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RESUMO

A pinta bacteriana do tomateiro, causada por Pseudomonas syringae pv. tomato
Okabe (Pst), € uma das principais doencas da cultura, pois pode reduzir a qualidade
e 0 rendimento da producdo, afetando o mercado de tomates frescos e
transformados. A semente de tomate infectada por Pst, além de manter a bactéria
vidvel por um longo periodo, também é importante por ser uma fonte priméaria de
indculo, justificando a necessidade de utilizacdo de sementes isentas do patdgeno.
Desse modo, esse trabalho teve como objetivos avaliar a eficiéncia da termoterapia
e da aplicacdo de 6leos essenciais como alternativas para o tratamento de sementes
de tomate, visando ao manejo de Pst. Inicialmente, foi verificada a acéo in vitro dos
Oleos essenciais (OE) de citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle), capim-limao
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf), tomilho (Thymus vulgaris L.) e melaleuca
(Melaleuca alternifolia Cheel), nas concentracdoes de 1%, 2% e 3%, utilizando-se
leite em pd (LP - 1%) como emulsificante. Sulfato de estreptomicina (25mg/mL) e
agua esterilizada + LP foram incluidos como testemunhas. Os OE de tomilho (2 e
3%) e de citronela (nas trés concentracdes) e o sulfato de estreptomicina inibiram o
desenvolvimento da colbnia bacteriana, promovendo a formagé&o do halo de inibigao.
Em seguida, foram conduzidos experimentos independentes, um para testar o
tratamento de sementes com os OE selecionados (citronela a 1% e tomilho a 2%) e
outro, com a termoterapia (50°C/30’ e 50°C/25’). Todos os experimentos foram
realizados em duplicata. Foram avaliados a incidéncia de Pst nas sementes, a
germinacdo e o vigor (altura de plantas). Todos os tratamentos testados
promoveram a erradicacdo de Pst nas sementes. A presenca de Pst nas sementes
nao interferiu na germinacdo destas, mas promoveu uma reducdo na altura das
plantas. O tratamento com OE de tomilho resultou em reducdo significativa da
germinacdo e do vigor. Os tratamentos térmico (ambas as combinacdes
temperatura/tempo de exposicdo) e com Oleo essencial de citronela a 1%

mostraram-se alternativas viaveis para o manejo de Pst em sementes de tomate.

Palavras-chave: pinta bacteriana do tomateiro, patologia de sementes, controle

alternativo, germinacéo, vigor.






ABSTRACT

The bacterial speck of tomato, caused by the bacterium Pseudomonas syringae pv.
tomato (Pst), is among the main diseases of this crop, as it can reduce the quality
and production yield, affecting the market of fresh and processed tomatoes. Pst-
infected tomato seed, besides maintaining the bacterium viable for a long period, is
also important because it is a primary source of inoculum, demonstrating the need of
using Pst-free seeds. Thus, the objective of this work was to evaluate the efficiency
of thermotherapy and the application of essential oils as alternatives for tomato
seeds treatment, aiming at the management of Pst. Initially, the essential oils (EO) of
citronella, lemon grass, thyme and tea tree were evaluated in concentrations of 1%,
2% and 3% (powder milk (PM - 1%) was used as emulsifier). Streptomycin sulfate
(25mg/mL) and sterile water + PM were included as controls. Thyme (2% and 3%)
and citronella (at three concentrations) EO and streptomycin sulfate inhibited the
bacterial colonies development, promoting inhibition halo the formation. Then,
independent experiments were carried out, one to test the seed treatment with the
selected EOs (citronella 1% and thyme 2%) and another with thermotherapy
(50°C/30" and 50°C/25"). All experiments were performed in duplicate. The incidence
of Pst in seeds, germination and vigor (plant height) were evaluated. All the tested
treatments promoted the eradication of Pst in the seeds. Pst presence in the seeds
did not interfere in seeds germination, but promoted a reduction in plant height.
Treatment with thyme EO resulted in a significant germination and vigor reduction.
Thermal treatments (both temperature/exposure time combinations) and 1%
citronella EO were found to be viable alternatives for Pst management in tomato

seeds.

Keywords: bacterial speck of tomato, seed pathology, alternative control,

germination, vigor
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1 INTRODUCAO

Pseudomonas syringae pv. tomato € o agente etiologico da pinta bacteriana do
tomateiro (Solanum lycopersicum L.), considerada uma das mais importantes
doencas da cultura na maioria das regides produtoras. A semente infestada de
tomate, além de manter a bactéria viavel por um longo periodo, também é
importante por ser uma fonte primaria de infec¢do, uma vez que os danos causados
podem diminuir consideravelmente a produg&o.

As doencas que incidem na cultura do tomateiro ocasionam perdas significativas
na producdo e os produtores, na maioria das vezes, restringem-se ao uso de
produtos quimicos sintéticos para evitar tais prejuizos. O emprego destes produtos,
quando realizado de maneira indiscriminada, pode resultar em poluicdo ambiental e
selecdo de uma populacdo patogénica resistente aos principios ativos adotados. A
opcao dos produtores por estas medidas de controle objetiva minimizar riscos de
prejuizos financeiros, pois a cultura envolve alto custo de implantacdo e de
conducao da lavoura.

Neste contexto, tem-se procurado alternativas de manejo que causem menor
impacto ambiental e ao homem. Os 0Oleos essenciais constituem-se como uma
opcao na busca pelo controle alternativo, pois contém componentes capazes de
desempenhar importantes fungbes na interacdo planta-patégeno, atuando como
substancias antimicrobianas ou ativando os mecanismos de defesa da planta, de
maneira semelhante aos fungicidas sintéticos. A vantagem dos 0leos essenciais de
plantas medicinais é que eles ndo provocam poluicdo do ambiente e podem ser
considerados uma alternativa para o manejo de fitopatbgenos. A termoterapia €
outra técnica alternativa de controle de fitopatdgenos, sendo bastante apropriada
para o manejo de bactérias em sementes. A adocdo desta técnica requer certos
cuidados para se obter o resultado esperado (erradicar ou reduzir a baixos niveis os
patogenos veiculados as sementes), pois, se mal aplicada, pode causar danos a
qualidade fisiologica das sementes, interferindo na germinacdo e no vigor. A
eficiéncia da termoterapia depende, principalmente, da natureza do patégeno alvo e
sua localizacdo nas sementes, do vigor destas e sua sensibilidade a temperaturas

elevadas.
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Diante do exposto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a eficiéncia da
termoterapia e da aplicacdo de Oleos essenciais no tratamento de sementes de

tomate, visando ao manejo de Pseudomonas syringae pv. tomato.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), anteriormente classificado como
(Lycopersicon esculentum Mill.), tem como centro de origem a regido andina, tendo
sua ampla domesticacdo ocorrido no México, considerado seu centro de origem
secundario (COLARICCIO, 2002). Foi introduzido na Europa, via Espanha, de onde
se difundiu para outros paises, sendo, posteriormente, reintroduzido nos Estados
Unidos. No Brasil, o habito de consumo desta espécie ocorreu por meio de
imigrantes europeus no final do século XIX (ALVARENGA, 2004).

O tomate é considerado um produto de grande importancia socioeconémica em
nivel mundial, sendo responsavel por alimentar milhes de pessoas direta ou
indiretamente. E considerada uma cultura estratégica, pois sua producdo é diversa
no mundo, sendo uma cultura com altos rendimentos e apresentando um ciclo
relativamente curto, produzida de modo familiar até grandes agroindustrias,
movimentando uma rica cadeia produtiva, com faturamento de 14 bilhes em 2017,
segundo o Anuario Brasileiro de Hortalicas (2017).

De acordo com a FAO, a China é o principal produtor de tomate no mundo,
sendo responsavel por 31% da producdo mundial. Em seguida, aparecem india
(11% da producdo mundial) e Estados Unidos (8%), estando o Brasil na nona
colocacao, com 2,5% do volume global (4,3 milhdes de toneladas de frutos). O
Estado de Goids ocupa o primeiro lugar do ranking brasileiro, com 17% da area
colhida, seguido de Minas Gerais (16%) e S&o Paulo em terceiro (15%) (DOSSA,
FUCHS, 2017).

O tomate destaca-se como a segunda hortalica mais cultivada mundialmente,
podendo ser cultivado no mundo inteiro, em regides tropicais e subtropicais, com a
producdo destinada a industria de processamento (tomate rasteiro) ou para
consumo in natura (tomate tutorado) (SANTOS, 2009).

O fruto ocupa lugar de destaque na mesa do consumidor, sendo considerado um
alimento funcional devido aos altos teores de vitaminas A e C, e minerais
importantes, como fosforo e potassio, além de calcio, acidos folicos e frutose.

Também ¢é rico em licopeno, substancia conhecida no combate a radicais livres
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produzidos no organismo humano. O consumo dessa substancia, presente tanto no
fruto fresco como no processado, ajuda na prevencédo de canceres, como aqueles
relacionados ao aparelho digestivo e de prostata (SHAMI; MOREIRA, 2004).

A cultura do tomate estd sujeita a ocorréncia de varias doencas que podem
limitar sua producdo (LOPES; REIS; AVILA, 2003; KUROZAWA; PAVAN, 2005).
Segundo Lopes e Avila (2005), apesar de cerca de duzentas doencas ja terem sido
relatadas na cultura, raramente mais de cinco dessas aparecem ao mesmo tempo,
porém sua ocorréncia pode resultar em grandes danos e prejuizos, chegando a
limitar a tomaticultura em algumas épocas de cultivo e regides do Pais.

No contexto de doencas, os fungos sdo considerados os grandes vildes da
tomaticultura, responsaveis pelo maior nimero de doencas na cultura e, também,
por grande parcela do custo de producédo, devido ao uso de fungicidas para o
controle destes agentes (LOPES; AVILA, 2005). Comparativamente, ndo sdo muitas
as doencas bacterianas, porém, estas representam um grande desafio para a
tomaticultura, pela dificuldade de controle, devido a rapida multiplicacdo desses
patdgenos, a sua eficiente disseminacdo e aos poucos produtos quimicos capazes
de oferecer protecéo eficiente e duradoura. Dessa forma, o controle das bacterioses
na cultura baseia-se no emprego de medidas preventivas, que desfavorecam a
introduc&o, multiplicacdo e disseminacéo desses patdgenos (LOPES; REIS; AVILA,
2003; KUROZAWA; PAVAN, 2005; LOPES; AVILA, 2005). A pinta bacteriana,
causada por Pseudomonas syringae pv. tomato, estd entre as principais bacterioses

gque afetam o tomateiro.

2.2 A pinta bacteriana do tomateiro

No Brasil, a pinta bacteriana foi relatada em 1959, porém causou graves
prejuizos somente a partir de meados da década de 70, decorrente das mudancas
de tratos culturais e pela substituicdo de variedades que eram até entdo
empregadas. Essa bactéria pode reduzir a qualidade e o rendimento da produgéo,
afetando mercado de tomates frescos e transformados (VARVARO; PIETRARELLI,
2006).

Pseudomonas syringae pv. tomato Okabe (Pst) € uma bactéria baciliforme,

aerdbica, gram-negativa, que se move através de flagelos polares. Quando cultivada
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em meio de extrato de carne, as coldnias sdo esbranquicadas, e em meio King B,
elas produzem pigmentos fluorescentes (KUROZAWA; PAVAN, 2005). Assim como
outros patdgenos bacterianos, Pst sobrevive preferencialmente em locais da folha,
tais como depressdes entre camaras sub-estomaticas, células epidérmicas e em
torno de tricomas (VARVARO; PIETRARELLI, 2006). A bactéria é transmitida pela
semente, sendo disseminada dessa forma a longas distancias. A curta distancia, sua
disseminagdo ocorre pela acdo de respingos de chuva ou de 4gua de irrigacao,
principalmente se associada a ocorréncia de ventos fortes (LOPES; QUEZADO-
DUVAL, 2005). Embora esta doenca néo leve a perdas totais da planta, os sintomas
no fruto podem reduzir a comercializacdo (HERMAN; DAVIDSON; SMART, 2008).

A doenca ataca toda a parte aérea das plantas. Primeiramente, é observada nas
folhas, nas quais ocasiona lesbes escuras de 2-3 mm de diametro. Nas hastes, os
sintomas se assemelham, porém ndo se nota a presenca do halo clorético. Os
sintomas sdo mais caracteristicos nos frutos, ocasionando lesdes superficiais,
puntiformes e escuras que podem ser arrancadas com a unha, raramente
excedendo 1,0mm de diametro. Nas mudas, ocorrem desfolha e queda dos
cotilédones, além de retardo no crescimento vegetativo (MALAVOLTA JUNIOR;
RODRIGUES NETO, 1991).

Os danos causados por esta bactéria podem diminuir a producdo em até 30%
(SILVA; LOPES, 2005). Porém, estes danos s serdo significativos com a ocorréncia
de elevada desfolha e ataque aos orgaos florais, que resultam no abortamento das
flores. Ressalta-se que, mesmo nao afetando a polpa dos frutos, a qualidade visual
destes é prejudicada (HERMAN; DAVIDSON; SMART, 2008).

A bactéria pode permanecer viavel na semente por até vinte anos, o que faz com
gue a busca por material propagativo sadio ou isento de patdgenos seja essencial
para que ndo haja uma perda significativa na produtividade. Em relacdo a
sobrevivéncia dessa bactéria no solo, dependendo da existéncia de restos culturais,
pode atingir varios meses, caso contrario, sua permanéncia é de curta duracgao.
Quando prevalecerem condi¢cdes desfavoraveis para a infeccdo, ela podera existir
no solo como residente (MALAVOLTA JUNIOR; RODRIGUES NETO, 1991).

Para o controle desta doenca, recomenda-se o0 uso de variedades com
resisténcia conferida pelo gene Pto, presente, por exemplo, na cultivar BRS
Tospodoro (STOCKINGER; WALLING, 1994; SILVA et al., 2002); nao realizar o
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plantio de mudas que apresentem sintomas da doenca, principalmente nos periodos
em que sua ocorréncia seja mais propicia (SILVA; LOPES, 2005); utilizacdo de
sementes e mudas sadias, controle da irrigacéo, visto que bactérias fitopatogénicas
sdo extremamente dependentes de alta umidade para sua multiplicacdo e/ou
disseminagéao; preferir irrigagdo em sulco, pois desfavorece a disseminacédo de
patégenos foliares, em comparacdo com irrigacdo por aspersao; escolha do local e
época de plantio; adubacao equilibrada; eliminacdo de plantas doentes; rotacao de
culturas; controle alternativo com o emprego de produtos de origem vegetal (extratos
e Oleos essenciais); tratamento térmico; controle quimico sintético e controle
bioldgico (MALAVOLTA JUNIOR; RODRIGUES NETO, 1991). Deve-se ressaltar que
o controle quimico, pode colocar em risco a saude do agricultor, pois o tomate é
colhido diariamente e os periodos de caréncia dos produtos nem sempre s&o
obedecidos (ABREU, 2006; GAUR; SHARMAM, 2010).

2.3 Oleos essenciais no manejo de patégenos de plantas

A maioria dos produtos para tratamento de sementes é sintética, sendo aplicada
em formulacdes e dosagens diversas (VANZOLINI; TORRES; PANIZZI, 2000), n&o
podendo, por este motivo, ser utilizada no setor organico. Como alternativa, produtos
naturais extraidos de plantas, como extratos e Oleos essenciais, estdo sendo
investigados por apresentarem propriedades antimicrobianas capazes de controlar
patégenos associados as sementes (MORAIS et al., 2001).

As plantas arométicas e medicinais, de modo geral, ttm, em sua composic¢ao,
substancias que podem exercer importantes fun¢des na interacédo planta-patégeno,
por acdo bactericida (VIGO-SCHULTZ, 2006), fungitéxica (OLIVEIRA,;
PASCHOLATI; LEITE, 2010) ou inducéo de respostas de defesa da planta, através
da producdo de fitoalexinas, aumento da atividade das proteinas relacionadas a
patogénese (PRPs) e da sintese de outros compostos bioquimicos e estruturais de
defesa da planta (PEREIRA, 2008).

Estudos conduzidos com 0Oleo essencial ou extrato bruto, extraidos de plantas
medicinais, tém mostrado o potencial de controle de fitopatogenos destes produtos,
por acdo fungitoxica direta e/ou pela inducdo de producéo de fitoalexinas e outros
compostos de defesa (FRANZENER et al., 2007).
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Os Oleos essenciais sdo produzidos por meio de vias metabdlicas secundarias
das plantas e compreendem misturas complexas de substancias voléateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, que ocorrem em estruturas secretoras
especializadas das plantas. Na natureza, estes produtos sdo importantes para a
protecdo das plantas, pois tém acdo antibacteriana, antifingica, inseticidas e
também contra a predacdo de herbivoros. Além disso, podem atrair insetos,
favorecendo a dispersé@o de pdlens e sementes, e repelir aqueles indesejaveis. Em
geral, os Oleos essenciais sao extraidos de certas partes das plantas pelo método de
destilacdo por arraste de vapor d’agua, entre outros. Seus componentes sao
complexos e variaveis, destacando-se os de baixo peso molecular (monoterpenos
com dez carbonos e sesquiterpenos, com quinze carbonos) (SIMOES; SPITZER,
2004).

Alguns estudos apontam que o0s 06leos essenciais afetam a integridade da
membrana plasmatica das células bacterianas. Os componentes do 6leo essencial
de melaleuca (Melaleuca alternifolia) rompem a membrana da célula de Candida
albicans, comprometendo a sua permeabilidade e levando a lise (BARD et al., 1988;
COX et al., 2000). Isso ocorre em funcdo da inativacdo de respostas fisiolégicas via
transducédo do fluxo intracelular, pelas interacées dos terpenoides com a membrana
plasmatica (KOMBRINK; SOMSSICH,1995). A interacdo dos terpenos possibilita a
alteracdo da permeabilidade i6nica e fluxos através da membrana plasmatica,
permitindo a reacdo oxidativa nos sistemas de células vegetais apos tratamentos
elicitores (NURNBERGER et al.,1994). Segundo Piper et al. (2001), a acdo dos
Oleos essenciais e seus componentes, quando em contato com 0S microrganismos,
provoca um aumento da permeabilidade celular, resultando na vazdo dos seus
constituintes.

Alguns trabalhos mostraram a eficiéncia do uso de Oleos essenciais para o
controle de patdogenos em sementes. Morais et al. (2008), ao avaliar o efeito dos
Oleos essenciais de melaleuca (Melaleuca sp.), capim-liméo (Cymbopogon citratus e
C. flexuosus) e manjericao (Ocimum sp.) na sanidade de dois lotes de sementes de
feijjdo, observaram uma menor incidéncia de alguns fungos (Aspergillus spp.,
Penicillium spp e Cladosporium sp.), porém o0s autores constataram reducdo na
germinacao das sementes quando tratadas com C. citratus (lote 1) e C. flexuosus e

melaleuca (lote 2).
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Costa et al. (2008) estudaram a acdo do 6leo essencial de citronela, com
concentracbes variando de 0,25% a 8,0%, sobre Erwinia carotovora (sin.
Pectobacterium carotovora), e verificaram a formacao de halos de inibicdo maiores
do que o proporcionado pelo antibiotico tetraciclina (30uL/mL); no estudo, a
concentracéo inibitéria minima do 6leo essencial de citronela foi de 1,0%.

Romero et al. (2011), ao avaliar o efeito dos 6leos essenciais de Croton
zehntneri e lllicium verum no controle de fungos fitopatogénicos em sementes de
alface e de tomate, observaram que os 6leos promoveram uma completa inibicdo de
crescimento dos fungos Corynespora cassiicola e Colletotrichum truncatum, e néo
afetaram a germinacdo das sementes.

Silva, Martins e Alves (2014), ao analisarem o efeito de diversos Oleos
essenciais sobre a bactéria Pst, verificaram que, no ensaio in vitro, os 6leos
essenciais de citronela, eucalipto, capim-lim&o e canela, a partir da concentracédo de
1%, formavam halos de inibicdo, e no teste in vivo, o Oleo essencial de citronela
apresentou um controle da doenca de 81% quando aplicado antes da inoculagéao
com a bactéria.

As substancias naturais obtidas de Oleos essenciais e extratos vegetais
apresentam as vantagens de ndo promover a contaminacdo ambiental, oferecer
menor risco a saude humana, ser de facil aplicacdo e apresentar eficiéncia
comprovada no controle de doencgas em diversas culturas, constituindo-se, portanto,
em uma consideravel alternativa ao uso de agrotdxicos. Varias pesquisas
demonstram a eficiéncia de 6leos essenciais na inibicdo do desenvolvimento in vitro
de fitopatdbgenos e no controle de doencas em plantas, porém pesquisas aplicadas

em campo ou em sistemas de producao ainda sédo escassas.

2.4 Termoterapia no tratamento de sementes

A utilizacdo de sementes isentas de patdgenos ou dentro de padrbes de
tolerancia estabelecidos para as culturas € fundamental para diminuir a
disseminagdo destes agentes via sementes. Do ponto de vista sanitario, isso
significaria que a semente ideal deveria ser livre de qualquer microrganismo

indesejavel. No entanto, a obtenc&o de tais sementes dificilmente é alcancada, pois



27

a qualidade sanitaria das sementes € fortemente influenciada pelas condi¢cdes
climaticas em que estas foram produzidas e armazenadas (GOULART, 1998).

De maneira geral, o tratamento de sementes compreende qualquer operagao
com as sementes, incluindo o manejo por meio da incorporacdo, na superficie
destas ou internamente, de produtos quimicos ou biolégicos, e/ou o emprego de
agentes fisicos, objetivando a melhoria ou garantia do seu desempenho em
condicdes de cultivo. No que se refere ao controle de patégenos, o tratamento de
sementes pode ser realizado empregando-se métodos quimicos, fisicos, bioldgicos,
de forma isolada ou combinada (ZAMBOLIM, 2004). O tratamento de sementes &
considerado uma técnica de custo baixo, cujo efeito no ambiente € bem restrito em
comparacao a outras formas de aplicacdo de produtos quimicos (MORAES, 2004).

A termoterapia é uma das técnicas mais citadas e descritas na literatura para
erradicacdo de fitobactérias localizadas interna ou externamente nas sementes
(ZAMBOLIM, 2004).

O sucesso do tratamento térmico depende do tipo de calor, seco ou umido, da
temperatura empregada, do periodo de exposicao e da uniformidade da aplicacédo
do calor (MENDES et al., 2001), devendo ser cuidadosamente ajustados a espécie,
cultivar e lote. Contudo, seja qual for a modalidade empregada, a termoterapia
requer o uso de equipamentos com controle preciso de temperatura, apresentando,
consequentemente, inconvenientes quando aplicada a grandes quantidades de
sementes (ESTEFANI; MIRANDA FILHO; UESUGI, 2007).

Os métodos de tratamento variam conforme a espécie, a cultivar e as condicbes
iniciais do lote das sementes. Para o tratamento de sementes de tomate com agua
guente, os poucos trabalhos publicados apresentam uma grande variacdo na
recomendacdo de combinacbes de temperatura e tempo de exposicdo e 0s
resultados sédo diversificados, com pouca informacéo sobre os seus efeitos no vigor
das sementes.

A termoterapia com imersdo das sementes em agua quente € considerada mais
eficiente quando comparada ao tratamento com uso do calor seco (GRONDEAU;
LADONNE; FOURMOND, 1992), pois a agua em seu estado liquido proporciona
maior condutividade de calor em relacdo aos demais veiculos (MACHADO, 2000) e
€ recomendada para varias espécies de hortalicas como aipo, alface, cenoura,

cruciferas, espinafre, pepino, pimenta e tomate (NEEGAARD, 1979). Entretanto, tal
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tratamento pode provocar desnaturac@o dos tecidos externos das sementes, e, apos
um determinado periodo, os tecidos de reserva que possibilitam a germinacdo das
sementes (MACHADO, 2000). Menten (1995a) ressalta que a agua guente causa
danos as sementes em funcdo do rompimento do tegumento e/ou extravasamento
de substancias da semente.

Nos trabalhos que contemplam os tratamentos com 4gua quente, sdo varias as
recomendacdes de combinacdes temperatura/tempo de exposicdo, além de pré-
tratamentos que visam melhorar a eficiéncia do meétodo, na erradicacdo do
patbgeno, sem afetar o desempenho das sementes. Destaca-se, contudo, a
observacdo em alguns trabalhos (VERZIGNASSI; VIDA; HOMECHIN, 1997,
MENDES et al., 2001) de um efeito mais expressivo do tempo do que da
temperatura de exposicdo das sementes em alguns tratamentos, tanto no controle
dos patégenos quanto na viabilidade das sementes.

Segundo Machado (2000), quanto menor for a qualidade fisiolégica da semente,
mais danosa ao vigor sera a termoterapia. Sementes com vigor comprometido séao
menos tolerantes a temperaturas mais altas do que sementes mais vigorosas. Fatmi,
Schaad e Bolkan (1991) observaram que o tratamento de sementes por termoterapia
pode reduzir a populacdo de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
porém esse método pode afetar na germinacédo dessas sementes. Silva et al. (2002),
avaliando o tratamento térmico na erradicacdo de Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria em sementes de tomate, constataram uma eficiéncia de 100% na
erradicacdo da bactéria e ndo houve efeito do tratamento sobre a germinacéo.
Tedesco et al. (2004) submeteram sementes de feijoeiro a termoterapia visando a
erradicacdo da bactéria Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var. fuscans e
constataram que o tratamento ndo afetou o percentual de germinacdo. Segundo
Estefani, Miranda e Uesugi (2007), a termoterapia promoveu a reducdo do nimero
de células da bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em
sementes de feijoeiro inoculadas e eliminou a bactéria em sementes naturalmente
infectadas, porém ocasionou uma reducgdo significativa da germinacdo e do vigor
das sementes submetidas ao tratamento.

Em sementes de tomate, ha controvérsias quanto a indicacédo dos parametros de
tratamento com agua quente. Dhingra, Muchovej e Cruz Filho (1980) recomendaram

a temperatura de 50°C por 25 minutos para o tratamento de sementes de tomate,
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independentemente do patdgeno alvo. Esta mesma combinacdo temperatura-tempo
de exposicdo foi sugerida por Machado (2000) para o controle de Colletotrichum
gloeosporioides, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria e Alternaria solani. Carmo
et al. (2004) verificaram que o mesmo tratamento ndo afetou o vigor das sementes,
avaliado pelo teste de primeira contagem de germinacao e emergéncia de plantulas,
porém nao foi alcancada eficiéncia na erradicacdo de X. vesicatoria. Muniz (2001),
também observou que o tratamento de sementes de tomate a 50°C por 30 minutos
nao controlou Cladosporium fulvum, Fusarium spp. e Alternaria alternata, e afetou a
viabilidade das sementes. Porém, com 56°C por 30 minutos, McMillan Jr (1987)
havia obtido 100% de controle de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria sem
prejuizo a germinacao das sementes de tomate.

Para a bactéria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis em sementes
de tomate, Kurozawa e Pavan (1997) recomendaram o tratamento a 56°C por 30
minutos, enquanto Machado (2000) recomendou o0 uso de agua quente a 53°C por
60 minutos. Ikuta (1990) havia constatado que a combinacdo da temperatura/tempo
de exposicao letal para Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis era 62°C
por 30 minutos, mas afetava significativamente a porcentagem e velocidade de
emergéncia dos lotes tratados

Estudos prévios mostraram que os 6leos essenciais de tomilho, citronela, capim-
liméo e melaleuca possuem atividades antimicrobianas quando aplicadas em plantas
de tomateiro infectadas por P. syringae pv. tomato para no controle da pinta
bacteriana, em casa de vegetacdo (SILVA; MARTINS; ALVES, 2014), mas ndo ha
trabalhos comprovando a eficiéncia desses 6leos quando aplicados em sementes de
tomateiro infectadas pela mesma bactéria. A termoterapia € uma pratica muito usual
para o controle de Xanthomonas vesicatoria, causadora da mancha bacteriana em
sementes de tomateiro, porém nao ha estudos sobre sua aplicacdo para o controle
de Pst nas sementes dessa cultura.

As respostas desses tratamentos (termoterapia e 6leos essenciais) podem ser
de grande valia no que se diz respeito a producdo organica de tomate, pratica na
qual produtos quimicos sintéticos ndo podem ser empregados. Assim, a aplicacédo
de produtos quimicos naturais e do tratamento fisico podem se constituir alternativa

viavel ao controle quimico convencional no controle de fitopatdégenos.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Patologia de Sementes e
em casa vegetacao do Departamento de Protecdo Vegetal (DPV), da Faculdade de
Ciéncias Agrondémicas (FCA), UNESP, Campus de Botucatu, SP, no periodo de
fevereiro de 2016 a abril de 2017.

3.1 Obtencéo do isolado de Pseudomonas syringae pv. tomato

O isolado de Pst utilizado neste estudo pertence a colecao de fitobactérias do
Laboratério de Bacteriologia de Plantas da FCA/UNESP. Esse isolado encontrava-se
preservado em glicerol e em ultrafreezer. Para confirmar sua viabilidade, o isolado
foi repicado para o meio 523 de Kado e Heskett (1970) pelo método de estrias
paralelas e incubado a 28°C, por 48 horas. A concentragdo da suspensao bacteriana
foi ajustada em espectrofotdbmetro para A 540nm = 0,20, correspondendo a
aproximadamente 108ufc/mL. Posteriormente, esse isolado foi inoculado em quatro
plantas de tomate sadias previamente expostas a camara Umida por um periodo de
24 horas, via pulverizacao foliar até o ponto de escorrimento. Apés a inoculacdo, as
plantas foram submetidas novamente a camara Umida para garantir 0 sucesso da
inoculacdo. Todas as plantas inoculadas manifestaram sintomas da doenca (pinta
bacteriana) e a mostras foliares de cada planta com sintomas foram recolhidas e
levadas ao laboratério para o isolamento da bactéria em fevereiro de 2016, e entdo
esse novo isolado foi usado para os trabalhos posteriores.

3.2 Obtencdo de sementes inoculadas com Pseudomonas syringae pv. tomato

A cultivar utilizada no experimento foi Santa Cruz Kada. As sementes foram
avaliadas quanto a sanidade pelo método do papel de filtro “blotter test”, colocando-
se trés discos de papel de filtro previamente umedecidos com agua destilada em
placas de Petri de plastico, distribuindo-se, posteriormente, sobre este substrato, 25
sementes equidistantes. Foram realizadas 16 repeticbes de 25 sementes por
tratamento, totalizando uma amostra de trabalho com 400 sementes. As placas
contendo as sementes foram incubadas em camara BOD a 20£2°C com fotoperiodo

de 12 horas, por sete dias (BRASIL, 2009). Apos este periodo, as sementes foram
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examinadas individualmente, sob microscopio estereoscoépico, para a deteccdo do
patégeno. Desta forma, foi comprovado que as sementes estavam isentas de Pst.
Para a inoculagédo por imerséo, foi empregada a técnica descrita por Bashan e
Assouline (1983), em que as sementes foram imersas na suspensao de células
bacterianas na concentracdo de 108 ufc/mL obtidas através de culturas puras de
Pseudomonas syringae pv. tomato. Apds a inoculacdo, as sementes foram
distribuidas sobre papel germitest e secas em camara de fluxo laminar por 24 horas.
Em seguida, foram acondicionadas em frascos de vidro e conservadas em geladeira,
até a realizacdo dos testes. Para confirmacéo do sucesso da inoculacédo da bactéria
nas sementes, meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) foi vertido em placas de
Petri e posteriormente amostras de sementes inoculadas foram dispostas ao longo
da placa e mantidas a 28°C em BOD. Apdés 48 horas de incubacdo, foi observada a
presenca de um halo bacteriano em volta das sementes, evidenciando sucesso na

inoculacao.

3.3 Efeito in vitro de 6leos essenciais sobre Pseudomonas syringae pv. tomato

Os Oleos essenciais utilizados neste estudo foram adquiridos da empresa
Bioesséncia®, sendo extraidos das folhas das plantas e obtidos pela técnica de
arraste a vapor. De acordo com a analise feita ho Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras, os compostos majoritarios dos 6leos essenciais
foram: citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle) - citronelal (29,98%), citronelol
(14,34%) e o geraniol (18,2%); capim-limédo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) -
citral (76%); tomilho (Thymus vulgaris L.) - timol (51,35%), p-cimeno (20%) e o
carvacrol (4,4%); melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel) - terpineol (43,5%).

Com o objetivo de examinar o potencial de inibicao direta dos 6leos essenciais
sobre o desenvolvimento da bactéria, o experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com quatorze tratamentos e seis repeticbes. Os
tratamentos foram constituidos pelos 6leos essenciais de citronela, capim-limao,
tomilho e melaleuca, nas concentracdes de (v/v) 1%, 2% e 3%; sendo utilizado leite
em po6 (LP - 1%) como emulsificante para os tratamentos a base dos Oleos
essenciais. Os tratamentos sulfato de estreptomicina (25mg/mL) e agua esterilizada
+ LP foram incluidos como testemunhas. Discos de papel filtro de 6 mm de diametro

foram autoclavados e posteriormente embebidos em 20 uL de cada tratamento,
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secos a temperatura ambiente e colocados em placas de Petri sobre meio 523 de
Kado e Heskett (1970), contendo 200 yL da suspensédo bacteriana na concentragao
de 5x108 ufc mL* (A 540nm = 0,2), (SILVA; LOPES, 2005). Para verificar o efeito
dos tratamentos, foi avaliada a presenca ou auséncia de halos de inibicdo 48 horas
depois da incubacdo em céamara de crescimento, ajustada para 28°C (LUCAS,
2009).

3.4 Efeito do tratamento de sementes com 0Oleos essenciais e da termoterapia

no manejo de Pseudomonas syringae pv. tomato

Com base nos resultados dos ensaios in vitro, 0s 0leos essenciais de citronela e
tomilho foram selecionados para dar continuidade ao trabalho. Para o tratamento
das sementes com o0s O6leos essenciais, 0s mesmos foram misturados em agua
destilada esterilizada e emulsificados com leite em p6 a 1%. Foi adotada a
concentracdo de 1% para o 6leo essencial de citronela e 2% para o 6leo essencial
de tomilho, que foram as menores concentracdes eficientes no controle da bactéria
no experimento in vitro. As sementes foram imersas nas solugdes por cinco minutos
e, em seguida, dispostas sobre papel toalha para secar. Foram incluidos dois
tratamentos testemunha: um composto por sementes inoculadas e outro por
sementes ndo inoculadas, ambos imersos apenas em agua destilada esterilizada +
leite em po (1%), pelo mesmo periodo anteriormente descrito.

O tratamento térmico empregado foi por imersdo, no qual as sementes foram
colocadas em sacos porosos e posteriormente tratadas em banho-maria com agua
aquecida na temperatura e tempos de tratamento pré-determinados. Foram
empregados quatro tratamentos: i) sementes isentas de Pst tratadas a 50°C por 30
minutos; ii) sementes isentas de Pst tratadas a 50°C por 25 minutos; iii) sementes
inoculadas com Pst e tratadas a 50°C por 30 minutos; e iv) sementes inoculadas
com Pst e tratadas a 50°C por 25 minutos. Posteriormente, essas sementes foram
secas por 24 horas em papel toalha na temperatura ambiente.

Em experimentos independentes, apds o tratamento com os 6leos essenciais e 0
tratamento térmico das sementes, estas foram avaliadas quanto a sanidade,
colocando-se 25 sementes equidistantes, utilizando-se quatro repeticdes dispostas

em placas de Petri sobre meio 523 de Kado e Heskett (1970), totalizando uma
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amostra de 100 sementes/tratamento/experimento. Posteriormente, estas foram
mantidas em BOD a 28°C por 48 horas. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e quatro repeticdes em cada

experimento. Foi avaliada a presenca ou auséncia de Pst nas sementes.

3.5 Efeito do tratamento com O6leos essenciais e da termoterapia sobre a

qualidade fisiolégica das sementes

As sementes tratadas conforme descrito no item 3.4 também foram avaliadas
guanto a qualidade fisiolégica, sendo conduzidos testes de germinacéao e vigor.

A germinacao das sementes foi avaliada pelo método do rolo de papel (BRASIL,
2009). O papel de germinacao foi autoclavado e pré-umedecido com quantidade de
agua destilada esterilizada equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. As
sementes foram distribuidas sobre duas folhas e sobrepostas com uma terceira
folha, embrulhadas em forma de rolo. Os rolos foram mantidos, no germinador, na
posicao vertical, a 25 °C. As avaliagGes foram realizadas ao décimo quarto dia, e 0s
dados foram expressos em porcentagem de plantulas germinadas. O experimento,
realizado em duplicata (Experimento 1 e Experimento 2), foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado, com sete tratamentos e quatro repeti¢cdes de
50 sementes para cada tratamento, totalizando uma amostra de 200 sementes por
tratamento. Para a andlise estatistica, os dados foram transformados para arc sen
\(x/100), submetidos & andlise de variancia pelo teste F e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% (BANZATTO; KRONKA, 2006).

O teste de vigor foi conduzido em casa de vegetacdo, avaliando-se a altura de
plantulas, conforme Sako et al. (2001). O experimento, realizado em duplicata, foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e
quatro repeticdes. Os tratamentos avaliados foram: i) sementes infectadas com
Pseudomonas syringae pv. tomato e tratadas com termoterapia (50° a 30°); ii)
sementes infectadas com Pst e tratadas com o 6leo essencial de citronela a 1%; iii)
sementes infectadas com Pst e tratadas com o6leo essencial de tomilho a 2%; iv)
sementes de tomateiro infectadas com Pst e ndo tratadas; v) sementes livre de Pst.

Foram semeadas cerca de dez sementes de tomate por vaso de 3 kg contendo

solo esterilizado, e, sete dias ap0s a germinacao, foi feito um desbaste manual,
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deixando-se apenas duas plantulas por vaso, onde foram mantidas para o pleno
desenvolvimento até o final dos testes e avaliacdes.

Foram feitas trés avaliacdes da altura das plantas de tomateiro, sendo que a
primeira avaliacdo ocorreu aos sete dias apds a emergéncia das plantulas, a
segunda, com 14 dias, e a Ultima com 21 dias. Os dados de altura de plantas,
expressos em centimetros, foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
(BANZATTO; KRONKA, 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito in vitro de Oleos essenciais sobre Pseudomonas syringae pv. tomato

Os resultados do experimento in vitro estdo expressos na Tabela 1 e na Figura
1. Os Oleos essenciais de capim-limédo e melaleuca nao inibiram o desenvolvimento
da bactéria, nas trés concentracfes testadas, o mesmo sendo observado para o
tratamento com agua esterilizada + leite em po6 (testemunha). Por outro lado, o 6leo
essencial de citronela, nas trés concentracdes, o 0leo essencial de tomilho a 2,0% e
3,0% e o sulfato de estreptomicina inibiram o desenvolvimento da colbnia

bacteriana, promovendo a formac¢éo do halo de inibigcéo.

Tabela 1 - Efeito dos 0leos essenciais de tomilho, citronela, melaleuca e capim-
limdo e do sulfato de estreptomicina no desenvolvimento in vitro de Pseudomonas

syringae pv. tomato.

Tratamentos Concentragdo
1% 2% 3%

Oleo essencial de tomilho - + +
Oleo essencial de citronela + + +
Oleo essencial de melaleuca - - -
Oleo essencial de capim-lim&o - - ]
Leite em p6 (1 mg/mL) + agua esterilizada! -

Sulfato de estreptomicina (25 mg/mL)* +

1Para o leite em po6 + agua esterilizada (testemunha) e para o sulfato de estreptomicina foi testada
apenas uma concentragdo.
+ presenca de halo de inibicdo; — auséncia de halo de inibi¢&o.
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Figura 1 - Presenca e auséncia de halos de inibicdo da bactéria Pseudomonas
syringae pv. tomato cultivada em meios acrescidos de leite em po6 + agua
esterilizada (testemunha), sulfato de estreptomicina, 6leo essencial de citronela e

6leo essencial de tomilho.

Sulfato de Streptomicina Testemunha Citronela 1% Tomilho 2%

Sulfato de estreptomicina (25mg/mL); Testemunha: leite em po (1mg/mL) + agua esterilizada; 6leo

essencial de citronela a 1% ; e 6leo essencial de tomilho a 2%.

O efeito do 6leo essencial de tomilho sobre Pst observado no presente estudo &
semelhante a alguns trabalhos que relatam a inibicdo do desenvolvimento in vitro de
diversos microrganismos causadores de doencas flngicas e bacterianas. Souza et
al. (2004) observaram que o Oleo essencial de tomilho, na concentracdo de 2%,
inibiu completamente o crescimento micelial in vitro de Rhizopus sp., Eurotium
repens e Aspergillus niger. Medice et al. (2007) verificaram efeito direto deste Oleo
essencial sobre a formacdo de urédias e urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi.
Pereira (2008) observou efeito direto desse 6leo sobre o fungo Colletotrichum
coffeicola em plantas de cafeeiro. Romero et al. (2009) constataram efeito
fungitoxico do oleo essencial de tomilho a 2% sobre Myrothecium verrucaria,
Corynespora cassiicola, Sclerotinia minor e Colletotrichum musae. Com relacdo a
bactérias fitopatogénicas, Lucas (2009) verificou a formacdo de halo de inibicdo
sobre Xanthomonas vesicatoria com o 6leo essencial de tomilho a 1%; no presente
trabalho, essa concentracdo do 6leo essencial de tomilho nao foi suficiente para a
formacdo do halo de inibicdo de Pst, sendo este observado apenas nas
concentracdes 2% e 3%.

O 6leo essencial de tomilho tem conhecidas propriedades antimicrobianas,
apresentando componentes ativos, como o timol e o carvacrol, que apresentam
caracteristicas semelhantes as de fungicidas e bactericidas (PINTO et al., 2001). O
componente hidrofébico carvacrol interage com as membranas de diversas
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bactérias, interferindo na permeabilidade para cations como H* e K*. Isso ocorre em
funcdo de acdo bactericida ou bacteriostatica, prejudicando processos celulares
vitais, como inibicdo de enzimas decorrente do vazamento desses ions essenciais,
perda de pressdo de turgor, reducdo das atividades metabdlicas e alteracdo na
sintese de DNA. A perda da integridade da membrana, também efeito secundario do
carvacrol, decorre da desestabilizacdo de interacdes hidrofébicas entre lipidios e
proteinas, reducdo da sintese de ATP e morte celular (ULTEE; KETS; SMID, 1999).
Segundo Burt e Reinders (2004), o timol também provoca distorcdo na estrutura
fisica da célula bacteriana, causando expansdo e, consequentemente,
desestabilidade na membrana, alterando a permeabilidade, desnaturando enzimas e
modificando a for¢a préton motora, devido a variacfes de potencial elétrico e pH. Gill
e Holley (2006) demonstraram que o carvacrol promoveu uma desorganizacao das
membranas celulares de Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Lactobacillus
sakei, quando estas bactérias foram expostas a concentracdo de 10mM, suficiente
para se obter um efeito bactericida imediato. Embora andlises celulares ndo tenham
sido conduzidas no presente estudo, provavelmente, a bactéria Pst sofreu estes
mesmos efeitos, visto que o timol e o carvacrol estavam entre 0s principais
componentes do 6leo essencial de tomilho utilizado, com predominéancia do primeiro
componente (51,35%).

Os Oleos essenciais de citronela e capim-limao também séo reconhecidos por
apresentarem propriedades antimicrobianas e repelentes. A acdo destes sobre
bactérias fitopatogénicas ja foi relatada anteriormente. Martins et al. (2009)
estudaram a atividade bactericida de alguns O6leos essenciais, entre eles o de
citronela, no desenvolvimento in vitro de Ralstonia solanacearum e verificaram a
acao deste 6leo essencial no controle desta bactéria nas concentracdes de 8,0%,
4,0% e 2,0%. Amorim et al. (2011), também estudando a acédo in vitro de 6leos
essenciais sobre R. solanacearum, observaram que o 6leo essencial de citronela
inibiu o crescimento da bactéria em todas as concentragdes testadas (1,25%; 3,5%;
3,7% e 5,0%). Para Xanthomonas vesicatoria, Lucas (2009) verificou a formacéo de
halo de inibicdo com os 6leos essenciais de citronela, melaleuca e capim-limao
apenas na concentragdo de 10%. s (2014), avaliando o efeito in vitro de diversos
Oleos essenciais sobre o crescimento de Pst, também verificaram que, a 1%, o Oleo

essencial de citronela proporcionou a formacéo de halos de inibicdo, e que, na
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concentracdo de 10%, os Oleos de tomilho, citronela, melaleuca e capim-liméo
também apresentam efeito inibitorio sobre a bactéria.

O oleo essencial de citronela tem como constituintes majoritarios os aldeidos b-
citronelal, geraniol e B-citronenol (SCHERER et al., 2009), e o de capim-lim&o, o
citronelal e o citral, que, além de apresentar atividade antimicrobiana, podem atuar
como eliciadores na indugéo de fitoalexinas (SANTOS et al. 2009), em plantas de
sorgo. Com relagéo a estes aldeidos, seu mecanismo de acdo envolve toxicidade a
funcdo e a estrutura da membrana celular. Como resultado do carater lipofilico,
preferencialmente, esses aldeidos irdo se deslocar da fase aguosa em direcdo as
estruturas de membrana (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995). A permeabilidade da
membrana citoplasmatica é conferida pelo acumulo dos constituintes dos Oleos
essenciais em sua bicamada lipidica. Em bactérias, a permeabilizacdo da membrana
citoplasmatica esta associada a dissipacdo da forca préton motiva, no que diz
respeito a reducao do pool de ATP, do pH interno e do potencial elétrico, e a perda
de ions, como ions potassio e fosfato (BAKKALI; AVERBECK; INDAOMAR, 2008).
Dessa forma, danos estruturais & membrana citoplasmatica comprometem suas
funcdes como barreira seletiva e local de acdo enzimética e geracdo de energia
(SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1994). Portanto, quanto maior a concentracédo desse
Oleo essencial utilizada na solugcdo, maior sera a capacidade do mesmo em se
deslocar em direcdo a membrana citoplasmatica bacteriana, afetando, assim, seu
funcionamento. Considerando-se a composicdo dos 6leos essenciais utilizados
neste estudo, pode-se atribuir o efeito inibitério positivo do 6leo essencial de
citronela a acao de seus componentes majoritarios. Ja para o capim-limao, apesar
da alta concentragéo de citral em sua composi¢éo, ndo se observou o efeito inibitério

esperado.

Com relagdo ao 6leo essencial de melaleuca, sua acdo predominantemente
bactericida, ja foi demonstrada, principalmente em bactérias ndo fitopatogénicas,
como Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Segundo Carson, Hammer e Riley
(2006), varios autores ja demonstraram a acdo deste O6leo, que inclui a
permeabilizacdo do sistema lipossdmico, lise e perda da integridade e funcédo da
membrana, havendo vazamento e inibicdo da respiracdo, alteracdes morfologicas,
entre outras. Ainda segundo esses autores, essa acao se deve aos componentes do

Oleo essencial, dentre os quais se destaca o terpinol. Este € o componente
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majoritario do 6leo essencial de melaleuca usado neste trabalho, porém, ndo houve

controle da bactéria, em nenhuma das concentracdes testadas.

Sabe-se que o0s Oleos essenciais provenientes de plantas medicinais podem
apresentar acdo contra bactérias gram-negativas e gram-positivas, e ainda, sobre
fungos filamentosos e leveduras (PRASHAR et al.,, 2003), e, de acordo com o
presente experimento, fica evidente a acdo direta dos 6leos essenciais de tomilho e
citronela sobre o crescimento de células bacterianas de Pst, tornando-os uma

alternativa promissora no controle desse patdbgeno em sementes de tomateiro.

4.2 Efeito do tratamento de sementes com 06leos essenciais e da termoterapia

no manejo de Pseudomonas syringae pv. tomato

Os experimentos de sanidade demonstraram a eficiéncia do tratamento com
Oleos essenciais e de termoterapia no controle de Pst em sementes de tomate, uma
vez que ndo foi observada a presenca da bactéria nas sementes infectadas
submetidas aos respectivos tratamentos (Tabela 2).

As pesquisas sobre emprego de 6leos essenciais como alternativa de controle
de fitopatbgenos vém aumentando, no entanto, a maioria dos estudos ainda se
concentra no efeito in vitro destes produtos. O efeito in vivo ainda € carente de
estudos, principalmente no que diz respeito ao tratamento de sementes com 0s
Oleos essenciais. Mais escassas ainda sdo as pesquisas destinadas a investigacao
do tratamento de sementes com esses produtos para 0 manejo de bactérias
fitopatogénicas.

A acdo fungitéxica do 6leo essencial de tomilho ja foi relatada sobre Penicillium
sp., Aspergillus sp. e Fusarium sp. em sementes de feijdo caupi (Vigna unguiculata),
submetidas ao tratamento com esse Oleo (KRITZINGER; AVELING; MARASAS,
2002). Tal acdo também foi relatada por Pereira et al. (2016) para o 6leo essencial
de citronela, que promoveu uma reducéo de 50% na incidéncia de Rhizoctonia sp. e
de 100% na de Pestalotiopsis sp. em sementes de Schinus molle tratadas com esse
Oleo. Ordofiez Lozada (2016), avaliando o efeito direto dos 6leos essenciais de
tomilho, capim-limdo e citronela como alternativa para o controle do fungo
Colletotrichum gloeosporioides em sementes de cebola, verificaram a acdo destes

sobre o fungo, protegendo a semente da acdo deste patdgeno.



40

Tabela 2 - Presenca (+) ou auséncia (-) de Pseudomonas syringae pv. tomato em

sementes de tomate submetidas ao tratamento com 6leos essenciais e termoterapia.

Experimento com Gleos essenciais

Tratamentos Repl Rep2 Rep3 Rep4d

Oleo essencial de tomilho (2%) - - - i

Oleo essencial de citronela (1%) - - - -
Semente com Pst sem tratamento + + + +

Semente sem Pst sem tratamento - - - -

Experimento com termoterapia

Tratamentos Repl Rep2 Rep3 Rep4

Semente com Pst 50°C/30’ - - - -
Semente com Pst 50°C/25’ - - - -

Semente sem Pst 50°C/30’ - - - .
Semente sem Pst 50°C/25’ - - - -

Rep: repeticdo por tratamento

Estudo envolvendo controle de bactérias em sementes foi desenvolvido por
Mbega et al. (2012), que, avaliando a eficacia de Oleos essenciais no controle de
Xanthomonas spp. em sementes de tomate, verificaram que o0s tratamentos
compostos pelos 6leos essenciais de 6leos de eucalipto, rosmaninho e niaouli , na
concentracdo de 2%, inibiram totalmente o crescimento da bactéria, ndo sendo
observados efeitos negativos sobre a sua germinacdo. Os resultados do presente
trabalho para o éleo essencial de tomilho concordam com os de Mbega et al. (2012),
promovendo erradicacdo da bactéria nas sementes tratadas.

No que se refere ao tratamento térmico, € importante considerar que por mais
eficaz que seja, ele pode causar danos as sementes oriundos de uma ma
combinacgao entre temperatura e periodo de exposi¢cao necessario para a eliminacao
do patégeno alvo. Entretanto, a temperatura letal para o patdégeno deve ser
consideravelmente inferior a letal para a semente (MACHADO, 2000).

A agua em seu estado liquido proporciona maior condutividade de calor em

relacdo aos demais veiculos, tornando a termoterapia com agua quente eficiente



41

(GRONDEAU; SAMSON, 1994) e recomendada para sementes de diversas
espécies de hortalicas (NEEGAARD, 1979). Sendo assim, 0 sucesso desse sistema
depende do conhecimento da combinacdo apropriada de temperatura e periodo de
exposicdo, que varia de acordo com a espécie vegetal, cultivar, lote, vigor inicial,
dentre outros fatores. Segundo Grondeau e Samson (1994), nos tratamentos de
sementes com agua quente, a temperatura deve se manter numa faixa entre 45°C a
60°C por um periodo de exposicdo maxima de 60 minutos, independente da
espécie.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com as
recomendacdes referentes ao tratamento térmico de sementes de tomate. Segundo
Dhingra, Muchovej e Cruz Filho (1980), a exposicdo de sementes de tomate a
temperatura de 50°C por 25 seria suficiente para o tratamento térmico destas,
independente do patégeno alvo. Machado (2000) também observou a eficiéncia
desse bindbmio temperatura/tempo de exposicdo no controle de Colletotrichum
gloeosporioides, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria e Alternaria solani em
sementes de tomate. No presente trabalho, a exposi¢ao a 50°C por 25’ promoveu a
erradicacao de Pst das sementes, 0 mesmo sendo observado para a exposicao por

30 minutos.

4.3 Efeito do tratamento com O6leos essenciais e da termoterapia sobre a

gualidade fisiolégica das sementes

O teste de germinacao revelou que a presenca da bactéria ndo interferiu na
germinacdo das sementes, visto que, embora tenha sido observada uma ligeira
reducdo no percentual de germinacédo, ndo houve diferenca significativa para esta
variavel entre os tratamentos sementes infectadas com Pst e sementes nédo
infectadas (testemunha). O 6leo essencial de tomilho se destacou por causar maior
reducdo na germinacdo das sementes tratadas nos dois experimentos. Os
tratamentos com termoterapia e com 0Oleo essencial de citronela ndo diferiram entre
si e da testemunha em ambos os experimentos (Tabela 3). E importante destacar
que, com excecao do tratamento composto por 6leo essencial de tomilho, todos os
outros proporcionaram uma porcentagem de germinagdo acima da minima exigida
para producdo e comercializacdo de sementes certificadas de tomate, que é de 70%
(ANUARIO, 2017).
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Tabela 3 — Porcentagem de germinacdo de sementes de tomate Santa Cruz

Kada® (ISLA) submetidas ao tratamento com 6leos essenciais e termoterapia.

T Experimento 1 Experimento 2
ratamentos
arcsen(x/100)* %2 arcsenV(x/100)* %2

Leite em p6 66,50 b 84,00 70,40 a 88,50
Oleo essencial de 72,15 ab 89,50 72,44 a 90,00
citronela 1%
Oleo essencial de 4764 ¢ 54,50 43,56 b 47,50
tomilho 2%
Termoterapia
il 76,47 ab 94.00 7419 a 92,50
Termoterapia
SO0 74,75 ab 92,50 74,70 a 92,00
ig{?eme com 72,11 ab 90,50 73,07 a 91,00
ig{feme sem 83,05 a 98,00 79.46 a 95,50

F 19,27+ 19.17%

C.V. (%) 7.26 7.77

DMS (5%) 11,75 12,45

** - significativo a 1%

a, b, c... — em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

!Dados transformados; ?Dados originais.

3Sementes inoculadas com Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) e sem tratamento
4Sementes isentas de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) e sem tratamento

Com relagdo aos experimentos in vivo, foi possivel observar diferenca
significativa entre a altura das plantas provenientes de sementes inoculadas com Pst
e daquelas isentas da bactéria, demonstrando que a bactéria pode ter interferido no
desenvolvimento das plantas. Em ambos os experimentos, os melhores resultados
foram obtidos com o tratamento térmico e o tratamento composto pelo 6leo
essencial de citronela (1%), ndo diferindo da testemunha composta por sementes
isentas de Pst. Ja o tratamento composto por Oleo essencial de tomilho 2% interferiu
negativamente no desenvolvimento das plantas, resultando em plantas
significativamente menores que aquelas observadas nos outros tratamentos (Tabela
4).
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Tabela 4 - Altura das plantas (em cm) aos 21 dias ap0s a germinacdo de
sementes de tomate Santa Cruz Kada® (ISLA), submetidas ao tratamento com

Oleos essenciais e termoterapia.

Experimento 1 Experimento 2
Tratamentos
Altura (cm) Altura (cm)
Termoterapia
18,75 a 20,75 a
50°C/25’
Oleo essencial de
, 19,75 a 21,00 a
citronela 1%
Oleo essencial de
, 9,00b 10,00 b
tomilho 2%
Semente sem Pst! 23,00 a 22,75 a
Semente com Pst? 575b 7,00c
F 39,50** 123,34**
C.V. (%) 15,54 8,00
DMS (5%) 5,17 2,85

** _ significativo a 1%

a, b, c... — em cada coluna, médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

1Sementes isentas de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) e sem tratamento
2Sementes inoculadas com Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) e sem tratamento

Muitas vezes, a presenca de patdgenos nas sementes ndo interfere na
germinacédo destas, porém pode alterar o vigor das plantas. De acordo com Couto et
al. (2004), a presenca de fungos e bactérias em sementes de mogno (Swietenia
macrophylla) ndo proporcionou reducdo significativa na germinagdo. Ramos et al.
(2014) observaram que sementes de milho infectadas por Fusarium graminearum e
Fusarium verticilioides, sob diferentes niveis de infeccdo, ndo tiveram sua
germinacao alterada, porém o vigor foi reduzido.

A semente com baixa incidéncia de patdégenos pode germinar quando semeada
em condicdes ambientais favoraveis. Porém, se o ambiente for adverso, a
germinacao é lenta, permitindo que patogenos infectantes colonizem a semente e a
plantula em desenvolvimento, podendo até causar a morte das mesmas (CASA et
al., 1995). Isso acontece devido ao rapido desenvolvimento e a alta agressividade de

alguns patdgenos latentes na semente, que retomam sua atividade assim que se
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deparam com condi¢cdes favoraveis, matando a semente antes dos primeiros
indicios de germinagdo (MENTEN, 1995b).

De acordo com Carvalho (1997), alguns patégenos ndo alteram a germinacéo
das sementes quando estes estdo colonizando-as, mas provocam perdas no vigor,
causando reducédo no rendimento quanto a sua produgédo no campo. Diante disso, foi
possivel entender o resultado deste trabalho, onde sementes infectadas com Pst
nao tiveram a taxa de germinacéao reduzida, porém tiveram seu vigor diminuido.

Quanto ao uso de 6leos essenciais no controle de fitopatdgenos em sementes, é
importante ressaltar que, apesar do seu grande papel na agricultura sustentavel,
esses compostos vegetais podem influenciar processos fisioldgicos da planta,
prejudicando a germinacdo das sementes e 0 desenvolvimento de plantulas,
devendo, portanto, ser avaliadas as condicbes que conferem uma boa germinacao
das sementes no campo (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Embora o tratamento com 0Oleo essencial de tomilho tenha erradicado Pst das
sementes de tomate, ele ndo representa uma alternativa viavel de controle, visto que
reduz a germinacdo, e o tratamento de sementes tem como objetivos principais
erradicar ou reduzir aos mais baixos niveis possiveis, 0s patdgenos presentes nas
sementes; promover condi¢des de uniformidade na germinagdo e promover 0
estabelecimento inicial da lavoura com uma populacao ideal de plantas (FRANCA
NETO, 2009). Jardinetti et al. (2011) também verificaram reducdo na germinacao de
sementes de milho quando submetidas ao tratamento com 6éleo essencial de
tomilho.

O presente trabalho revelou que tratamento com o 6leo essencial de citronela
nao afetou a germinacdo das sementes de tomate, fato jA ndo observado por Corlett,
Adamoli e Balbinotti (2015), que verificaram reducédo na germinacdo de sementes de
feijdo quando tratadas com esse mesmo 6leo em concentracdes acima de 5%.

Segundo Reigosa, Sanchez-Moreiras e Gonzales (1999), as concentracdes dos
Oleos essenciais determinam os efeitos dos aleloquimicos nos diferentes processos
fisiologicos de uma planta. Para Teixeira (2005), a acdo destas substancias
aleloguimicas ndo é muito especifica, portanto, uma mesma substancia pode
desempenhar varias funcbes, de acordo com sua concentracdo e forma de
translocacdo na planta. Alves et al. (2004) estudaram os efeitos do 6leo de canela

em tratamento de sementes de alface e verificaram que a germinacéo foi favorecida
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gquando concentracfes baixas do Oleo foram utilizadas, porém concentracoes
intermediarias e altas inibiram o percentual germinativo.

Segundo Bonna (2012), os 6leos essenciais possuem uma grande variedade de
compostos quimicos, o que dificulta atribuir um mecanismo de agao especifico para
a atividade antimicrobiana. Mas € sabido que esses 6leos afetam a estrutura da
parede celular, coagulando e desnaturando proteinas e alteram a sua
permeabilidade, levando a interrupcéo de processos vitais e a lise.

A auséncia de efeitos negativos da termoterapia sobre a germinagao constatada
neste trabalho concorda com os resultados de diversos autores que empregaram a
técnica no tratamento de sementes. Braga et al. (2010) concluiram que a
termoterapia (dgua quente a 55°C/30 min) € uma opcado consistente para o controle
de fungos associados as sementes de tomate, sem prejudicar o potencial fisiol6gico
das sementes, dependendo da qualidade inicial do lote. Costa et al. (2011)
verificaram que o tratamento a temperatura de 50°C por 30 minutos de sementes de
tomate cereja nao interfere na germinagédo e nem no vigor das mesmas. Schneider
(2012), adotando as temperaturas de 45°C, 50°C e 55°C por 15 minutos, observou
gue a germinacao e a integridade das membranas das sementes de pinhdo-manso
nao sao prejudicadas pelo tratamento térmico.

Vale ressaltar a importancia de se conhecer a condi¢ao fisioldgica das sementes
antes de se tomar a decisdo de submeté-las ao tratamento térmico. Alguns fatores
podem interferir nos resultados da termoterapia, como o tipo e procedéncia das
sementes, ou seja, efeitos variaveis do tratamento térmico podem ser observados
em relacdo a diferentes cultivares de uma mesma espécie ou diferentes lotes de um
mesmo cultivar (GROOT et al., 2006), além das condi¢des climaticas da regido onde
as sementes foram produzidas. Outro fator a ser considerado € a condi¢do
fisiolégica das sementes, isto €, sementes mais vigorosas, assim como sementes
dormentes, sdo mais tolerantes a temperaturas elevadas do que sementes com vigor
comprometido e ndo dormentes (TOITE; HERNANDES-PERES, 2005).

A presenca da bactéria Pst nas sementes de tomate proporcionou uma reducao
na alturas das plantas. Tal fato foi observado por Cruciol e Costa (2017), que
verificaram que a inoculagdo de Macrophomina phaseolina em sementes de soja
resultou em altura de plantulas reduzida, quando comparadas com a testemunha

composta por sementes sadias.
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Com relacdo ao desenvolvimento das plantas originadas de sementes
submetidas a termoterapia, os resultados do presente trabalho concordam com
Machado (2000), no sentido em que o bindbmio temperatura/tempo de exposicao de
50°C/25’ nao altera o vigor das plantas. Por outro lado, Domingues (2006), utilizando
o tratamento térmico para controle de Fusarium oxysporum f.sp. zingiberi em
sementes de gengibre a 50°C/30°, verificou que essa combinagéo
temperatura/tempo de exposicdo nao afetou a altura das plantas. Ja Santos et al.
(2016) expondo sementes de soja a termoterapia na temperatura de 40°C por 50
minutos, percebeu que as plantulas apresentaram redugdo em seu tamanho, devido
ao tempo de exposicdo em que a semente foi submetida.

O crescimento e desenvolvimento de plantulas, segundo Taiz e Zeiger (2007),
sdo comprometidos pela diminuicdo nas atividades enziméticas e/ou diminuicdo na
absorcdo de agua, causadas quando a semente sofre um grau moderado de
estresse, como o térmico, por isso a importancia de se conhecer bem a combinacéo
temperatura/tempo que deve ser empregada e o tipo de semente a ser tratada.

Com relacéo aos 6leos essenciais, 0s resultados obtidos para o 6leo essencial
de citronela concordam com aqueles de Pereira et al. (2016), que, avaliando o efeito
deste 6leo essencial na qualidade das mudas de Schinus molle, ndo observaram
interferéncia na altura das plantas. Por outro lado, Brito et al. (2012) observaram
drastica reducéo na germinacao e vigor de sementes de milho tratadas com 6leos de
citronela em relacdo a testemunha. A eficiéncia do tratamento com 6leos essenciais
pode ser influenciada pelos 6leos essenciais empregados, a composi¢cao destes, a

microflora presente nas sementes e as condi¢cdes de ambiente.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho, nas condicdes em que os experimentos
foram conduzidos, permitem concluir que a termoterapia (50°C/25" e 50°C/30’) e a
aplicacdo de Oleo essencial de citronela a 1% sao alternativas viaveis para o
tratamento de sementes de tomate infectadas com Pst, uma vez que erradicaram a
bactéria das sementes tratadas, sem prejudicar a germinacdo e o vigor destas.
Estudos adicionais se fazem necessarios para o 6leo essencial de tomilho, pois na
concentracao testada (2%), ha erradicacdo da bactéria, mas também a reducédo da

germinacao e vigor.
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