inexisténcia de produtos eficientes para o controle de fitobacterioses, a busca por

medidas alternativas de controle € importante, principalmente de baixo impacto

ambiental e que sejam eficientes para o objetivo estabelecido
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Capitulo 2

AVALIACAO DOS EXTRATOS DE Stryphnodendrom adstringens E Caesalpinia
ferrea CONTRA A MURCHA BACTERIANA E O CANCRO BACTERIANO DO
TOMATEIRO
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RESUMO

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2013.Avaliacdo dos extratos deStryphnodendrom adstringens e Caesalpinia

ferrea contra a murcha bacteriana e o cancro bacteriano do tomateirdrientador:

José Rogério de Oliveira. Co-orientadores: Jodo Paulo Viana Leite e Luis Claudio
Vieira da Cunha.

O efeito dos extratos das cascas Siig/phnodendron adstringens “barbatimao”, dos

frutos de Caesalpinia ferrea “juca”, e o indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil
(ASM) foram avaliados contra a murcha bacteriana e o cancro bacteriano do tomateiro.
Nas plantas tratadas com as fracoes dos extratos e o ASM nao houve reducdo na
incidéncia da murcha bacteriana. Sendo, que nos dois expesmeaiipados, todas as
plantas morreram entre 5 e 6 dias apds a inoculagdo. Contra o cancro bacteriano do
tomateiro, as fracdes de ferrea mostraram-se mais promissoras para 0 controle da
doenca, sendo que as plantas tratadas com as frag0efeidea em n-butanol e aquosa

nao expressaram nenhum dos trés tipos de sintomas da doenca, apresentando o
individual disease rating scores RB) e 0 percentual maximo de doen¢aMP) iguala

0. Nas plantas tratadas com o0 ASM e com a fracdo aquoSaadatringens nao houve

controle da doenca e todas as plantas morreram, send®3=15,0 e PMD = 42,59 e

40,37, respectivamente. As fragcbesSdadstringens e deC. ferrea em acetato de etila
apresentaram o PMD = 8,89 e 6,29, respectivamente, ou seja, essas fracdes retardaram o
progresso da doenca ao longo do tempo. No segundo experimento, as plantas tratadas
com as fracOes de. ferrea em acetato de etila, n-butanol e aquosa nao apresentaram os
sintomas da doenca, sendo &RI®= 0 e o PMD = 0. Entretanto, os tratamentos ASM

ADE apresentaram o RS=5 e o PMD = 57,41 e 42,58, respectivamente.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, Ralstonia solanacearum, Clavibacter

michiganensis subspmichiganensis, acibenzolar-S-metil, extratos de plantas.
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ABSTRACT

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february,
2013. Stryphnodendron adstringens and Caesalpinia ferrea extracts evaluation
against bacterial wilt and bacterial canker of tomato Adviser: José Rogério de
Oliveira. Co-advisers: Jodo Paulo Viana Leite and Luis Claudio Vieira da Cunha.

The effect of Sryphnodendron adstringens “barbatimio” bark extracts,Caesalpinia

ferrea “jucd” fruits and the resistance inductor acibenzolar-S-methyl (ASM) were
evaluated against bacterial wilt and bacterial canker of tomato. Plants treated with the
extracts fractions and ASM showed no reduction in the incidence of bacterial Nvilt. A
plants died between 5 and 6 days after inoculation in two experiments reélized.
ferrea fractions were more promising for disease contgdirst bacterial canker of
tomato. Plants treated with fractions ©f ferrea in n-butanol and aqueous did not
express any of the three disease symptoms, presenting the individual disease rating
scores (IDRS) and maximum percentage of disease (PMD) equal to 0. Plants treated
with ASM and aqueous fraction & adstringens had no disease control and all plants
died, the IDRS = 5.0 and PMD = 42.59 and 40.37, respectively. The fractidas of
adstringens and C. ferrea in ethyl acetate showed the PMD = 8.89 and 6.29,
respectively, i.e. these fractions retarded the progress of the disease over time. In the
second experiment, the plants treated with the fractio®s fafrea in ethyl acetate, n-
butanol and aqueous showed no symptoms of the disease, with IDRS = 0 and PMD = 0.
However, treatments with ASM and ADE had IDRS and the PMD = 57.41 and
42.58, respectively.

Key words: Solanum lycopersicum, Ralstonia solanacearum, Clavibacter

michiganensis subsp michiganensis, acibenzolar-S-methyl, plant extracts.
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1. Introdugéo

O tomate, $olanum lycopersicum L.), € uma das olericolas mais importantes em
todo o mundo, @ual pode ser consumido tanto “in natura” como industrializado. Por
ser uma hortalica cultivada em todas as regibes do Brasil, tornou-se uma das mais
populares e é atualmente a segunda cultura em importancia econdmica, sendo superada
apenas pela da batata. A cultura esta sujeita asy@anblemas que podem limitar a sua
producdo, destacando-se as cerca de duzentas doengas e disturbios fisiologicos que ja
foram relatados em todo mundo, sendo as bacterioses de plantas responséveis por
grandes perdas na producédo de olericolas, tanto durante o cultivo como em pdés-colheita
(Lopes & Avila, 2005).

Dentre as doencas que ocorrem no tomateiro esta a murcha bacteriana, causada
por Ralstonia solanacearum (Smith, 1896) Yabuuchi et al. 1996, que ocorre
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Temperaturas elevadas e alta
umidade do solo sdo as condicbes determinantes para que ocorram epidemias desta
doenca. Seu controle é muito complexo devido a alta capacidade de sobrevivéncia da
bactéria no solo e nenhuma medida individual é suficiente, fazendo-se necessario 0 uso
medidas integradas de controle, como praticas culturais, rota¢éo de culturas e cultivares
resistentes, as quais podem prover um controle limitado da doencga (Ji et al., 2003).

O cancro-bacteriano, causado pela bact€favibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Smith, 1910) Davis et al. 1984, é uma doenca muito frequente em
tomateiro estaqueado, cuja conducdo requer manejo intensivo das plantas devido as
operacOes de desbrota e amarracdo. Sua ocorréncia depende muito de fatores climéticos
e da sanidade das sementes utilizadas no plantio. A temperatura ideal para o
desenvolvimento da doenca € entre 18 a 25°C e alta umidade relativa do ar, condi¢des
gue ocorrem principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. O
controle pode ser feito por meio do uso de sementes livres da bactéria e da esterilizacéo
do substrato para producao de mudas. A utilizacdo de cobre e antibiéticos registrados,
pode se dar na sementeira ou na lavoura (Lopes & Avila, 2005).

Devido acs problemas fitossanitarios, o tomateiro € alvo de constantes
aplicacdes de produtos quimicos que resultam no aumento dos custos de producao, além
de contribuir para a selecdo de organismos-alvo resistentes e serem toéxicos ao homem e
ao ambiente (Mariconi, 1981). Se para as doencas fungicas existe um grande arsenal de

produtos quimicos utilizados para o controle, para as bactérias, 0s poucos existentes séo
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de eficacia incerta, diante deste quadro, torna-se necessaria a busca de solucbes para
evitar ou minimizar os danos causados pelas mesmas. Além disso, as bactérias
apresentam alta taxa de multiplicacdo, principalmente em olericolas que sé&o irrigadas

frequentemente e normalmente contém alto teor de agua em seus tecidos.

Apesar da grande extensao de florestas e da diversidade de espécies encontradas
no Brasil, poucos estudos tém sido realizados com o controle alternativo de bacterioses
de plantas, sendo que muitas destas espécies apresentam atividade biologica, podendo
ter potencial benéfico ou maléfico sobre varios organismos (Almeida, 1993). Essas
substancias naturais muitas vezes sdo de facil obtencéo, baixo custo, podendo se tornar
uma alternativa para o controle de doencas de plantas, pois séo de facil degradacéao, e de

pouca ou nenhuma fitotoxidade (Bettiol & Morandi, 2009).

As plantas das espéci€dryphnodendron adstringens (barbatimdo) (Mart.)
Coville e Caesalpinia ferrea (jucd) (Mart.) Tuslane, ambas da familia Fabaceae, séo
utilizadas na medicina popular e foram investigadas quanto as suas propriedades
antimicrobianasS. adstringens € uma espécie arborea encontrada no cerrado, sua casca
tem propriedades anti-inflamatéria e cicatrizante contendo, pelo menos, 8% de taninos
totais em sua composicédo (Lima et al., 1998; Hernandes et al., 2010; Farmacopeia
Brasileira, 2010). As cascas e folhas @e ferrea apresentam propriedades anti-
inflamatoérias e analgésicas, e investigacdes fitoquimicas revelam a presenca de
flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e outros compostos fendlicos
(Carvalho et al., 1996; Gonzalez et al., 2004; Vasconcelos et al.,, 2011; Lima et al.,
2012).

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de fracdes obtidas a partir dos
extratos dos frutos déaesalpinia ferrea e das cascas @&ryphnodendron adstringens
contra duas bacterioses do tomateiro: o cancro bacteriano, caus&lonpbiganensis

subspmichiganensis e a murcha bacteriana, causadaR@olanacearum.

2. Material e Métodos

O procedimentode obtencdo das plantas, fracionamento dos extratos e analises

fitoquimicas foram realizadas de acordo com metodologia citada no capitulo 1.
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2.1. Fitobactérias testadas

O isolado da bactéri@. michiganensis subsp.michiganensis foi obtido a partir

de plantas sintoméaticas coletadas no municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil; sendo,
devidamente identificado e mantido na colecdo do Laboratério de Bacteriologia de
Plantas da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil. O isolddo de
solanacearum (codigo 381) foi coletado em Nova Friburgo, Rio de Janeiro, Brasil, e
cedido pelo pesquisador Dr. Carlos Alberto Lopes da Embrapa Hortalicas. Para a
utilizacdo nos ensaios, os isolados foram cultivados em meio 523 de Kado & Heskett
(1970) por 48 horas a temperatura de 28°C. A concentracdo da suspensao foi ajustada
em espectrofotometro a 600 nm de absorbancia para OD = 0,1, o que corresponde
aproximadamenta 1,0 x 1§ UFC mL". Os isolados foram preservados em glicerina

30% e armazenados a -80°C.

2.2. Obtencédo das mudas de tomateiro

Mudas de tomate da cultivar Santa Clara, foram produzidas em substrato
organo-mineral inerte (Plantmdx e foram transplantadas com 21 dias apds a
semeadura, em vasos plasticos com capacidade de 2 L. As plantas receberam adubacao
com solucdo nutritiva 15 dias apds o transplantio, 40mL/vaso, efncgfitendo 0,192
de KCI, 0,104 de SO, 0,150 de MgS@7H,O, 0,061 de uréia, 0,1 de MNKO;,

0,0003 de (NHe M0;0.4 4H,O, 0,002 de BBO;, 0,007 de ZnSg 0,002 de
CuSQ.5H,0, 0,004 de MnGl4H,0, 0,004 de FeSLYH,O e 0,006 de EDTA bisédico.

2.3. Avaliacédo das fracdes contra a murcha bacteriana do tomateiro

Utilizou-se os seguintes tratamentos: 1- fracdo em n-butandl. derrea
(CFFB), 2- fracdo em acetato de etila @eferrea (CFFA), 3- fracdo aquosa d&
ferrea (CFFW), 4- fracdo em n-butanol @eadstringens (SAFB), 5- fracdo em acetato
de etila deS. adstringens (SAFA), 6- fracdo aquosa @& adstringens (SAFW), 7- agua

destilada esterilizada (ADE), 8- Bide controle(plantas no inoculadas).

As fracdes dos extratos foram diluidas em agua na concentracéo de 0,06 g/L, e
substrato foi regado com 10 mL/vaso, 3 dias antes da inoculagao. O acibenzolar-S-metil
(ASM), produto comercial Bidh foi pulverizado na concentracdo de 0,05 g/L. A
inoculacéo foi realizada no momento do transplantio das mudas, por meio do corte das

raizes com tesoura e imersdo em suspenséao bacteriana por 5 minutos. Posteriormente, as
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plantas foram mantidas em camara de crescimento com temperatura controlada, a 30°C.
Foram realizados dois experimentos com 9 tratamentos e 4 repeti¢des, sendo atilizado
delineamento inteiramente casualizado. A avaliagdo dos tratamentos foi realizada por
meio da incidéncia, quantificando a percentagem de plantas do@stesnalises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SAS (SAS Institute, Inc., 1989,
Cary, NC, EUA) verséo 9.1.

2.4. Avaliagdo das fragOes contra o cancro bacteriano do tomateiro

Utilizou-se os seguintes tratamentos: 1 - fragdo em n-butan@. derrea
(CFFB), 2 - fracdo em acetato de etilaCleferrea (CFFA), 3 - fracdo aquosa d&
ferrea (CFFW), 4 - fracdo em n-butanol 8eadstringens (SAFB), 5 - fracdo em acetato
de etila des. adstringens (SAFA), 6 - fracdo aquosa &adstringens (SAFW), 7 - 4gua
destilada esterilizada (ADE), 8 - Bitin

As fracdes dos extratos foram diluidas em dgua na concentracéo de 0,06 g/L, e
substrato foi regado com 10 mL/vaso, 3 dias antes da inoculagdo. O acibenzolar-S-metil
(Bion®) foi pulverizado na concentracdo de 0,05 g/L. As plantas foram inoculadas 15
dias apods transplantio, de acordo com Francis & Kabelka, (2001), com modificacdes.
Cortouse com tesoura o0 peciolo do cotilédone do tomateiro, seguido dadnw
local do corte em suspenséo bacteriana por 5 min. Foram realizados dois experimentos
com 8 tratamentos e 3 repeticdes, utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado. A avaliacdo das plantas sintoméftdasalizada por meio do “Individual
Disease Rating ScorégIDRS), usando a escala descritiva de Francis & Kabelka,
(2001). As notas variaram de 0 a 5, em que O representa a planta sem sintomas, com a
adicdo de 1 ponto em cada sintoma: necrose marginal, murcha e cancro. A nota 5 foi
atribuida as plantas mortas. Dos sintomas moderados foi subtraido 0,5 panto e a
sintoma severo foi adicionado 0,5 ponto. O progresso da doenca foi avaliado com base
no Percentual Maximo de Doenca (PMD), com a escala de 0-5 ajustada para 0-100%.
Para o célculo do PMD foram realizadas quatro avaliacées ao longo de 30 dias (Francis
& Kabelka, 2001).

100 X755 [(D; + Digq)/2][Tisq — T

PMD =
[Tn - TI]M
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Onde,n = numero total de observacd&s - individual disease rating scores idésima
observacéo]; = tempo (dias) da-ésima observacdo, M = maxima pontuagédo da

escala de doenca.

A Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de média d&#foram utilizados
para estimar a severidade da doenca de 0 (sem sintomas) a 5 (planta morta). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SAS (SAS Institute, Inc., 1989,
Cary, NC, EUA) verséao 9.1.

3. Resultados e Discussao

As fracdes utilizadas nos tratamentos contra a murcha bacteriana do tomateiro,
bem como o Biofi, n&o tiveram efeito na reducéo da incidéncia da doenca. No primeiro
experimento todas as plantas morreram aos 5 dias apds a inocutagfeiddra 1). Ja
no segundo experimento, as plantas morreram entre 5aesgrmtlo que nenhum dos
tratamentos utilizados apresentaram efeito na reducdo da incidéncia da doenca, quando
comparados as plantas ndo inoculadas que permaneceram vivas e sem sintomas da
doenca (Figura 2). O controle dessa bacteriose € dificil, principalmente quando as
condi¢des sao favoraveis, como elevada temperatura e alta umidade do solo (McCarter,
1979; Hayward, 1991). No periodo de conducdo dos experimentos, as plantas foram
mantidas em temperatura de 30°C e irrigadas diariamente, condi¢cdes ideais para a
ocorréncia da doenca. Outra questdo que pode ter dificultado o controle, € que somente
uma aplicacéo foi realizada, sendo talvez necesséario um maior numero de aplicagdes, ou
mesmo aplicacdes curativas, e em concentragfes mais elevadas. O método drastico de
inoculacgéo utilizado também favoreceu a penetracdo da bactéria na planta e, além disso,
o isolado deR. solanacearum utilizado no experimento era muito agressivo, provocando
murcha nas plantas em 3 dias. O modo de aplicacdo do®,Bfmr meio da
pulverizacdo, n&o deve ter influenciado nos resultados, pois em estudo realizado por
Barreti et al.,(2010), contra a murcha bacteriana do tomateiro, mostra que ndo ha
diferenca no modo de aplicacdo do produto, seja regado ou pulverizado nas plantas.
Além disso, a acao do acibenzolar-S-metil (ASM) nao é direta contra o patégeno. Ji et
al., (2005), comprovaram a acdo do o6leo de thymdblrius spp.) e palmarosa
(Cymbopogon martinii) na reducdo da incidéncia da murcha bacteriana em condi¢des de
campo. O Oleo de thymol mostrou-se mais efetivo contra a doenca do que o 6leo de
palmarosa, sendo que 33,1 e 48,1% das plantas murcharam quando tratadas com thymol
e palmarosa, respectivamente. Silva et al., (2007), investigaram o efeito do ASM (0,05
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g/L) no controle da murcha bacteriana, onde o ASM foi regado no solpr2dlazindo
significativamente a severidade da doenca e promovendo o aumento na atividade das

enzimas de defesa quitinase e peroxidase. Portanto, a busca por medidas alternativas de

s

controle para esta bacteriose é importante, principalmente pela falta de produtos
eficientes para o controle dessa doenca. Embora os resultados obtidos no presente
estudo ndo tenham sido positivos, outros testes poderdo ser realizados, testando
concentragbes mais elevadas, utilizando um método de inoculagdo menos drastico ou

mesmo 0 aumentando o numero de aplicacdes.

Legenda:

CFFB -C. ferrea n-butanol

CFFA -C. ferrea acetato de etila
CFFW -C. ferrea aquoso

SAFB -S adstringens n-butanol
SAFA - S adstringens acetato de etila
SAFW -S adstringens aquoso

ADE - agua destilada esterilizada
Controle - plantas ndo inoculadas

— ® — CAFB Exp 1
100 4 mEsrgyEREy CAEA

———w—— CAFW

T G SAFB

— -8 — SAFA
80 1 ——o—— SAFW !

— ——— ADE !

———— Bion _f
60 b BESEREEEES “CEREe Controle

40

Incidéncia (%)

20 S

- A A A A A A Ao A oA A

T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias apés inoculacao

Figura 1- Incidéncia da murcha bacteriana em tomateiro tre
com as fracdes, Bire ADE.
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— % CFFB Exp 2
o e Gossisint CFFA

—— % —— CFFW

—.—A.—-. SAFB |

— -m— SAFA
80 1 ——o—— SAFW

——e—— ADE

——<——  Bion
60 sunns R Controle

40 -

Incidéncia (%)

20 4

T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias apos inoculacéo

Figura 2- Incidéncia da murcha bacteriana em tomateiro tre
com as fracdes, Bifre ADE.

Contra o cancro bacteriano do tomateiro, as fracO0&s. tk¥rea mostraram-se
mais promissoras para o controle desta bacteriose, sendo que as fragdesreeem
n-butanol e aquosa apresentaram os melhores resultados, pois, as plantas tratadas nac
expressaram nenhum dos trés tipos de sintomas da doenca. As fraCoésrda e S
adstringens em acetato de etillambém foram efetivas na reducdo dos sintomas da
doenca nas plantas inoculadas (Figura. 3). No segundo experimento, as plantas tratadas
com as fracOe€. ferrea em n-butanol, acetato de etila e aquosa ndo apresentaram 0s
sintomas da doenca (Figura 4). Apenas a fraca8. ddstringens em acetato de etila

apresentou efeito na redugéo da doencga no primeiro experimento (Figura 3).
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Notas

5
Exp 1

4
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2

1

0
CFFB  CFFA CFFW  SAFB SAFA SAFW  ADE Bion®

Figura 3. IDRS do cancro bacteriano do tomateiro apés tratamentcagom
fracdes. Avaliacdo realizada por meio da média d&SDutilizando escala
descritiva de 0 a 5. O erro padrao da média esta representado em cada barra.

5
Exp 2

4

3

2

1

0
CFFB  CFFA CFFW  SAFB SAFA SAFW ADE  Bion®

Notas

Figura 4. IDRS do cancro bacteriano do tomateiro apés tratamentoaso
fracdes. Avaliacdo realizada por meio da média dRSIID erro padrdo da média
esta representado em cada barra.

O individual disease rating scores RB), obtido a partir da avaliacéo realizada
por meio da escala de notas, permitiu avaliar a severidade da doenca. As fracdes obtidas
de C. ferrea apresentaram os melhores resultados no controle da doenca, reduzindo ou
inibindo a expresséo dos sintomas nas plantas avaliadas até 30 dias apds a inoculacao.

No primeiro experimento, a doencga néo ocorreu nas plantas tratadas com as fracdes de
27



C. ferrea em n-butanol e aquosa, onde &I®e o PMD foram igual a O (Tabela 1). Nas
plantas tratadas com as fracoesSdadstringens e C. ferrea em acetato de etila
severidade da doenca foi reduzida, quando comparadas com o Bion e a fracdo aquosa de
S adstringens, apresentando o PMD = 8,89 e 6,29, respectivamente, retardando o
progresso da doenca ao longo do tempo (Tabela 1). Nos tratament8s Bidnacéo
aguosa de&s. adstringens ndao houve controle da doenca e todas as plantas morreram,
sendo a IRS= 5,0 e PMD = 42,59 e 40,37, respectivamente (Tabela 1).

No segundo experimento, as plantas tratadas com as frac@esfaleea em
acetato de etila, n-butanol e aguosa ndo apresentaram os sintomas da doenca, sendo C
IDRS = 0 e 0 PMD = 0 (Tabela 2). Entretanto, os tratamentos “B®nADE
apresentaram a R5=5 e o PMD = 57,41 e 42,58, respectivamente, sendo que todas
as plantas morreram ao longo das avaliacGes (Tabela 2). Ja as fracbes SAFW e SAFA
ndo diferiram estatisticamente quanto a®k¥com relacdo ao Bidh porém, houve
diferenca no valor do PMD, podendo-se afirmar que as plantas tratadas com essas

fracOes tiveram o progresso da doenca menor ao longo do tempo.

Tabela 1. Média do individual disease rating sc@tBRS e do percentual maximo de
doenca (PMD) em tomateir&danum lycopersicum) inoculado com a bactér@avibacter
michiganensis subspmichiganensis, no primeiro experimento.

Tratamentos Média da IDRS PMD
Bion® 5,00 a 42,59 a
SAFW 5,00 a 40,37 a
ADE 3,83 a 33,70 ab
SAFB 3,67 a 30,56 ab
CFFA 0,67 b 6,29 bc
SAFA 0,50 b 8,89 bc
CFFW 0,00 b 0,00 ¢
CFFB 0,00 b 0,00 c

As médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (o= 0,05).

Tabela 2. Média do individual disease rating scores (IDRS) e percentuatondaidoenca
(PMD) em tomateiro olanum lycopersicum) inoculado com a bactéri€lavibacter
michiganensis subspmichiganensis, no segundo experimento.

Tratamentos Média da IDRS PMD
Bion® 5,00 a 57,41 a
ADE 5,00 a 42,58 ab
SAFB 5,00 a 28,83 b
SAFA 4,33 a 26,75 b
SAFW 3,17 a 22,58 b
CFFW 0,00b 0,00 c
CFFB 0,00 b 0,00 c
CFFA 0,00 b 0,00 c

As médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (o= 0,05).
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Foi realizada a prospeccao fitoquimica para diversos grupos de metabdlitos
secundarios, como antraguinonas, cumarinas, flavonoides, cardiotbnicos, saponinas,
alcaloides e taninos, sendo revelada a presencga de taninos e saponinas nas fragoes en

acetato de etila e n-butanol @eferrea e S. adstringens (Capitulo 1).

Na literatura existem relatos da utilizacdo de extratos de plantas para o controle
de C. michiganensis subsp.michiganensis, como 0s extratos délium sativum e Ficus
carica. Os extratos dé\. sativum e deF. carica apresentaram atividade contra essa
bactéria na concentracbes de 1 e 30%, respectivamente, sendo que em casa de
vegetacdo, o extrato de sativum reduziu a doenca em 56%, enquanto fuearica
reduziu em 38% (Balestra et al., 2009). O efeito de Oleos essenciais foi investigado
contra a bactéri€. michiganensis subspmichiganensis, ocorrendca completa inibicao
do crescimento bacteriano pelos 0leos essenciai©Origanum vulgare, Thymus
capitatus e Origanum dictamnus a 100, 85 e 100 pug/mL, respectivamente (Daferera et
al., 2003). Esses resultados demonstram que os produtos naturais, oriundos do
metabolismo secundario das plantas podem apresentar potencial para uso no tratamento
de fitobacterioses de plantas, como o cancro bacteriano do tomateiro. Embora ndo se
tenha isolado a(s) molécula(s) antimicrobiana(s), as fracbes apresentaram resultados
promissores para uso em campo, minimizando assim o uso de produtos quimicos

convencionais.
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Capitulo 3

AVALIACAO DOS EXTRATOS DE stryphnodendron adstringens E Caesalpinia
ferrea NO CONTROLE DA PINTA BACTERIANA DO TOMATEIRO E NA
ATIVIDADE DE ENZIMAS DE DEFESA
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RESUMO

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2013.Avaliacdo dos extratos deStryphnodendron adstringens e Caesalpinia
ferrea no controle da pinta bacteriana do tomateiro e na atividade de enzimas de
defesa Orientador: José Rogério de Oliveira. Co-orientadores: Jodo Paulo Viana Leite
Luis Claudio Vieira da Cunha.

Avaliou-se o0 efeito das fracbes da&ryphnodendron adstringens “barbatimio”,
Caesalpinia ferrea “juca”, e do acibenzolar-S-metil contra a pinta bacteriana do
tomateiro e o efeito da frac& adstringens em acetato de etila e do ASM atividade

de enzimas de defesaseveridade foi avaliada aos 7 dias ap0s a inoculacdo, sendo que
no primeiro experimento, houve reducéo significativa no numero de pintas em 96,5;
81,7 e 80,1% nas plantas tratadas com o ASM, frac& alistringens em acetato de

etila e n-butanol, respectivamente. No segundo experimento, houve reducéo da doenca
em 71, 50,8 e 46,9% nas plantas tratadas com a fgagéstringens em acetato de etila
seguida pelo ASM a fracaoC. ferrea em n-butanol. Além disso, ocorreu 0 aumento na
atividade de enzimas de defesa nas plantas tratadas com o ASM e aSracéo
adstringens em acetato de etila. Nas plantas inoculadas, em determinadas épocas de
avaliacdo, ocorreu 0 aumento na atividade das enzimas peroxidase, polifenolgxidase,
1,3-glucanase e fenilalanina amoénia-liase nas plantas tratadas com o ASM e & fracéo
adstringens em acetato de etila, diferindo estatisticamente do controle. J& nas plantas
ndo inoculadas a atividade das enzimas foi menor do que nas plantas inoculadas, porém,
em determinadas épocas de avaliacdo o ASM e a fagiistringens em acetato de

etila apresentaram aumento na atividade das enzimas peroxidhSeglucanase e

fenilalanina aménia-liase, diferindo do controle.

Palavras-chave:Solanum lycopersicum, Pseudomonas syringe pv. tomato, acibenzolar-
S-metil, extratos de plantas.
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ABSTRACT

CAVALCANTE, Gilcianny Pignata, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february,
2013. Stryphnodendron adstringens and Caesalpinia ferrea extracts evaluation on

the control of tomato bacterial speck and on the activity of defense enzymes
Adviser: José Rogério de Oliveira. Co-advisers: Jodo Paulo Viana Leite and Luis
Claudio Vieira da Cunha.

The effects ofStryphnodendron adstringens “barbatimao”, Caesalpinia ferrea “juca”
fractions and acibenzolar-S-methyl against bacterial speck of tomato and the effect of
fraction S. adstringens in ethyl acetate and the ASM in the defense enzymes activity
were evaluated. The severity was assessed 7 days after inoculation. In the first
experiment, there was significant reduction in the number of lesions in 96.5, 81.7 and
80.1% in plants treated with ASM;. adstringens fractions in ethyl acetate and n-
butanol, respectively. In the second experiment, there was a reduction of the disease in
71, 50.8 and 46.9% in plants treated w&hadstringens fraction in ethyl acetate
followed by ASM andC. ferrea fraction in n-butanol. In addition, there was an increase

in the defense enzymes activityplants treated with ASM anfl adstringens fraction

in ethyl acetate. In inoculated plants, at certain times of assessment, there was an
increase in the activity of peroxidase, polyphenol oxidgsé,3-glucanase and
phenylalanine ammonia lyase in plants treated with ASMSaadstringens fraction in

ethyl acetate, differing of control. In non-inoculated plants the enzyme activity was
lower than in inoculated plants, however, at certain times of assessment the ASM and
adstringens fraction in ethyl acetate showed increased activity of peroxigases-

glucanase and phenylalanine ammonia lyase, differing control.

Key words: Solanum lycopersicum, Pseudomonas syringe pv. tomato, acibenzolar-S-
methyl, plant extracts.
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1. Introdugéo

O tomate $olanum lycopersicum L.), originario do continente Sul Americano,
pertence a familia Solanaceae e é uma das hortalicas mais consumidas mundialmente
(Minami & Haag, 1989) principalmente pela versatilidade, valores nutricionais e maior
vida util quando comparado com as outras hortalicas, além da possibilidade de
processamento industrial (Tighelaar, 1991). No ranking da producdo mundial de tomate
(2009/2010), o Brasil ocupa o 9° lugar, sendo a China a maior produtora, seguida dos
Estados Unidos e da india. Em 2010, foram produzidos no Brasil aproximadamente
4.114 milhdes de toneladas, com uma produtividade média de 60,5 kg/ha (IBGE, 2012).

O tomateiro estd sujeito a varias doencas que podem limitar a sua producao,
dentre elas a pinta bacteriana, causadaPpardomonas syringae pv. tomato (Okabe,
1933); Young et al. 1978, doenca mais comum em regifes onde ocorrem temperaturas
amenas (18 a 25°C) e alta umidade relativa do ar (acima de 90%). O controle pode ser
feito por meio da utilizagdo de sementes de boa qualidade, mudas sadias, cultivares
resistentes e aplicacdo de produtos a base de cobre e antibidticos registrados. O
tomateiro € umas das culturas mais dependentes das aplicacdes de produtos quimicos,
resultando no aumento dos custos de producédo, além de contribuirem para a sele¢éo de
organismos alvo resistentes e serem toxicos ao homem e ao ambiente (Lopes e Avila,
2005; Mariconi, 1981).

O Brasil tem uma enorme diversidade de espécies vegetais, sendo que muitas
destas apresentam compostos biologicamente ativos contra varios organismos (Almeida,
1993; Morais et al., 2002; Simdest al., 2003). Os compostos derivados do
metabolismo secundario ndo possuem funcéo direta no crescimento e desenvolvimento
das plantas, mas conferem atividade de fitoprotecdo, atracdo de polinizadores e
adaptacdo ambiental (Taiz & Zeigher, 200Bgntre estes metabdlitos secundarios
alguns se destacam por apresentarem atividade antimicrobiana como 8s 0Oleo
essenciais, saponinas, flavonoides, cumarinas, fitoalexinas, taninos e alcaloides (Taiz &
Zeigher, 2004).

As plantas sintetizam uma ampla gama de produtos naturais, muitos dos quais
evoluiram de forma a conferir vantagem contra ataquiesobianos, que podem ser
ativadas em resposta ao ataque de patdégenos em ampla escala (Dixon, 2001). Os
mecanismos de defesa das plantas contra fitopatdgenos envolvem alteracdes

relacionadas com a atividade de enzimas, como peroxjgtdse;glucanase, quitinase,
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fenilalanina amonia-liase e polifenoloxidase (Stangarlin et al. 2011). O tempo em que
essas respostas de defesa sdo ativadas é critico e pode ser a diferenga entre ser capaz c
lidar ou sucumbir ao desafio de um patégeno (Vallad & Goodman, 2004). Os indutores
de resisténcia ndo atuam diretamente sobre o patdgeno, agindo como um agente
antimicrobiano, mas sensibilizam a planta a ativar seus mecanismos de defesa em
resposta a presenca de um patdgeno (Sequeira, 1983; Conrath et al., 2002). Dentre 0s
indutores abioticos, o acibenzolar-S-metil (ASM), tem apresentado potencial como
ativador de resisténcia sistémica adquirida, conferindo protecdo contra varias doencas
bacterianas de plantas. Diversos estudos demonstram a acdo do ASM contra doencas
causadas por bactérias fitopatogénicas, c¥amhomonas vesicatoria (Cavalcanti et

al., 2006)X. axonopodis pv. passiflorae (Boro et al., 2011)Ralstonia solanacearum (Ji

et al., 2003; Silva et al., 200Wseudomonas syringae pv. tomato (Louws et al., 2001;

Graves & Alexander, 2002) @avibacter michiganensis subsp.michiganensis (Baysal

et al., 2003; Soylu et al., 2003).

Extratos de plantas também tém sido investigados quanto a inducdo de
resisténcia em plantas contra diversos patégenos. O extrato de Zihhinm gativum
L. x Allium cepa L.) foi estudado contrX. campestris pv. malvacearum em algodao
(Satya et al., 2007) kasiodiplodia theobromae e Colletotrichum musae em banana
(Sangeetha et al., 2013). Extratosliura metel tiveram sua acéo investigada contra
Rhizoctonia solani e X. oryzae pv. oryzae em arroz (Kagale et al., 2004) e o extrato de

Hedera helix contraErwinia aylovora em maca (Baysal & Zeller, 2004).

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito das fragdes obtidas a partir do
extratos dos frutos déaesalpinia ferrea, das cascas d&ryphnodendron adstringens e
do indutor Bioff na severidade da pinta bacteriana do tomateiro e na atividade de

enzimas de defesa da planta.

2. Materiais e Métodos

O procedimento de obtencdo das plantas, fracionamento dos extratos e analises

fitoquimicas foram realizadas de acordo @metodologia descrita no capitulo 1.

2.1.0btencéo do isolado &seudomonas syringae pv. tomato

O isolado deP. syringae pv. tomato (Pst) foi obtido a partir de plantas
sintomaticas no municipio de Coimbra, Minas Gerais, Brasil e sendo devidamente

identificado e mantido na colecdo do Laboratério de Bacteriologia de Plantas da
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Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Para a utilizacdo nos ensaios, o
isolado foi cultivado em meio 523 de Kado & Heskett (1970) por 48 h na temperatura
de 28°C. A concentracdo da suspensao foi ajustada em espectrofotometro a 600 nm de
absorbancia para obter OD = 0,1 que corresponde aproximadamente a 1J0R€10

mL™. O isolado foi preservado em glicerina 30% e armazenado a -80°C.

2.2. Obtencédo das mudas de tomateiro

Mudas de tomate da cultivar Santa Clara foram produzidas em substrato organo-
mineral inerte (Plantm&y, e transplantadas aos 21 dias ap6s a semeadura para vasos
plasticos de 2 L contendo substrato. As plantas receberam adubacdo com solucéo
nutritiva 15 dias apos o transplantio, na quantidade de 40 mL/vaso, contendo em g/L
0,192de KCI, 0,104 de KSOq, 0,150 de MgSQ7H,0, 0,061 de uréia, 0,1 de NKO;,

0,0003 de (NH)e M0;0.4 4H,O, 0,002 de BBO;, 0,007 de ZnSg 0,002 de
CuSQ.5H,0, 0,004 de MnGl4H,0, 0,004 de FeSLYH,O e 0,006 de EDTA bisédico.

2.3. Avaliacédo das fracdes contrBsa

Utilizou-se os seguintes tratamentos: 1 - fragdo em n-butan®. derrea
(CFFB), 2 - fracdo em acetato de etilaCleferrea (CFFA), 3 - fracdo aquosa d&
ferrea (CFFW), 4 - fracdo em n-butanol 8eadstringens (SAFB), 5 - fracdo em acetato
de etila de5. adstringens (SAFA), 6 - fracdo aquosa &adstringens (SAFW), 7 - agua
destilada esterilizada (ADE), 8 - Bitin

As fracOes dos extratos foram diluidas em agua na concentracao de 0,06 g/L, e
substrato foi regado com 10 mL/vaso, 3 dias antes da inoculagédo. O acibenzolar-S-metil
(Bion®) foi pulverizado nas plantas na concentracdo de 0,05 g/L, 3 dias antes da
inoculagcdo. As plantas foram inoculadas aos 15 dias apds transplantio, sendo antes
mantidas por 24 h em camara de nevoeiro, inoculadas por atomizacdo e mantidas por
mais 24 h na camara de nevoeiro. A avaliacdo da severidade foi realizada aos 7 dias
apos a inoculacéo &, por meio da contagem do nimero de pintas em todas as folhas
da planta (Schneider & Grogan, 1977). Foram realizados dois experimentos, com 8
tratamentos e 3 repeticdes, sendo utilizado o delineamento inteiramente casualizado.
Para a andlise estatistica dos dados foi realizada a analise de variancMAJANO
utilizandoseo numero de pintas. As médias foram comparadas pelo teste de Runcan
1% de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
SAS (SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC, EUA) versao 9.1.
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2.4. Determinacao da atividade Enzimatica

Os tratamentos que apresentaram o0s melhores resultados na reducédo da
severidade da pinta bacteriana foram utilizados para a determinacdo da atividade de
enzimas de defesa. Portanto, plantas inoculadas e ndo inoculadas tmraim tratadas
com a fracdo SAFA e com BiBnsendoa 4gua destilada esterilizadAQE) utilizada
como controle. O modo de aplicacéo das fracées e d§ Biainoculacéo das plantas
foi realizado conforme descrito anteriormente. As amostras das folhas de tomateiro
foram coletadas aos 3, 6, 9 e 12 d&.plantas ndo inoculadas serviram de controle.
Para a extracdo das enzimas, 0,3 g das amostras congeladas foramepesadamns
em nitrogénio (M) liqguido no almofariz com adi¢cdo de polivinilpirrolidona (PVP) 1%
(p/v) atéa obtencdo de um pé fino. O p6 obtido foi macerado em 2 mL de tampéao
fosfato de so6dio 50 mM (pH 6,5) contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF). A centrifugacédo foi realizada a 2009@or 25 min a 4°CPosteriormente,
uma aliquota do sobrenadante foi utilizada para a determinacao da atividade enzimatica.

2.4.1. Peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7) polifenoloxidases (PFO) (EC 1.10.3.1)

As atividades da POX e PFO foi determinada conforme o método de Kar &
Miashra (1976). Para a atividade da POX, a mistura de 300 pL de agua destilada, 250
puL tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 200 uL do substrato pirogalol 100
mM e 200 pL de peroxido de hidrogénio 100 mM foi adicionada a 50 pL do extrato.
Para a atividade da PFO, a mistura da reacao continha 350 puL de agua destilada, 350 pL
do tampdo de reacao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 200 uL de pirogalol 100
mM e 100 pL do extrato. A absorbéancia foi medida a 420 nm em espectrofotdmetro a
cada 10 seg, durante 1 min, totalizando cinco leituras. Utilizou-se o coeficiente de
extincdo molar de 2,47 micm® (Chance & Maehley, 1955) para calcular a atividade

das duas enzimas e os resultados foram expressos enm/mg* de proteina.

2.4.2.-1,3-glucanase (GLU) (EC 3.2.1.39) e fenilalanina amonia-liase (FAL) (EC
4.3.1.5)

A atividade da GLU foi determinada conforme método descrito por Lever (1972).
A mistura de reacgdo continha 230 pL de tampé&o acetato de s6dio 100 mM (pH 5,0), 250
uL do substrato laminarina na concentracdo de 4 mg en20 pL do extrato vegetal,
sendo incubada a 45°C por 30 min. Apos o periodo de incubacéo, adicionou-se 500 pL
de acido dinitrosalicilico (DNS) a mistura, em seguida, incubada por 15 min a 100°C. A
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reacao foi interrompida pelo resfriamento das amostras em banho de gelo até a
temperatura de 30°C. Nas amostras controle, a mistura de reacé&o foi igual, exceto que o
extrato vegetal e o DNS foram adicionados ao mesmo tempo e incubados a 45°C por 30
min. A leitura foi realizada no comprimento de onda de 540 nm e a atividade da GLU
foi expressa em unidades de absorbancia mij' de proteina.

A atividade da FAL foi determinada conforme o método descrito por Cahill &
McComb (1992). A mistura da reagao que continha 350 pL de tampé&o Tris-HCI 25 mM
(pH 8,8), 550 pL dé-fenilalanina 100 mM e 100 pL do extrato vegetal, foi incubada a
40°C durante 3 horas. Nas amostras controle, a mistura da reacédo continha 900 pL do
tampéao Tris-HCl e 100 pL da amostra. A reacao foi finalizada pela adicdo de 130 pL de
HCI 6 N. A absorbéancia foi medida em espectrofotdmetro a 290 nm e o coeficiente de
extincdo molar de fomM* cmi* (Zucker, 1965) foi utilizado para célcular a atividade
da FAL, a qual foi expressa em M niimg* de proteina.

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi determinada de acordo com o
método colorimétrico descrito por Bradford (1976). Os dados das atividades da
enzimas POX, PFO, FAL e GLU foram submetidos a ANOVA. As andlises foram
realizadas separadamente para as plantas inoculadas e néo inacpésalaada época
de coleta, utilizandse o teste Tukey a 5% de probabilidade. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o software SAS (SAS Institute, Inc., 1989, Cary, NC,
EUA) verséo 9.1.

3. Resultados e Discussao

Severidade da pinta bacteriana do tomateiro

No primeiro experimento, houve reducao significativa na severidade da doenca
em 96,5; 81,7 e 80,1% nos tratamentos com Bieras fracdeS adstringens em
acetato de etila e n-butanol, respectivamente, quando comparados com as plantas
tratadas com agua destilada esterilizal@E) (Tabela 1). No segundo experimento,
houve reducéo significativa na severidade da doenca em 71; 50,8 e 46,9% nas plantas
tratadas com a frac& adstringens em acetato de etila, seguido pelo BierC. ferrea
em n-butanol, quando comparadas as plantas tratadas com ADE (Tabela. 2). O aumento
da severidade da doenca no segundo experimento pode ser explicado pelo aumento da
temperatura, sendo que no primeiro experimento a maxima registrada foi de 28,4 °C e
no segundo a maxima foi de 34°C (INMET, 2012). A alta temperatura pode ter
influenciado na degradacao dos produtos aplicados ou nas respostas de defesa da planta.
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Apesar dePst ter 6timo crescimento em casa de vegetacdo sob temperaturas mais
amenas, o aumento na expressao dos sintomas pode ser devido a sensibilidade de genes
de resisténcia da planta a altas temperaturas. Wang et al. (2009), em experimento
realizado com a bactérRst, demonstraram a sensibilidade dos genes de resisténcia de
plantas a temperaturas mais elevadas, podendo aumentar a expressdo dos sintomas de
doencga, tendo influéncia tanto na resposta de resisténcia basal da planta como na

resposta mediada pelo gelRe

Foi realizada a prospeccao fitoquimica para diversos grupos de metabdlitos
secundarios, como antraguinonas, cumarinas, flavonoides, cardiotbnicos, saponinas,
alcaloides e taninos, sendo revelada a presencga de taninos e saponinas nas fragoes en

acetato de etila e n-butanol Geferrea e S adstringens (Capitulo 1).

Legenda:

CFFB -C. ferrea n-butanol

CFFA -C. ferrea acetato de etila
CFFW -C. ferrea aquoso

SAFB -S adstringens n-butanol
SAFA - S adstringens acetato de etila
SAFW -S adstringens aquoso

ADE - agua destilada esterilizada

Tabela 1- Severidade (Sev) da pinta bacteriana em tomateiro em
funcdo de diferentes tratamentos com as frac;ﬁes,® BioRDE, no
primeiro experimento.

Tratamentos Sev
ADE 998,3 a
CFFB 646,0b
CFFA 558,0 b
CFFW 5480 b
SAFW 485,3 bc
SAFB 198,0cd
SAFA 183,0cd
Bion® 35,3d

Médas seguidas pela mesma letra ndo diferem snprelo teste de
Duncan(a= 0,01).
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Tabela 2- Severidade (Sev) da pinta bacteriana em tomateiro em
funcéo de diferentes tratamentos com as fracdes,” BiohDE, no
segundo experimento.

Tratamentos Sev
SAFW 21543 a
ADE 1760,0 a
CFFA 1225,0ab
CFFW 1194,0ab
SAFB 1182,3ab
CFFB 684,0b
Bion® 634,0b
SAFA 373,0b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan(o= 0,01).

Atividade das enzimas POX, PFO, GLU e FAL

A atividade da POX foi significativamente maior nas plantas inoculadas e
tratadas com a fracdo SAFA e com Biaos 6 dai, sendo que aos 9 e 12 dai, as plantas
tratadas com o Bidh apresentaram uma maior atividade enzimatica, diferindo
estatisticamente do controle e da fracdo SAFA (Figura 1a). Nas plantas ndo inoculadas,
a atividade da POX s0 apresentou diferenca estatistica do controle aos 9 dai nas plantas

tratadas com a fracdo SAFA e com o Bi¢Rigura 1b).

A atividade da PFO nas plantas inoculadas foi significativamente maior aos 3
dai nas plantas tratadas com o Biodiferindo da fragdo SAFA e do controle. J& aos 6,
9 e 12 dai, as plantas tratadas com Biera fracdo SAFA apresentaram um aumento
significativo na atividade da PFO, diferindo do controle (Figufa [2as plantas nao
inoculadas ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos e a atividade da PFO foi

menor do que nas plantas tratadas e inoculadas (Figura 2b).

A atividade da GLU foi maior nas plantas inoculadas e tratadas com da&isn
6 dai, diferindo estatisticamente da fragdo SAFA e do controle (ADE). Ja aos9 dai
atividade da enzima aumentou significativamente nas plantas inoculadas e tratadas com
o Bion® e a fragdo SAFA, ndo diferindo estatisticamente entre si. Portanto, a atividade
da GLU aumentou gradativamente ao longo do tempo nas plantas inoculadas, sendo
maior aos 12 dai nas plantas tratadas com o®Biartom a fracdo SAFA, diferindo do
controle (Figura 3a). O aumento na atividade da GLU nas plantas ndo inoculadas foi
significativo aos 6 dai, onde as plantas tratadas com o°Biocom a fracdo SAFA
apresentaram uma maior atividade dessa enzima, porém ndo apresentando diferenca

estatistica entre os tratamentos aos 9 dai. Ja aos 12 dai houve um aumento significativo
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na atividade dessa enzima nas plantas tratadas com d @mifracdo SAFA, diferindo

do controle (Figura 3b).

A atividade da FAL nas plantas inoculadas foi maior nos tratamentos cofh Bion
e com a fragdo SAFA, ndo apresentando diferenca estatistica, mas diferindo do controle
aos 3 e 6 dai; porém aos 9 dai o Bi@onferiu uma maior atividade desta enzima e
diferiu dos demais tratamentos (Figurg.4hlas plantas ndo inoculadas, a atividade da
FAL foi maior nas plantas tratadas com Biom a fracdo SAFA aos 3 e 6 dai quando
comparadas ao controle. J4 aos 9 dai as plantas tratadas com a fracdo SAFA
apresentaram uma maior atividade enzimatica, diferindo d&°RBiato controle (Figura
4b).

Na literatura, diversos estudos mostram o efeito do acibenzolar-S-metil (ASM),
produto comercial BioR na inducdo de resisténcia contra doencas bacterianas de
plantas. Silva et al. (2007), estudaram o efeito do acibenzolar-S-metil (ASM) aontra
murcha bacteriana, conferindo aumento na atividade das enzimas quitinasee (QUI)
POX aos 5 dai nas plantas inoculadas. Cavalcanti et al. (2006), também estdaram
atividade de enzimas de defesa em plantas tratadas com o ASM e o produt8 &volife
tomateiro contraXanthomonas vesicatoria, onde houve o aumento da atividade das
enzimas POX e QUI em plantas inoculad@satadas com o ASM e EcolfteBaysal et
al., (2003), estudaram os efeitos do ASM na inducdo de resisténcia contra o cancro
bacteriano do tomateiro, sendo que as plantas tratadas com o ASM tiveram a severidade
reduzida em 76,3%, ocorrendo alteracdes na atividade da POX aos 5 dai nas plantas
tratadas. Baysal & Zeller (2004), investigaram o efeito do extrato das follirésiela
helix e do ASM na inducédo de resisténcia contra a backxania amylovora em
maca. O extrato e o ASM reduziram a doenca, restringaranaltiplicacdo da bactéria
nos tecidos da planta e conferiram aumento da atividade das enzimas POX e QUI. Satya
et al. (2007), estudaram o efeito do extrato das folhas de ziAhwn{(sativum L. x
Allium cepa L.) contraX. campestris pv. malvacearum na inducdo de resisténcia em
algodoeiro. Os extratos aquosos reduziram o numero de lesées em 73% quando
comparado as plantas tratadas com agua e ocorreu o aumento na atividade de enzimas
de defesa como a FAL, POX e PPO. Portanto, os mecanismos de defesa das plantas
contra fitopatégenos envolvem alteragBes metabdlicas que estdo ligadas a mudancgas na
atividade de enzimas associadas ao mecanismo de defesa das plantas, também chamada
de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas- PR) que sdo produzidas em resposte

a infeccdo por patdogenos. As enzimas peroxidases e polifenoloxidases utilizam como
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substratos os compostos fendlicos e o produto da oxidacdo destas enzimas sédo potentes
bactericidas e fungicidas, produzidos rapidamente e se acumulam ap0s a infeccao,
sendo altamente toxicos aos patdgenos (Mueller & Beckman, 1834)eroxidases
participam também da biossintese do hormonio vegetal etileno, na oxidacdo de
compostos fendlicos e acido indol-3-acético (AlA) e na biossintese de lignina e suberina
(Ishige et al., 1993; Cavalcanti et al., 2005; Takahama & Oniki, 1992; Quiroga et al.,
2000). As peroxidases sao enzimas querfgzarte do processo final de lignificacdo. A
lignina juntamente com os compostos fendlicos reforcam a parede celular, aumentando
assim a resisténcia da planta a degradacdo enzimatica causada pelos patdgenos e
atuando como barreira fisica impedindo tanto a entrada de patdégenoa deruaxinas
(Nicholson & Hammerschimidt, 1992). J& as polifenoloxidases tem a capacidade de
catalisar a oxidacdo dmmpostos fendlicos a quinonas, que sdo compostos altamente
toxicos aos patogenos (Li & Steffens, 2002; Dowd et al., 1997). Estudos realizados
mostraram evidéncias do papel da PPO em tomateiro, onde foi observado que plantas de
tomate super-expressando o gene PPO apresentaram alta capacidade de oxidacao e
promoveéam um aumento na resisténcia das plantas contra a bagé¢ia & Steffens,

2002). J4& a enzima fenilalanina amoénia-liase € responsavel pela desaminacdo da
fenilalanina formando o &cidtvans-cindmico e aménia e € importante na sintese de
compostos fendlicos em resposta a infeccdo (Assis et al., 2001; Nicholson &
Hammerchmidt, 1992). A enzimA-1,3-glucanase é uma enzima litica capaz de
degradar polissacarideos encontrados na parede celular de muitos fungos e possui
atividade antifungica quando testada vitro. (Van Loon et al., 2006; Mauch &
Staehelin, 1989; Mauch et al., 1988). Porém, a atividade da GLU também tem sido
relatada contra bactérias fitopatogénicas cdenainia amylovora e Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, no entanto, ndo se conhece o papel desta enzima na

resisténcia contra patégenos bacterigBosset et al. 2000; Cavalcanti et al. 2006).

Com base nos resultados obtidos nesse estudo, pode-se afirmar que a fracdo em
acetato de etila obtida a partir dos frutosSdadstringens possui substancias capazes de
agir como elicitoras de respostas de defesa. Portanto, a exploracdo da atividade
biolégica de compostos secundérios pode, juntamente a indugéo da resisténcia, se tornar

uma alternativa para o controle da pinta bacteriana do tomateiro.
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Figura 1. Atividade da peroxidase em tomateiro tratado com a fracdo SAFA, H
Bion®. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (a= 0,05).
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Figura 2. Atividade da polifehaxidase em tomateiro tratado com a fracdo SAFA, H
e Bion®. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tuke
(0= 0,05).
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Figura 3. Atividade d$-1,3-glucanase em tomateiro tratado com a fragdo SAFA
H.0 e Bion®. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey (o= 0,05).
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Figura 4. Atividade da fenilalanina amonia-liase em tomateiro tratado coacdof
SAFA, H0 e Bion®. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey (a= 0,05).
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