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Resumo

Desde que os seres humanos praticam agricultura, fitopatdogenos tém sido um obsticulo na
producdo de alimentos. Esses patogenos podem reduzir o montante de alimento produzido
mundialmente, fazendo com que produtores se dependam de pesticidas tradicionais, tornando
estes, um dos pilares da agricultura moderna. Ainda que efetivos, seu uso continuo pode levar a
efeitos adversos. Trabalhadores rurais e produtores, expostos regularmente a esses produtos,
podem desenvolver condi¢des de saude severas, e descobertas mais recentes descrevem os riscos
para os consumidores finais. Ainda, os impactos ambientais sdo inegaveis, com acumulacio de
quimicos no solo, corpos d’agua e pela cadeia alimentar. Adicionalmente, seu uso recorrente pode
levar ao surgimento de resisténcia microbiana, pressionando produtores a usares maiores
quantidades de pesticidas. Neste contexto, mudangas recentes na percepcao do publico sobre os
riscos dos pesticidas levaram a busca por solugdes mais “verdes”. Portanto, a busca por produtos
eficientes e sustentaveis passa pela diversidade dos produtos naturais como ingredientes ativos.
Esse documento descreve o uso de dleos essenciais (OES) como ativos no controle da bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), uma praga quarentenaria e causador conhecido do cancro
citrico (CC). CC pode afetar tanto a quantidade, devido a queda prematura, quanto a qualidade dos
frutos em funcdo do surgimento de lesbes que depreciam seu valor e limitam as opcdes de
comercializacdo. O Capitulo 1 compreende uma sucinta revisdo sistematica sobre OEs como
agentes no controle de fitopatégenos fungicos e bacterianos. Foram elaboradas buscas com
palavras chaves na plataforma Scopus rendendo 132 trabalhos publicados, sendo reduzidos a 93
apos as etapas de selecdo. Os artigos foram analisados e informagdes como espécie vegetal que
origina o OE, fitopatdgeno, método de andlise in vitro e as concentragdes inibitdrias provenientes

foram coletadas. Os resultados obtidos indicaram que fitopatdgenos fungicos sdo 0s mais



comumente estudados, especialmente géneros com Fusarium, Colletotrichum e Alternaria, e as
espécies vegetais dos géneros Origanum, Thyummus, Cymbopogon e Mentha séo as fontes de OEs
mais comumente estudadas. O Capitulo 2 descreve o desenvolvimento de formulagdes compostas
pelos OEs para a sanitizacdo de limas acidas do tipo “Tahiti”” contaminadas por X. citri, uma etapa
requerida na producdo de citros devido a barreiras sanitarias impostas para impedir a disseminacao
da doenca. Ensaios in vitro iniciais revelaram que os OEs de orégano (Origanum vulgare) e capim-
limédo (Cymbopogon flexuosus) apresentaram as menores concentragdes inibitérias (0.03% (v/v))
e foram selecionados para desenvolvimento das formulacBes. Os tratamentos das limas acidas
contaminadas artificialmente com células de X. citri revelaram que a formulacdes contendo OE de
orégano a 1% (v/v) e capim-limao a 2% (v/v) foram capazes de remover células viaveis da bactéria
sem alterar as caracteristicas visuais dos frutos apds durante o periodo de armazenagem. O
Capitulo 3 é referente a um artigo ja publicado que relata um estudo aprofundado sobre OE de O.
vulgare e seus principais componentes, 0s monoterpenos isoméricos: timol e carvacrol. Ambos
apresentaram atividade antibacteriana em concentrages similares (100 e 114 pg.mL7,
respectivamente) e tem a membrana bacteriana como seu principal alvo celular. Porém, ensaios
em mudas de citros revelaram acao distinta entre os compostos. Tanto o timol, quanto o OE de O.
vulgare, composto majoritariamente por carvacrol, foram capazes de reduzir o surgimento de
lesGes de CC, enguanto o carvacrol apresentou efeito ndo significante, indicando uma possivel
acdo sinérgica entre 0s compostos e 0s demais componentes do OE. Finalmente, o Capitulo 4
descreve as diferencas entre os OEs de quatro espécies do género Cymbopogon (C. martini, C.
schoenanthus, C. citratus, C. winterianus) em relacdo a sua atividade antibacteriana contra X. citri,
e sua composicdo. Os OEs avaliados apresentaram concentragdes inibitdrias que variaram entre

139 e 301 pg.mL* e tiveram como principal alvo a membrana celular bacteriana. Os OEs de C.



martinii e C. schoenanthus também foram capazes de reduzir o niumero de células viaveis de X.
citri da superficie de limas acidas do tipo “Tahiti” quando preparados em solucdes aquosas,

revelando seu potencial para aplicacdo no processamento de frutos citricos.

Palavras-chave: Produtos naturais; fitopatdgenos; biopesticidas; Xanthomonas



Abstract

As long as humans practice agriculture, phytopathogens have been an obstacle to food production.
These pathogens can reduce the amounts of food produced worldwide, making producers rely on
traditional pesticides, turning these products into one of the pillars of modern agriculture
production chain. While effective, the continuous use of these chemicals may lead to adverse
effects. Farmers and producers, more regularly exposed to these chemicals, can develop severe
health conditions, and more recent findings describe the risks for consumers. Moreover, the
environmental impacts are undeniable, with chemicals accumulating in the soil, water bodies, and
along the food chain. In addition, its recurrent use leads to the emergence of microbial resistance,
pressuring farmers to use larger quantities of pesticides. In this light, recent changes in perception
about the risks of pesticides led to the search for “greener” choices. Therefore, the search for
efficient and sustainable pesticides passes through the diversity of natural active ingredients. This
document describes the use of essential oils (EOs) as active substances in the control of the
bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), a quarentenary disease and known causer of
citrus canker (CC). CC can affect both the quantity, due to premature drop, and quality of citrus
fruit due to the emergence of lesions that depreciate fruit value and limit commercialization options
for producers. Chapter 1 comprises a succinct systematic review of articles relating EOs as control
agents for fungal and bacterial phytopathogens. Searches were made in the Scopus database though
the use of keywords, resulting in 132 published works, reduced to 93 after selection step. The
papers were analyzed and information such as plant species from where the EO was obtained,
phytopathogens, in vitro techniques and inhibitory concentrations were extracted. The results
indicate that fungal phytopathogens are more commonly studied, specially from genus like

Fusarium, Colletotrichum and Alternaria, and the EOs from Origanum, Thymmus, Cymbopogon



and Mentha are the most studied genus. Chapter 2 describes the development of two formulations
containing EOs for sanitization of acid limes of the “Tahiti” variety contaminated with X. citri, a
required process in citrus fruit production due to sanitary regulations imposed by agencies to
prevent disease spreading. In vitro assays revealed that the EOs of oregano (Origanum vulgare)
and lemongrass (Cymbopogon flexuosus) presented the lowest inhibitory concentration (0.03%
(v/v)) and were selected for formulation development. The treatments of acid limes artificially
contaminated by X. citri revealed that formulations containing the EO of oregano at 1% (v/v) and
lemongrass at 2% (v/v) could remove viable cells without altering any visual characteristics of
fruit during the storage period. Chapter 3 is a published articled relating an in-depth study of the
EO of Origanum vulgare and its main components, the isomeric monoterpenes thymol and
carvacrol. Both compounds presented antibacterial activity with similar inhibitory concentrations
(100 and 114 pg.mL™?, respectively), and had the bacterial membrane as their main cellular target.
Although, assays with citrus nursery trees revealed distinct action between compounds. Both
thymol and the EO of O. vulare, majorly composed o carvacrol, could significantly inhibit the
development of CC lesions, while caravacrol alone did not show significant effect, which indicates
a possible synergistic action between the EO compounds.

Finalmente, o Capitulo 4 descreve as diferencas entre os OEs de quatro espécies do género
Cymbopogon (C. martini, C. schoenanthus, C. citratus, C. winterianus) em relacdo a sua atividade
antibacteriana contra X. citri, e sua composicdo. Os OEs avaliados apresentaram concentracdes
inibitdrias que variaram entre 139 e 301 pg.mL e tiveram como principal alvo a membrana celular
bacteriana. Os OEs de C. martinii e C. schoenanthus também foram capazes de reduzir o niUmero
de células viaveis de X. citri da superficie de limas acidas do tipo “Tahiti” quando preparados em

solucdes aquosas, revelando seu potencial para aplicagdo no processamento de frutos citricos.



Finally, Chapter 4 describes the differences in EOs of four species of the Cymbopogon genus (C.
martini, C. schoenanthus, C. citratus, C. winterianus), relating their in vitro antibacterial activity,
and composition. The EOs present inhibitory concentrations between 139 and 301 pg.mL™? and
had the cellular membrane as their main bacterial target. The EOs of C. martini and C.
schoenanthus were capable of reducing the number of viable X. citri cells from acid limes were

prepared in aqueous solution, reveling their potential in citrus fruit processing.

Keywords: Natural products; phytopathogens; biopesticides; Xanthomonas
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Introducéo Geral

Pestes e patdgenos sao conhecidos como obstaculos importantes a uma produgao regular e
confidvel de alimentos (Savary et al., 2017, 2019). De acordo com a Food and Agriculture
Organization (FAO), agéncia coordenada pela Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU), entre 20 e
40% da producao de alimento global ¢ perdida devido a doengas e pragas (FAO, 2017; Savary et
al., 2019). Estas doengas sao causadas por uma variedade de fatores, dentre os bidticos, por
exemplo, temos bactérias, fungos, virus, oomicetos, nematoides e outras espécies vegetais
parasitas (Strange; Scott, 2005).

Uma das culturas nacionais de maior expressao e destaque, em carater internacional, é a
citricultura. As areas produtoras estdo distribuidas por todo territorio e diversificadas tanto em
tamanho, desde pequenos produtores a até grandes latifindios, quanto em sistemas de producéo
(De Oliveira et al., 2018). Segundo levantamento feito pelo Fundo da Defesa da Citricultura
(FUNDECITRUS) as estimativas para a safra da laranja de 2023/2024 se encontram na casa das
300 milhdes de caixas, apenas no cinturdo citricola, regido que compreende o estado de Séo Paulo
e o Triangulo Sudoeste Mineiro, e que apresenta os maiores nimeros de producao de citros do pais
(FUNDECITRUS, 2022). Estes valores demonstram a capacidade produtiva do pais frente a
diversos problemas fitossanitarios que afetam a producdo, causando perdas na quantidade e
qualidade de frutos, bem como uma reducdo no nimero de arvores em pomares (De Oliveira et
al., 2018).

Dentre as varias doengas que afetam a cultura de citrus, destaca-se o cancro citrico,
considerado como praga quarentenaria, responsavel por grandes danos a produtividade e qualidade
dos frutos obtidos. A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), também classificada como

praga quarentenaria no Brasil, é a causadora do cancro citrico, conhecido por atacar uma ampla
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variedade de citros de importancia comercial (Sanches et al., 2014). Em seus estagios iniciais, a
doenca provoca pequenas manchas no interior das folhas, que podem se desenvolver em lesdes
necroticas de coloracdo marrom, podendo também afetar os frutos, o que reduz seu valor de
mercado. A progressdo dos sintomas pode levar a desfolha da planta comprometendo seu
desenvolvimento, a queda prematura dos frutos e devido ao carater epidemiologico da doenca, o
tanto vendas no mercado interno quanto sua exportacdo se tornam limitadas (FUNDECITRUS,
2019).

Na tentativa de reduzir o impacto econémico causado pelo cancro citrico, um método de
manejo integrado foi implementado pelas agéncias regulatérios brasileiras. O manejo integrado se
baseia em préaticas como instalacdo de quebra-ventos entre pomares, uso de mudas, cultivares e
porta-enxertos resistentes e saudaveis, aplicacdo de compostos bactericidas, usualmente a base de
cobre, e a formacdo de barreiras sanitarias para impedir que a doenca atinja novos pomares
(FUNDECITRUS, 2019). Ainda que os métodos de controle sejam eficientes em muitos casos,
qguando h& um inoculo elevado da bactéria, altas temperaturas e umidade, as condi¢cdes para
disseminacdo se tornam ideais, suprimindo os esforcos de (De Oliveira et al., 2011).

Ao considerar o modelo de agroneg6cio empregado atualmente, baseado em monoculturas
intensivas, com cultivares de alta produtividade e geneticamente homogéneos, cria-se uma pressao
seletiva que pode levar a emergéncia de novas pragas, 0 que, em conjunto com 0 COmércio
globalizado, permite o surgimento de novas interagdes entre plantas e patdgenos e sua
disseminacdo para varias regides do globo (De Silva et al., 2019; Strange; Scott, 2005;
Stukenbrock; McDonald, 2008). Ambientes como este, associados ao uso indiscriminado de

métodos de controle como a inser¢do de genes de resisténcia em espécies vegetais e a aplicacdo
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de pesticidas quimicos, também contribuem para a instabilidade das lavouras possibilitando o
surgimento de epidemias (Savary et al., 2019).

A ultima abordagem possibilita o surgimento de patogenos resistentes, fato ja relatado pela
literatura em diversos patdgenos, inclusive em bactérias do género Xanthomonas (Ference et al.,
2018), o que leva produtores desinformados a aplicarem tratamentos em maior volume e
frequéncia. Ademais, a aplicacdo de tais compostos, como 0s cupricos, comuns a culturas de
Xanthomonas, encontram cada vez mais limitacdes em grandes mercados consumidores, como a
Unido Europeia e Estados Unidos, que tem feito esforcos legais para a reducdo de pesticidas
quimicos, o0 que acaba por limitar as opcdes disponiveis aos produtores (Behlau et al., 2011;
Jacquet et al., 2022). O cobre insoltvel, comumente utilizado, é capaz de causar efeitos toxicos a
prépria planta, provocando danos ao sistema radicular das plantas, o que é dificilmente detectado,
mas acarreta a uma queda na absorcao de nutrientes, e em consequéncia um desbalanco nutricional
(FUNDECITRUS, 2018). Ademais, 0 uso destes pesticidas causa preocupacdes devido aos riscos
a trabalhadores rurais, acumulacdo na cadeia alimentar e contaminacdo de corpos de agua, que
podem causar danos a salde da populacdo em geral, além de possiveis agravamentos
socioeconémicos (Andersson; Hughes, 2011; Bonner; Alavanja, 2017; Dayan et al., 2009;
Gavrilescu, 2005; Oerke, 2006; Stukenbrock; McDonald, 2008).

Ainda, de acordo com previsdes de crescimento populacional global, é possivel que até
2050 o mundo seja povoado por 9 bilhdes de pessoas, criando uma demanda de 70% de aumento
na producdo de alimentos (Clay, 2011; Cohen, 2005; Crist et al., 2017). Este aumento cria uma
demanda por novas solugdes que permitam o aumento na produgdo alimentar e respeitem as
preocupacdes acerca do uso de substancias quimicas. Faz-se necessario que novas estratégias no

combate de doencas na agricultura devam assegurar um desenvolvimento sustentavel entre
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producdo e ambiente (De Silva et al., 2019; Weller et al., 2014). Neste contexto, o uso de 6leos
essenciais tem ganhado destaque em pesquisas recentes para aplicacdo em diversas areas que
envolvam o controle de microrganismos. Oleos essenciais (OEs) sdo descritos como liquidos
oleosos, hidrofébicos, aromaticos e volateis, que podem ser obtidos de praticamente toda a planta
(Flores, raizes, folhas, frutos e demais partes) (Falleh et al., 2020; Pandey et al., 2017).

Essas substancias sdo consideradas, em geral, como GRAS (Generally Recognized As Safe,
ou Geralmente Reconhecido como Seguro) pelo 6rgao de regulacdo americano (Food and Drug
Administration — FDA), e como permitidas na agricultura organica pela Unido Européia (European
Commission — Regulation 2018/848), por ndo apresentarem efeitos de tolerancia quando usados
como aditivos alimentares. Em geral, os componentes ativos de OEs mostram baixa toxicidade
para mamiferos e uma persisténcia reduzida no ambiente devido a sua volatilidade (Isman et al.,
2011). Estas caracteristicas, associadas ao amplo espectro de atividades, como anti-inflamatdria,
antioxidante, antifungica e antibacteriana, colocam os 6leos essenciais como candidatos viaveis a

serem explorados no desenvolvimento de solug¢bes contra patdgenos como a bactéria X. citri.
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Consideracoes finais

O presente trabalho discorreu sobre o uso de dleos essenciais no controle da bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri, a causadora do cancro citrico. Foi demonstrado que os 6leos
essenciais, atuando como principios ativos de uma formulagao, como demonstrado no Capitulo 2,
ou sem nenhum aditivo, sdo capazes de reduzir efetivamente a formagao de lesdes de cancro citrico
em mudas de laranja (Capitulo 3), ou na sanitizagdo de limas acidas (Capitulo 4). Os dados
apresentando no decorrer desta tese mostram também a diversidade de moléculas quimicas que
compdes esses 0leos, bem como sua atividade antibacteriana. Por fim, é seguro afirmar os dados
aqui expostos se somam a uma farta literatura (Capitulo 1), quanto a capacidade desses produtos
de origem natural no controle a fitopatdgenos, e que 6leos essenciais sdo candidato viaveis para
desenvolvimento de biopesticidas, aumentando a gama de produtos disponiveis para produtores e
propiciando a redu¢do de aplicagdo de agroquimicos convencionais, reduzindo seu efeito toxico e
cumulativo no ambiente, fortalecendo alternativas sustentaveis para uma pratica menos nociva de

agricultura.
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