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CAPÍTULO I: Avaliação da atividade antimicrobiana de flavonoides, 
ternpenóides e ácidos orgânicos sobre Xanthomonas citri subsp. citri. 

 
RESUMO 

  
A citricultura constitui uma importante atividade econômica no país, com o Brasil 
sendo o maior produtor de laranja doce no mundo. A produção é ameaçada pelo 
cancro cítrico asiático, uma doença severa que traz grande prejuízo e leva a 
necessidade do controle de seu agente causador, a bactéria Gram-negativa 
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac). Atualmente não há nenhuma medida curativa 
para os pomares e a opção é o manejo integrado para evitar o avanço da doença. O 
único controle químico utilizado no presente é a aplicação de compostos a base de 
cobre, os quais trazem riscos de contaminação ao solo e de mananciais de água. 
Desta forma, estratégias alternativas de controle são essenciais para manter a 
citricultura brasileira competitiva no mercado. Compostos derivados do metabolismo 
vegetal tais como os flavonoides, ácido fenólicos e terpenóides são classes de 
substâncias com um grande potencial antimicrobiano. Nesse contexto, foi avaliada a 
ação anti-Xac de compostos híbridos de chalcona, ésteres do ácido vanílico e os 
monoterpenóides Timol e Carvacrol. No caso dos híbridos de pirazinamida-chalconas, 
não houve atividade antimicrobiana constatada contra Xac. Para os vanilatos, os 
compostos de cadeia lateral de 5 até 8 carbonos apresentaram ação anti-Xac, com 
atividade bacteriostática. Timol e Carvacrol mostraram atividade anti-Xac, uma vez 
que foram bactericidas a 200 μg.mL-1. Estes terpenóides foram avaliados quanto ao 
seu modo de ação e apresentaram atividade na permeabilização da membrana de 
Xac, não agindo sobre a divisão/segregação ou causando danos ao DNA. Timol e 
Carvacrol apresentam baixa fitotoxiciade em sementes de Lactuca sativa até 100 
μg.mL-1. Os ensaios protetivos em mudas de Citrus sinensis não indicaram ação mais 
eficaz para Timol e Carvacrol frente ao oxicloreto de cobre. 
 

 

Palavras-chave: Cancro cítrico. Xanthomonas. Citricultura. Antimicrobianos. 
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ABSTRACT 
 

Citriculture has great importance to Brazil`s economy, with the country occupying the 
post of the largest sweet orange producer in the world. This production is threatened 
by Asiatic citrus canker, a crop disease which causes great losses in production and 
fruit quality. Because of these problems, there is a need to manage its causal agent – 
the Gram-negative bacteria Xanthomonas citri subps. citri (Xac). Nowadays there are 
no curative measure to surpass the disease in the orchards and the only option is the 
integrated management to avoid its spread. The only chemical control used in this 
strategy is based on copper, which is associated with soil and water springs 
contamination. For that reason, new alternative control strategies become essential to 
maintain the Brazilian citriculture competitive in the market. Compounds derived from 
plants metabolism such as flavonoids, phenolic acids and terpenoids are interesting 
substances with antimicrobial proprieties. In this context, we evaluated the anti-Xac 
action of hybrid chalcone compounds, vanillic acid esters and monoterpenoids (Thymol 
and Carvacrol). The pyrazinamide-chalcone hybrids showed no antimicrobial activity 
against Xac. In the case of the vanillic acid esters, synthetic compounds with a side 
chain structure composed of 5 to 8 carbons presented an bacteriostatic anti-Xac 
activity. Compounds Thymol and Carvacrol also showed anti-Xac action, once this 
compounds were bactericidal at 200 μg.mL-1. These terpenoids were evaluated for its 
mode of action in Xac and showed action in the membrane permeabilization, not 
affecting cell division/segregation nor damaging DNA. Furthermore, Thymol and 
Carvacrol presented low phytotoxicity until 100 μg.mL-1 in Lactuca sativa seeds. 
Protective assays in Citrus sinensis did not indicate a great efficiency for this 
monoterpenoids when compared to the commercial product based on copper 
oxychloride. Nevertheless, considering the promising antimicrobial activity found 
against Xac for Thymol and Carvacrol, it may be interesting compounds for further 
developments in applied formulations.   
 

Keywords: Citrus canker. Xanthomonas. Citriculture. Antimicrobials. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O Brasil é o maior produtor de laranja no mundo, exportando o suco da fruta 

processado, regularmente, para 20 países. No ano 2015/16, 75,3% da participação 

do país nas exportações mundiais foi estimada pelo USDA (BRASIL, 2017) e os 

números médios mostram que somente o estado de São Paulo é responsável por 

cerca de 92% de toda a produção de suco nacional (USDA, 2018). A citricultura 

movimenta milhões de reais anualmente com exportações e gera empregos de 

maneira direta ou indireta. Desta forma, há uma grande preocupação com as pragas 

e doenças que afetam o cultivo, uma vez que foram erradicadas 40 milhões de árvores 

na década passada (NEVES et al., 2010) acarretando em grandes prejuízos para o 

setor. 

Entre tais pragas está o cancro cítrico, uma doença severa que está presente 

nas áreas de maior produção cítrica no mundo, sendo o cancro cítrico asiático (Cancro 

A) o tipo mais disperso (GOTTWALD et al., 2002). Tal doença é causada pela bactéria 

Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) (SCHAAD et al., 2006) e é 

caracterizada pelo aparecimento de sintomas típicos, como o surgimento de lesões 

necróticas, que mancham folhas, frutos e galhos jovens de plantas suscetíveis, 

podendo afetar todos os tecidos aéreos vegetais. A infecção bacteriana prolongada 

leva à queda prematura dos frutos, perda das folhas e deterioração dos brotos, 

debilitando a planta e provocando uma redução direta na qualidade dos frutos e seu 

rendimento. Além disso, a imposição de restrições em exportações e quarentena nas 

áreas afetadas, gera grande impacto socioeconômico e político, devido ao padrão de 

qualidade que demanda o mercado e pela possibilidade de transmissão de inóculos 

da bactéria (GOTTWALD et al., 2002; GRAHAM et al., 2004) 

A infecção por X. citri ocorre com a invasão do patógeno pelos estômatos ou 

através de ferimentos provocados na planta (GOTTWALD & GRAHAM, 1992; 

GRAHAM et al., 2004). A bactéria se propaga nos tecidos e, com a presença de 

umidade na região lesionada, é exsudada, possibilitando sua dispersão (GOTTWALD 

et al., 2002; FAVARO et al., 2017). Fatores ecológicos como chuvas e ventos, podem 

agravar a infecção, uma vez que, carregam a bactéria a curtas/médias distâncias, 

sendo que a dispersão regional da doença geralmente envolve movimentação 

humana de material vegetal e equipamento contaminado (GRAHAM et al., 2004). 

Quando se encontra em novo hospedeiro, X. citri multiplica-se sobre as superfícies 
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(epifíticamente), formando um biofilme, processo este precede à colonização dos 

tecidos vegetais (RIGANO et al., 2007; FAVARO et al., 2014). No desenvolvimento da 

doença, há uma alteração na transcrição de vários genes vegetais associados à 

divisão e crescimento celular, biossíntese de ribossomos, formação da parede celular 

vegetal, transporte de vesículas, além da biossíntese e mobilização de hormônios 

vegetais (CERNADAS et al., 2008). Tais alterações transcricionais levam à hiperplasia 

e hipertrofia das células vegetais, ação atribuída à proteína PthA. Esta proteína 

pertence à família AvrBs3/PthA (efetores TAL) e é translocada pelo sistema de 

secreção do tipo III bacteriano para a célula vegetal hospedeira. Na célula vegetal ela 

age como um ativador transcricional provocando a formação do cancro (DOMINGUES 

et al., 2010). 

O agente causal do cancro foi identificado em 1957 na região de Presidente 

Prudente, SP (BITANCOURT, 1957). Desde então, para evitar o estabelecimento e 

reduzir os danos causados pela doença em diferentes regiões do estado, estratégias 

de controle se baseavam na eliminação de X. citri através do uso de diferentes 

protocolos de erradicação das árvores infectadas. O programa de erradicação de 

plantas aplicado no estado de São Paulo entre os anos de 1999 a 2009, é considerado 

ainda o método de controle que foi o mais eficaz para se conter o avanço da doença. 

Neste período, a legislação ditava que a totalidade de plantas presentes em um talhão, 

deveria ser removida caso a incidência de contaminação pela bactéria fosse superior 

a 0,5% (BELASQUE JUNIOR et al., 2010; BEHLAU et al., 2016). Tal método foi 

importante no controle do cancro após a introdução da larva minadora dos citros 

(Phyllocnistis citrella) que provoca lesões nos tecidos vegetais e favorecia a 

colonização por Xanthomonas (CHAGAS et al., 2001) 

A partir de 2009 a legislação no estado foi alterada, havendo um abrandamento 

no programa de erradicação. A obrigatoriedade de se erradicar a totalidade de plantas 

do talhão foi abandonada e a remoção deixou de considerar o índice de incidência da 

doença. Passou-se a adotar um raio de 30 metros como parâmetro para a erradicação 

das plantas a partir da contaminação. Mais uma vez no final de 2013 houve um novo 

relaxamento na lei, que passou a exigir apenas a remoção de plantas sintomáticas no 

entorno do foco da doença (e não mais incluía a remoção das plantas assintomáticas). 

Os sucessivos abrandamentos no programa acarretaram em um aumento da 

incidência do cancro (BELASQUE JUNIOR et al., 2010; BEHLAU et al., 2016). 

Segundo BEHLAU et al. (2016), a metodologia de erradicação cumpriu seu papel na 
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proteção dos interesses econômicos associados ao cultivo no estado de São Paulo e 

sua manutenção não é mais uma opção viável devido ao constante aumento na 

incidência do cancro. Desde 2017 foi adotado em áreas endêmicas da doença o 

sistema de controle por manejo integrado. Tal método inclui uso de barreiras de 

quebra-vento, plantio de cultivares mais resistentes, tratamentos com inseticidas para 

a redução dos danos da larva mineradora e aplicações de compostos bactericidas a 

base de cobre (LEITE & MOHAN, 1990; SILVA et al., 2013; FERENCE et al., 2018) 

Em 6 de março de 2017, entrou em vigor a nova instrução normativa (MAPA 

I.N. no 37 de 5 de setembro de 2016) sobre o controle da doença no Brasil, na qual o 

Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) permite que as Unidades 

Federativas definam, dentre quatro métodos, quais dos procedimentos serão 

seguidos. No estado de São Paulo o Sistema de Mitigação de Risco (SMR) já foi 

oficializado e tem como objetivos: (i) a redução potencial de inóculo em áreas sem a 

ocorrência da praga; (ii) a permissão do transito para outros estados de frutos vindos 

de áreas de ocorrência da praga e (iii) permitir a exportação de frutos cítricos de áreas 

afetadas para países que reconheçam o SMR como medida fitossanitária. A normativa 

prevê métodos como o uso de cultivares menos suscetíveis; destruição de frutos 

contaminados; tratamentos fitossanitários preventivos; manejo da larva minadora; 

desinfecção de ferramentas e máquinas e o uso de quebra ventos, tais quais as já 

utilizadas nas áreas endêmicas. Em junho de 2018 a IN no 21 revogou a IN no 37 de 

2016, mantendo as categorias (área com praga ausente, área livre de praga, área sob 

SMR e área sob erradicação, porém traz mudanças para o SMR e as áreas de 

erradicação). Nas áreas cadastradas sob o sistema de mitigação, fica permitido que 

os frutos com cancro colhidos em talhões de até 1% de frutos sintomáticos, possam 

ser removidos na packing house e destinados a indústria de suco. Fica permitido 

também que os frutos produzidos em áreas de SMR possam ser processados em 

estados vizinho, desde que adote o mesmo sistema. Ainda, podem ser reconhecidas 

propriedades sem cancro cítrico dentro do SMR, mas que ainda necessitam adotar as 

medidas integradas. Para as áreas sob o sistema de erradicação, ficam disponíveis 

duas ações possíveis: eliminar as plantas doentes e pulverizar cobre em um raio de 

30 metros, com a exigência de inspeções mensais, ou ainda, erradicar a planta doente 

e todas plantas no raio de 30 metros, com inspeções a cada 60 dias. (FUNDECITRUS, 

2018). 



11 
 

No manejo integrado, os custos para o controle da doença são elevados, já que 

diferentes frentes devem ser trabalhadas para prevenir a expansão de Xac. Fica claro 

que estratégias alternativas de controle são uma importante demanda para manter a 

citricultura brasileira competitiva. 

Nesse contexto, novas alternativas já vêm sendo estudadas como forma de 

minimizar os prejuízos. A resistência sistêmica adquirida em plantas é uma opção para 

outras doenças bacterianas em algumas espécies vegetais (LOUWS et al., 2001; 

OBRADOVIC et al., 2004; PRADHANANG et al., 2005) porém não mostrou-se efetiva 

no controle do cancro cítrico (GRAHAM & LEITE, 2004). Ainda, estudos como o de 

BALOGH et al. (2008) vem considerando o controle da doença através do uso de 

bacteriófagos, porém sua eficiência é mais baixa quando comparada a aplicação de 

cobre e sua viabilidade comercial também precisa ser melhor avaliada. A busca por 

compostos alternativos eficientes tem mostrado resultados promissores, como 

mostram os estudos e colaborações do nosso grupo na avaliação da ação anti-Xac 

dos compostos sintéticos de galatos alquila (SILVA et al., 2013; KROL et al., 2015). 

Sendo assim, o presente trabalho visou avaliar a ação de compostos de interesse ao 

nosso grupo de pesquisa, frente a Xanthomonas, na busca de novas alternativas para 

o controle do cancro cítrico. 

 
1.1 Atividade Antibacteriana dos híbridos de pirazinamida-chalcona, ésteres do 

ácido vanílico e constituintes de óleos essenciais. 

 

1.1.1 Híbridos de pirazinamida-chalcona 

 

A pirazinamida é uma molécula que possui uma atividade biológica 

antibacteriana e é atualmente utilizada como um dos medicamentos na ação contra o 

bacilo Mycobacterium tuberculosis. A substância é utilizada em conjunto com outros 

antibióticos no tratamento da tuberculose, pois seu uso isolado leva ao rápido 

desenvolvimento de resistência. Acredita-se que a ação da pirazinamida se dê pela 

conversão da molécula em ácido pirazinoico pela ativação de uma amidase específica 

em organismos suscetíveis. Os ésteres derivados mostram grande atividade contra 

uma variedade de organismos do gênero Mycobacterium e são considerados 

potenciais pró-fármacos (SEITZ et al., 2002). 



12 
 

As chalconas são precursores na síntese dos flavonoides, pigmentos 

encontrados em plantas e que constituem uma importante classe de compostos 

naturais orgânicos heterocíclicos. Tal grupo possui diversos efeitos biológicos, 

podendo agindo na inibição de enzimas virais, como bactericidas e antiprotozoários 

(HAVSTEEN, 2002). A estrutura da molécula de chalcona tem gerado interesse no 

desenvolvimento de novas substâncias com atividades biológicas. A estruturação de 

compostos baseada em chalconas vem mostrando uma gama de ações biológicas, 

incluindo atividades antimicrobianas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

(Staphylococcus areus e Helicobacter pylori, respectivamente) (NIELSEN et al., 2004; 

CUSHNIE & LAMB, 2011). 

 
1.1.2 Ésteres do Ácido Vanílico 

 

Os ácidos fenólicos são metabólitos secundários que ocorrem naturalmente na 

maioria dos organismos vegetais e os efeitos biológicos como de ação anti-

inflamatória, antioxidante, antiviral, anti-aterogênese, antibacteriana e anti-

carcinogênica, já foram reportadas (MERKL et al., 2010). O ácido vanílico é uma 

substância que possui tal estrutura, de um ácido monofenólico, com um grupo 

metoxila presente na posição meta do anel aromático.  CUVELIER et al. (1992) 

descreve que há uma relação entre a estrutura molecular e atividade antioxidante dos 

ácidos fenólicos. Ainda, o estudo mostra que há um aumento na atividade antioxidante 

dos ácidos que possuem um segundo grupo hidroxila no anel aromático e, para os 

ácidos monofenólicos, a presença de um ou dois radicais metoxilas contribui 

consideravelmente para tal aumento. 

Considerando a diversa gama de atividade biológicas que essas substâncias 

têm mostrado, possuem o potencial de atuação como compostos antimicrobianos 

frente à Xanthomonas. A esterificação e alteração no tamanho das cadeias laterais é 

um fator interessante para ser avaliado, pois pode alterar o nível de atividade dos 

derivados destes ácidos (MERKL et al., 2010). 

 

1.1.3 Constituintes de óleos essenciais 

 
Os óleos essenciais têm em sua composição uma mistura complexa de 

compostos oleosos obtidos a partir de material vegetal como flores, brotos, folhas, 
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sementes, galhos, frutas e raízes, a partir, principalmente da técnica de arraste a 

vapor (BURT, 2004; BIZZO et al., 2009). As principais substâncias encontradas são 

geralmente mono e sesquiterpenos (com 10 e 15 carbonos, respectivamente) 

compostos apenas por carbono e hidrogênio, assim como fenilpropanóides (BIZZO et 

al., 2009). 

Tais óleos são empregados na indústria como aromatizantes, fixadores de 

fragrâncias e medicamentos (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993) e suas propriedades 

antimicrobianas tem sido exploradas em diversas formulações comerciais, 

principalmente na suplementação de alimentos visando sua conservação (BAJPAI et 

al., 2011).  

As espécies vegetais Origanum vulgare L. (orégano) e Thymus vulgaris L. 

(tomilho) possuem óleos essenciais com potencial antimicrobiano testado frente a 

diversas espécies de microrganismos, como mostram os trabalhos de BHASKARA 

REDDY et al. (1998) para tomilho e como o de (KOTAN et al., 2010) que mostra a 

ação antimicrobiana dos principais compostos encontrados no óleos do orégano e do 

tomilho. Apesar mostrar o potencial dos compostos como o timol e o carvacrol quanto 

sua ação frente à diversas espécies do gênero Xanthomonas, o trabalho não inclui a 

bactéria causadora do cancro cítrico asiático: Xanthomonas citri subps. citri. (Xac). 

Ainda, um estudo realizado por SHIMADA et al. (2014), sugere que a resistência de 

diversas plantas cítricas à Xac pode estar relacionada com a maior produção de 

linalol, principal componente do óleo essencial extraído de citros. Desse modo, os 

constituintes dos óleos essenciais podem ser potenciais fontes para a obtenção de 

compostos com ação anti-Xac. 
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4. CONCLUSÃO 
 

Os híbridos de pirazinamida-chalcona sintetizados, apesar de apresentarem 

potencial como antimicrobianos, não foram ativos contra Xanthomonas citri subsp. 

citri. No caso do vanilatos, a ação anti-Xac foi identificada para os ésteres a partir de 

cinco até oito carbonos na cadeia lateral, porém todos os compostos ativos 

apresentaram baixa atividade e de ação bacteriostática. Para os constituintes dos 

óleos essenciais, Timol e Carvacrol mostraram-se promissores exibindo ação anti-

Xac. Tais compostos apresentaram uma atividade de permeabilização da membana 

bacteriana e baixa fitotoxicidade na CI90. Entretanto, os testes protetivos não 

evidenciaram o potencial de uso de Timol e Carvacrol por aspersão diretamente nas 

plantas, já que não houve efetividade na proteção contra o cancro quando 

comparados ao produto comercial a base de cobre. 
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