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APRESENTACAO

O livro “Aspectos Fitossanitarios da Agricultura” € uma compilacéo de trabalhos
de pesquisas sobre manejo fitossanitario na agricultura brasileira. A obra reune
trabalhos de diferentes regides do pais, analisando a area do Manejo fitossanitario
sob diferentes abordagens.

E necessario conhecer esses temas sob diversas visdes de pesquisadores, a
fim de aprimorar conhecimentos, relagdes interespecificas e desenvolver estratégias
para a utilizacdo do conhecimento acerca das formas de controle de patdogenos e
insetos m culturas agricolas. O trabalho continuo de pesquisadores e instituicdes de
pesquisa tem permitido grandes avancos nessa area.

Assim, apresentamos neste trabalho uma importante compilacéo de esforcos de
pesquisadores, académicos, professores e também da Atena Editora para produzir e
disponibilizar conhecimento neste vasto contexto.

Mébnica Jasper
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CAPITULO 3

INVESTIGA(;AO DO EFEITO ANTIBACTERIANO DO
EXTRATO VEGETAL AQUOSO DE Psidium guajava
L. SOBRE A FITOBACTERIA Ralstonia solanacearum
AGENTE CAUSAL DA MURCHA BACTERIANA DO
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RESUMO: O tomateiro (Lycopersicum
esculentfum Mil.) é cultivado em vasta area
no territério brasileiro. A doenca de etiologia
bacteriana de importancia é conhecida
popularmente como murcha bacteriana e tem
como agente causal Ralstonia solanacearum. O
trabalho objetivou avaliar o potencial biolégico
do extrato vegetal aquoso da goiabeira
(Psidium guajava) no manejo da murcha

Aspectos Fitossanitarios da Agricultura 2

TOMATEIRO

bacteriana do tomateiro. O extrato foi obtido
através do processo de infusdo do material
vegetal (folhas) seco (p6) em agua destilada,
em uma proporcéo de 1:5 (p/v), durante quinze
minutos a uma temperatura de 70°C, sob
agitacdo constante e posterior filtragem em
papel filtro para obtencdo do concentrado que
em seguida foi liofilizado. O antibiograma foi
realizado por meio da deposicao de aliquotas
de 0,3 mL de suspensao de R. salanacearum

(A580
de cultura Kelman e espalhadas com alca

=0,8) em placas de Petri contendo meio

de Drigalski. Em seguida, discos de papel
filtro (5,6mm de diametro) esterilizados foram
embebidos em cinco diferentes concentragcbes
(0; 2; 4; 6 e 8 mg/mL), sendo a concentragcéo
Omg/mL, o tratamento controle, em que os
discos foram umedecidos em agua destilada
esterilizada (ADE). No procedimento, os discos
ja umedecidos foram depositados em quatro
pontos equidistantes de placa de Petri com
meio de cultura sendo incubadas em estufa
do tipo B.O.D até a avaliagao que foi realizada
através da mensuracédo dos halos de inibicao
com auxilio de um paquimetro digital. Os
dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias das concentracdes
de cada extrato a uma analise de regressao
(antibiograma). O extrato aquoso proporcionou
formacdo de halo de inibicdo em todas as
concentracbes analisadas sendo os maiores
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formados na maior concentracéo.
PALAVRAS- CHAVE: Atividade antimicrobiana; Controle Alternativo; Fitobacteriose.

ABSTRACT: The tomato (Lycopersicum esculentum Mil.) Is cultivated in a wide area
in the Brazilian territory. The disease of bacterial etiology of importance is popularly
known as bacterial wilt and has causal agent Ralstonia solanacearum. The objective of
this work was to evaluate the biological potential of the guava water extract (Psidium
guajava) in the management of tomato bacterial wilt. The extract was obtained by
infusing dried (powder) plant material in distilled water in a ratio of 1: 5 (w / v), for fifteen
minutes at a temperature of 70 °© C under constant stirring and subsequent filtration
on filter paper to obtain the concentrate which was then lyophilized. The antibiogram
was performed by deposition of 0.3 ml aliquots of R. salanacearum suspension (A580
= 0.8) in Petri dishes containing Kelman culture medium and scattered with Drigalski
loop. After sterilized filter paper disks (5,6mm diameter) were soaked in five different
concentrations (0, 2, 4, 6 and 8 mg / mL), the concentration Omg / mL, the control
treatment, in which the discs were moistened with sterile distilled water (ADE). In the
procedure, the already moistened discs were deposited in four equidistant points of
Petri dish with culture medium being incubated in oven type B.O.D until the evaluation
that was accomplished by measuring the inhibition halos with the aid of a digital caliper.
The data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the mean concentrations
of each extract to a regression analysis (antibiogram). The aqueous extract afforded
inhibition halo formation at all analyzed concentrations, the larger ones being formed
at the higher concentration.

KEYWORDS: Antimicrobial activity; Alternative Control; Phytobacteriosis.

11 INTRODUCAO

Pertencente a familia botdnica da solanaceas, o tomateiro (Lycopersicum
esculentum Mill) possui o ciclo perene, sendo amplamente cultivado como anual
no territério brasileiro. A planta é nativa da América do Sul na regido andina que
abrange parte do Chile, Coldmbia, Equador, Bolivia e Peru na América do Sul. Sua
exploracédo em cultivo ocorreu primeiro no México, sendo entdo considerado seu
segundo centro de origem. No Brasil ele foi introduzido, pelos Europeus no final do
século XIX (ALVARENGA, 2013; COSTA, 2017).

No pais a area plantada de tomate é de 78.808.079 hectares, com uma producao
de 4.373.047 toneladas na safra de 2017/18 (IBGE, 2018), impactando diretamente
na economia nacional, pois € responsavel por uma receita de aproximadamente 4,2
bilhdes de reais por ano (COSTA, 2017). Como em outras culturas de importéancia
agricolas, o tomate necessita de cuidados para evitar-se problemas de ordem
fitossanitaria, devido a sua vulnerabilidade a organismos considerados pragas.

Para hortalica, a murcha bacteriana cujo agente causal é a Ralstonia

Aspectos Fitossanitarios da Agricultura 2 Capitulo 3




solanacearum (SMITH, 1896) (YABUUCHI et al., 1995), é apontada como uma das
principais patologias de na produgdo em todo o pais com maior énfase as regides
nordeste e norte devido as caracteristicas climéaticas ideais ao desenvolvimento
do patdégeno que (LOPES; BOITEUX; ESCHEMBACK, 2015). Para Santiago et al.
(2016), € uma das doencas mais destrutivas, para muitas culturas nos tropicos.

Para o controle da doenca sdo recomendadas medidas preventivas, pois ndo ha
moléculas quimicasregistradas no Ministério daAgricultura Pecuaria e Abastecimento-
MAPA que possam ser utilizadas no manejo da doencga no tomateiro (MAPA, 2019).
Através desta constatacado, muitas pesquisas estdao sendo desenvolvidas em torno
de obtencdo de um método de controle eficiente, para tanto o manejo alternativo
através do uso de extratos vegetais apresenta-se como uma possibilidade promissora
ainda em estudos para elucidar a questao de uso na cultura (MATOS et al., 2018).

As plantas de forma geral apresentam substancias ativas que podem apresentar
atividades bioldgicas, constituindo assim um potencial para utilizacdo no manejo de
muitas doencgas (PINTO, 2013) e essas substancias ha muito tempo veem sendo
alvos de diversas areas do conhecimento, dentre elas das agrarias. Os metabolitos
secundarios, presentes nos extratos de plantas, constitui-se em um potencial de
controle alternativo de doencas em plantas cultivadas (FONTANA et al., 2017).

Para tanto o trabalho objetiva avaliar o potencial biologico do extrato vegetal da
goiabeira (Psidium guajava) in vitro para o0 manejo de R. solanacearum.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Fitopatologia do Centro
Laboratorial de Apoio a Pesquisa da Unidade académica de Garanhuns- CENLAG,
na Universidade Federal Rural de Pernambuco- UFRPE/UAG, no periodo de maio a
agosto do ano de 2018.

Foram coletadas folhas de goiaba (Psidium guajava) livre de sintomas e sinais
no municipio de Garanhuns (Figura 1). A cidade esta situada a 841 metros de altitude,
com as seguintes coordenadas geograficas: Latitude: 8° 53’ 27” Sul, Longitude: 36°
29’ 48” Oeste no estado de Pernambuco (CIDADE BRASIL, 2018).

Aspectos Fitossanitarios da Agricultura 2 Capitulo 3




424/
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Figura 1: Mapa do municipio de Garanhuns no Agreste Meridional de Pernambuco. Fonte:
Cidadebrasil.com.br. Adaptado por SILVA, R.M. 2018.

As folhas coletadas foram conduzidas a Unidade Académica de Garanhuns
para processamento e confeccéo do extrato, o material foi pesado e lavado em agua
corrente para retirada das sujidades superficiais, permanecendo em temperatura
ambiente de 25 + 2 °C até a retirada da agua superficial livre. Em seguida as folhas
foram dispostas em estufa de circulagdo forcada, a uma temperatura de 65°C para
secagem, apoOs foram trituradas em moinho de facas e passadas em peneira de
2 mm para obtencdo do pd. O extrato aquoso foi preparado no Laboratério de
Biotecnologia-UAG, através do processo de infusdo do material vegetal seco (po)
em agua destilada, em uma proporcéao de 1:5 (p/v), durante quinze minutos a uma
temperatura de 70°C sob agitacdo magnética constante, posteriormente o extrato foi
filtrado em filtro de papel para obtencéo do concentrado, sendo as particulas vegetais
desprezadas. O extrato foi preparado para a liofilizagdo através do congelamento e
posteriormente seguiu para o liofilizador Terroni LD1500, por fim, foi identificado e
armazenado em refrigerador a 4,5°C +/- 2°C, para utilizagdo no antibiograma no
laboratério de fitopatologia.

3 | ANTIBIOGRAMA

Conduzido no laboratério de Fitopatologia da UFRPE-UAG, foi utilizado o
isolado de R. salanacearum CCRM Rs78 que pertence a colecédo do laboratério
de fitobacteriologia, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, campus
Recife. Sendo cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura Kelman, por
48 horas a 26 °C, quando foram verificadas colénias com caracteristicas tipicas:
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mucoides, irregular e de colocacdo branca, as col6nias foram transferidas para um
tubo de ensaio estéril contendo agua destilada esterilizada (ADE) para preparo da

suspensao bacteriana, ajustada (A.,,=0,8) a concentracdo de 108 de UFC/mL em

580
espectrofotdmetro visivel (SP 1105- Spectrum).

Apéds ajuste, foram depositadas aliquotas de 0,3 mL da suspencdo em placas
de Petri, contendo o meio de cultura Kelman solidificado e espalhadas com alca
de Drigalski. Em seguida, discos de papel filtro (5,6mm de diametro) esterilizados
por autoclavagem, foram embebidos nas referidas concentragdes do extrato vegetal
aquoso (0; 2; 4; 6 e 8 mg/mL) esterilizados em filtros de membrana Millipore 0,22um.
No tratamento controle (Omg/mL) os discos de papel foram umedecidos com agua
destilada esterilizada (ADE).

Os discos do experimento foram depositados em quatro pontos na placa de Petri
as quais foram mantidas em estufa incubadora B.O.D a uma temperatura constante
de 26°C até o momento da avaliagdo, que foi realizada 48 horas apds a incubacéo,
através da mensuracéao do didmetro dos halos de inibicao do crescimento bacteriano

em dois sentidos oposto, para posterior realizagcdo da média (Figura 2)

Figura 1: Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais apés 48hrs de incubacao,
no laboratorio de Fitopatologia na Unidade Académica de Garanhuns-UAG. Fonte: SILVA, R.M.
2018.

41 ANALISES ESTATISTICAS

No experimento in vitro, foram utilizadas cinco concentracbes distintas
(tratamentos), sendo elas 0 (controle); 2; 4; 6 e 8 mg/mL com quatro repeticdes para
cada tratamento.

A unidade experimental considerada uma placa de Petri com 4 discos cada. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos
a uma andlise de variancia (ANOVA) e as concentragdes de cada extrato a uma
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analise de regressao pelo programa estatistico ASSISTAT 2010.

51 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento in vitro, as médias das concentracdes do extrato vegetal
ajustaram-se ao modelo quadratico de regresséo. O extrato de Goiabeira foi capaz
de provocar a maior inibicao do crescimento bacteriano nas concentragdes de 4,60
mg/mL (Figura 3), formando halos de inibicdo de maior diametro. Silva et al. (2018)
pesquisando os efeitos do extrato aquoso também de uma planta exdtica o Eucalipto
(Eucaliptus grandis) sobre esta fitobacteria obteve in vitro resultados positivos, com a
formacéao de halos de inibicdo nas concentracdes em avaliacdo. No entanto Amorim et
al. (2011) avaliando extratos da planta Melao de Sao Caetano (Momordica charantia
L.) que pertence a familia das Cucurbitacea, in vitro sobre a R. solanacearum racga
2 (agente causal do Moko da bananeira) ndo obteve resultados positivos.
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Figura 3: Grafico do extrato aquoso P. guajava com as diferentes doses sobre a formacgao de
halo de inibicdo de crescimento de R. solanacearum.

Carvalho et al. (2002) pesquisando atividade antimicrobiana de extratos de
folnas de P. guajava sobre bactérias também Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella spp, Proteus spp, Klebsiella spp, Salmonella
spp) obtiveram resultados positivos com uma concentracao menor de 1,2mg/mL,
sendo o extrato hidroalcoodlico proveniente do caule da planta.

Pesquisa realizada para elucidar o efeito antifungico de extrato de P. guajava
sobre Candida albicans por formas vegetativas e de biofilme, concluiu que o houve
acao antimictobiana e antibiofiime sendo um potencial para futuras profilaxias na
area da medicina (GOLDENSTEIN, 2018). Na area agronémica o 6leo de goiaba,
foi avaliado a propriedades antifungicas sobre o Colletrotrichum gloeosporioides e
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resultados negativos sobre encontrados no crescimento micelial do fungo, porém o
inverso foi comprovado para a germinag¢ao de esporos, 0s autores sugeriram que o
fato foi recorrente da sensibilidade dos esporos a algum(s) composto(s) quimico(s)
gue a goiaba possua e propondo novos estudos para melhor compreensao (SILVA
et al.,2009).

6 | CONCLUSOES

O extrato vegetal aquoso proveniente das folhas da goiabeira (Psidium
Guajava) inibiu o crescimento in vitro da fitobacteriose Raltonia solanacearum,
sendo a concentragéo intermediara a mais eficiente, proporcionando a formacgao dos

maiores halos de inibicéo.
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