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RESUMO

Assi, L.; Viecelli, C.A.; Stangarlin, J.R.; Kuhn, O.J.; Meinerz, C.C.; Schwan-Estrada, K.R.F. Controle de pinta preta e de mancha bacteriana em
tomateiro por extrato formulado de Rosmarinus officinalis. Summa Phytopathologica, v.44, n.4, p.355-360, 2018.

Com o intuito de desenvolver novas medidas de protecdo de plantas
contra doengas, o objetivo deste trabalho foi verificar o controle da
pinta preta (Alternaria solani) e da mancha bacteriana (Xanthomonas
vesicatoria) no tomateiro, ¢ a atividade antimicrobiana contra
seus agentes causais utilizando p6 solivel de alecrim (Rosmarinus
officinalis). Para o teste de estabilidade, o p6 soluvel foi armazenado
a40 °C por 0, 60, 120 e 180 dias e testado em cinco concentragdes (0,
50, 100, 150 € 200 mg L™"). Definidos o tempo de prateleira e a melhor
concentracdo, avaliaram-se os intervalos de aplicagdo de sete, 14 ¢
21 dias. Como tratamentos controle foram utilizados os fungicidas

Azoxystrobina (200 mg do ingrediente ativo — i.a. mL") para pinta
preta e Oxicloreto de cobre (400 mg i.a. mL™") para mancha bacteriana.
Nao houve atividade antimicrobiana in vitro do extrato contra 4. solani
e X vesicatoria. A concentragdo calculada de extrato de alecrim que
resultou em menor severidade das doengas foi de 130 mg L™, com tempo
de prateleira do po soltivel de 24 meses. O extrato proporcionou 0 mesmo
nivel de controle da pinta preta e da mancha bacteriana que os fungicidas
utilizados, com eficiéncia de até 75%, em intervalo de aplicagdo de sete
dias. Estes resultados demonstram a eficiéncia do po soltvel de alecrim
para controle da pinta preta e da mancha bacteriana do tomateiro.

Palavras-chave: agricultura orgénica, alecrim, Alternaria solani, controle alternativo, indugdo de resisténcia, Solanum lycopersicum, Xanthomonas

vesicatoria.

ABSTRACT

Assi, L.; Viecelli, C.A.; Stangarlin, J.R.; Kuhn, O.J.; Meinerz, C.C.; Schwan-Estrada, K.R.F. Control of early blight and bacterial spot in tomato
by Rosmarinus officinalis extract. Summa Phytopathologica, v.44, n.4, p.355-360, 2018.

Aiming to develop new measures of plant protection against
diseases, the objective of this study was to verify the control of early
blight (4/ternaria solani) and bacterial spot (Xanthomonas vesicatoria)
in tomato plants, as well as the antimicrobial activity against their causal
agents, using soluble powder of rosemary (Rosmarinus officinalis).
For the stability test, the soluble powder was kept at 40 °C during 0,
60, 120 and 180 days and assayed at five concentrations (0, 50, 100,
150 and 200 mg L"). When the shelf life and the best concentration
were defined, the application intervals of seven, 14 and 21 days were
evaluated. As control treatments, the following fungicides were used:

Azoxystrobin (200 mg active ingredient — a.i mL™") for early blight
and Copper Oxychloride (400 mg a.i. mL™") for bacterial spot. There
was no in vitro antimicrobial activity of the extract against 4. solani
and X. vesicatoria. The calculated concentration of rosemary extract
that resulted in the least severity of diseases was 130 mg L™, with 24
months of shelf life of the soluble powder. The extract provided the
same control level for early blight and bacterial spot as that of the used
fungicides, showing efficiency of up to 75% at a seven-day application
interval. These results show the efficiency of rosemary soluble powder
in controlling early blight and bacterial spot in tomato plants.

Keywords: organic growth, rosemary, 4/ternaria solani, alternative control, resistance induction, Solanum lycopersicum, Xanthomonas vesicatoria.

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é suscetivel a grande
numero de doengas, como a mancha bacteriana e a pinta preta. A mancha
bacteriana causada por Xanthomonas vesicatoria Vauterin ¢ uma doenga
de ocorréncia muito frequente e destrutiva em condig¢des de elevada
umidade, precipitago e temperaturas, sendo o tomateiro suscetivel em
qualquer idade e todos os 6rgaos da parte aérea sdo afetados (11). A
pinta preta, causada por Alternaria solani Sorauer também ¢ importante
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doenga nas condigdes brasileiras de cultivo, devido ao seu alto potencial
destrutivo (10). A ocorréncia dessas doengas no tomateiro causa grandes
danos, principalmente no caso de cultivo organico, em comparagdo com
outras culturas mais resistentes, o que tem levado muitos agricultores
a optarem pelo cultivo convencional, fortemente dependente do uso
de defensivos quimicos (6).

Assim, em face aos problemas que tém sido verificados pelo uso
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continuo de pesticidas para o controle de doengas, como a selegéo de
isolados dos patogenos resistentes as substancias quimicas utilizadas,
poluicdo ambiental e intoxicagdes, tém-se buscado novas medidas
de protecdo das plantas. Uma das alternativas que tem demonstrado
resultados promissores ¢ 0 uso de extratos vegetais com propriedades
antimicrobiana direta e/ou de indugdo de resisténcia, a qual consiste
na ativagdo de mecanismos de defesa latentes existentes na propria
planta hospedeira (24).

Algumas pesquisas tém sido feitas para utilizar extratos e 6leos
essenciais da planta medicinal Rosmarinus officinalis L. (alecrim) para
o controle de doengas em plantas. Roder et al. (21) conduziu ensaios
em condi¢des de campo (cultivo organico) com dois cultivares de
morangueiro, ‘Camarosa’ ¢ ‘Dover’, para controle de Colletotrichum
fragariae Brooks em canteiros e de Rhizopus sp. Ehrenb. em pos-
colheita, utilizando extratos aquosos de alecrim e arruda (Ruta
graveolens L.) em concentragdo de 10%, preparados no momento do
uso e pulverizados quinzenalmente. Foi observado que para a cultivar
‘Camarosa’ o alecrim reduziu 51%, em média, a intensidade das doengas
quando comparado ao tratamento padrdo do produtor.

Kuhn et al. (9) verificaram que extratos aquosos obtidos de folhas
frescas de alecrim, em concentragdo de 10% (peso/volume) e aplicados
a cada sete dias, foram tdo eficientes quanto os tratamentos com
oxicloreto de cobre (4 g L) e acibenzolar-S-metil (50 mg L) para
o controle de X. vesicatoria em tomateiro “Débora Plus” em cultivo
protegido. Neste trabalho, no entanto, esses autores ndo testaram doses
e intervalos de aplicagdo do extrato de alecrim, o qual era preparado
no momento do uso.

Para patogenos de sistema radicular, os extratos ou derivados de
alecrim também tém mostrado eficiéncia de controle. Extrato aquoso
de folhas de alecrim em concentragdes de 1%, 5% e 10%, apresentou
tanto efeito nematostatico, com até 97% de paralizagdo do movimento
de juvenis de segundo estagio (J2) de Meloidogyne incognita (Kofoid
e White) Chitwood, quanto nematicida, com até 83% de mortalidade
de nematoides (19). Em ensaio com soja tratada com 6leo essencial
de alecrim a 1%, 2% e 3%, houve controle de M. javanica (Treub)
Chitwood, mas ndo de Pratylenchus brachyurus (Godfrey) Filipjev e
Schuurmans Stekhoven (16).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a atividade
antimicrobiana in vitro sobre X. vesicatoria e A. solani e o controle da
mancha bacteriana e da pinta preta em tomateiro utilizando formulagdes
estaveis, obtidas a partir de extrato aquoso de alecrim, determinando-se
ainda seu tempo de prateleira, intervalo de aplicagio e dose.

MATERIAL E METODOS

Obtencao e manutengao dos patdogenos

O isolado de 4. solani ASO1 foi proveniente de Marechal Candido
Rondon/PR e fornecido pela Universidade Estadual do Oeste do Parana
—UNIOESTE, o qual foi mantido em meio V8 a 25 °C e fotoperiodo de
12 h (2). Para X. vesicatoria foi utilizado o isolado 2010-24 proveniente
de Cacador/SC e fornecido pela Embrapa - CNPH, o qual foi cultivado
em meio agar-nutriente a 25 °C e mantido no escuro por 72 h. A
manutencdo da bactéria ocorreu em solugao salina (NaCl 0,85%) com
armazenamento a -20 °C (13).

Obtencio e avaliacio do extrato formulado

Folhas frescas de alecrim foram trituradas em liquidificador com
agua destilada durante 2 min e, ap0s filtragem em gaze, o extrato aquoso
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foi seco em atomizador a 106 °C, obtendo-se assim um formulado
po soluvel. Esse po soltvel foi armazenado em embalagem de papel
aluminio impermeavel (7 cm x 6,5 cm) contendo 1 g. Essas embalagens
foram submetidas ao processo de envelhecimento acelerado em estufa
de circulagdo forgada de ar a 40 °C por seis meses, ao que, ndo havendo
alterac@o na atividade biologica do produto durante este tempo de
armazenamento, atribui-se a0 mesmo a validade de 24 meses (3).

Com zero, 60, 120 e 180 dias de armazenagem as embalagens foram
retiradas e utilizadas para avaliar a atividade biologica em ensaios in
vitro (atividade antimicrobiana) e in vivo (controle de pinta preta e de
mancha bacteriana no tomateiro). Para tanto, os formulados foram
dissolvidos em agua destilada esterilizada para obter concentragdes de
0, 50, 100, 150 € 200 mg L', imediatamente antes do uso.

Atividade antimicrobiana

Para A. solani foi avaliada a germinagdo de conidios em lamina
de microscopia revestida com 800 mL de agar-agua 2%. Para tanto,
aliquotas de 50 mL dos formulados, com concentragdes corrigidas para
se manter os valores indicados, e aliquotas de 50 mL de suspenséo de
esporos de 4. solani (3x10* conidios mL™), obtidos de uma cultura com
14 dias de idade, foram distribuidas na superficie das laminas. Essas
laminas foram incubadas em camara imida sob luz fluorescente durante
24 h a 20 °C e fotoperiodo de 12 h. Como testemunha foi utilizada
agua destilada esterilizada (1). Ap6s 24 h foram adicionados 40 mL
de lactofenol com azul de algoddo em cada lamina, a fim de paralisar a
germinagao dos esporos. Foram utilizadas trés laminas por tratamento.
O esporo foi considerado germinado quando o comprimento do seu
tubo germinativo era maior ou igual ao menor diametro do esporo.

Para X. vesicatoria, 5 mL dos formulados, com concentragdes
corrigidas para se manter os valores indicados anteriormente, foram
esterilizados em filtro de seringa (membrana com 0,45 mm de didametro
de poro) e adicionados assepticamente em tubo de ensaio com meio
caldo nutriente. A concentrag@o bacteriana foi ajustada para todos os
tratamentos em 4x10* unidades formadoras de colonia (UFC) mL™".
A multiplicagdo bacteriana foi avaliada apds 24 h pela leitura de
absorbancia a 580 nm em espectrofotometro.

Para estes ensaios foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial simples, considerando quatro tempos
de armazenamento (0, 60, 120 ¢ 180 dias) e cinco concentragdes (0,
50, 100, 150 € 200 mg L), com trés repeti¢des. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, com posterior teste de médias ou
analise de regressdo, conforme a pertinéncia, utilizando o programa
SISVAR 5.3 (5).

Controle de pinta preta e mancha bacteriana no tomateiro

Avalia¢ao da concentracio do formulado

Sementes de tomateiro hibrido Débora-Plus (Sakata Seed
Sudamerica Ltda.) foram semeadas em bandejas de isopor com substrato
comercial e mantidas em casa de vegetacao climatizada a 28 °C+ 3 °C.
Apos 30 dias as mudas foram transplantadas para vasos de 1,5 L (uma
planta por vaso) contendo mistura de solo, areia e matéria organica
(2:1:2) autoclavados (1 ha 121 °C e 1 atm, sendo repetida a operagdo 24
h apds). Vinte dias apds o transplante as plantas foram aspergidas até o
ponto de escorrimento com os formulados nas concentragoes indicadas.
Trés dias apos o tratamento, as plantas foram inoculadas pela aspersdo
de suspensdo contendo 3x10* conidios mL™" de 4. solani ou 4x10° UFC
mL™"de X. vesicatoria, ¢ mantidas em cAmara imida por 24 h. Como
tratamentos controle foram utilizados os fungicidas Azoxystrobina
(200 mg do ingrediente ativo —i.a. mL™") para a pinta preta e oxicloreto
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de cobre (400 mg i.a. mL™") (fungicida com aciio bactericida) para a
mancha bacteriana. A severidade das doencas foi avaliada 28 dias apos
a inoculagdo (DAI) utilizando escalas diagramaticas (2, 17).

O experimento teve delineamento inteiramente casualizado com
arranjo fatorial simples, considerando quatro tempos de armazenamento
do formulado, cinco concentragdes, com trés repeticdes, sendo que estes
dados foram submetidos & analise de variancia e os dados ajustados em
analise de regressdo utilizando o programa SISVAR 5.3 (5).

Avalia¢ao do intervalo de aplicacio do formulado

Para determinar o melhor intervalo de aplicacdo do formulado de
alecrim para controle de pinta preta e mancha bacteriana no tomateiro,
foram empregados os mesmos procedimentos ja descritos, utilizando
apenas a concentragdo do formulado e o tempo de armazenamento que
apresentaram melhor controle dessas doengas no ensaio anterior. Foram
testados intervalos de aplicagdo de sete, 14 ¢ 21 dias, mantendo-se as
inoculacdes do patdgeno sempre aos trés dias apos os tratamentos.
Mesmo para os intervalos de sete e 14 dias ocorreram inocula¢des dos
patogenos todas as semanas para simular a ocorréncia de epidemias,
sendo cinco inoculagdes dos patogenos em todas as plantas. Dessa
forma, no total foram cinco, trés e duas aplicagdes de formulado
de alecrim para os intervalos de aplicacdo de sete, 14 e 21 dias. A
avaliagdo de severidade foi pontual e ocorreu aos 35 dias apods a
primeira inoculagéo.

O delineamento experimental, os tratamentos controle e a analise
estatistica foram como descritos no ensaio para avaliar a concentragao
do formulado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade antimicrobiana

A analise de variancia do efeito das concentragdes do extrato de
alecrim e do tempo de armazenagem do formulado p6 soltvel sobre a
germinacdo de conidios de 4. solani ndo foi significativa. A média geral
de conidios germinados para os diferentes tratamentos foi de 46,57%,
enquanto que para a testemunha agua foi de 49,59%, indicando ndo
haver com esse extrato soluvel atividade antimicrobiana direta sobre
esse patogeno (dados ndo mostrados).

Resultados opostos foram encontrados por outros autores, onde o
extrato bruto aquoso de alecrim, ndo submetido a tratamento térmico,
foi fungitoxico contra Alternaria alternata (Fr.) Keissl., Colletotrichum
graminicola (Ces.) Wilson, Rhizoctonia solani Kithn e Sclerotium rolfsii
Sacc. (25), o que foi verificado também por Pitarokili et al. (20) contra
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Sclerotium cepivorum Berk.,
Phytophthora nicotianae Breda de Haan e Fusarium spp. Link, por
Camatti-Sartori et al. (4) contra Fusarium sp. e Botrytis sp. Micheli
ex Haller isolados de gérbera e rosa, e por Scapin et al. (23) contra
Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs isolado de milho pipoca.

Para Alternaria solani, Itako et al. (7) verificaram que o extrato
aquoso, obtido de folhas frescas de alecrim no momento do uso,
inibiram em 79% a esporulacao desse patogeno a partir da concentragdo
de 10%, ¢ em 60% a germinagdo de conidios para a concentragdo
de 20% (ou 200.000 mg L"), concentragdes estas consideradas pelo
menos 1000 vezes maior em relagdo a maior concentragdo utilizada
neste trabalho, no valor de 200 mg L. Portanto, as concentragdes
relativamente baixas utilizadas neste trabalho, associadas a temperatura
de aproximadamente 106 °C durante a obtencdo do po soluvel podem ter
contribuido para a redugdo da atividade antimicrobiana desses extratos.
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Quanto a atividade antibacteriana sobre X. vesicatoria, também ndo
se verificou efeito significativo para o tempo de armazenamento do
po6 soluvel e para a concentragdo do extrato aquoso de alecrim (dados
ndo mostrados). Verificou-se assim, que o extrato de alecrim nestes
ensaios ndo mostrou atividade antimicrobiana contra X. vesicatoria. No
entanto, para outros produtos derivados de alecrim, a literatura apresenta
resultados diferentes. O dleo essencial de alecrim em concentragdes
de 4% e 8% inibiu in vitro a multiplicacdo de Ralstonia solanacearum
Smith isolada de tomateiro ¢ de pimentdo, respectivamente (14, 15).
Da mesma forma, o 6leo de alecrim a partir da concentragdo de 1%
inibiu in vitro a multiplicagdo de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
(Smith) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings isolada de feijao vagem
(26). Deve-se ressaltar, entretanto, que o 6leo essencial apresenta maior
concentracdo de principios ativos do que o extrato aquoso (12), além
do que, neste trabalho, foram testadas concentragdes pelo menos 400,
200 e 50 vezes menores em relagdo as concentragdes de 8%, 4% e 1%,
respectivamente, utilizadas naqueles trabalhos, quando se considera a
concentragdo de 200 mg L.

Controle de pinta preta e mancha bacteriana do tomateiro

Avaliacdo do tempo de armazenamento do po6 solivel e da
concentracio

Houve controle da pinta preta causada por A. solani em tomateiro
tratado com extrato soluvel de alecrim, com a mesma eficiéncia do
fungicida utilizado como tratamento padrdo (Figura 1). Ao utilizar o
extrato obtido de po soluvel sem armazenamento (dia 0) houve reducéo
linear da severidade da doenga em relag@o a concentragdo, enquanto que
para os demais tempos de armazenamento o efeito foi quadratico, mas
mantendo-se a mesma eficiéncia, o que indica, portanto, validade ou
tempo de prateleira desse produto de 24 meses na forma de p6 soluvel.
As concentragdes de 50 mg L™ para os tempos 60 e 180 dias e de 100
mg L™ para os tempos zero e 120 dias ndo diferiram do tratamento com
fungicida. Para as equagdes quadraticas, a concentragdo calculada de
extrato de alecrim que resultou em menor severidade da doenga foi em
média ao redor de 130 mg L. Assim, para o ensaio de intervalo de
aplicacdo, optou-se por utilizar esta concentragao.

Para a mancha bacteriana, também houve controle desta doenga pelo
extrato aquoso de alecrim, com comportamento quadratico em relagdo
as diferentes concentragdes testadas (Figura 2). As concentragdes de
100 e 150 mg L™ para os tempos 60 e 180 dias e de 150 mg L™ para os
tempos zero e 120 dias de armazenamento do po soliivel nao diferiram
do tratamento com fungicida. Dessa forma, como a eficiéncia do
produto foi mantida, a validade ou tempo de prateleira do mesmo ¢é de
24 meses na forma de p6 soltvel. A concentragdo calculada de extrato
de alecrim que resultou em menor severidade da doenga também foi
em média ao redor de 130 mg L. Assim, para os demais ensaios, como
intervalo de aplicacdo, optou-se por utilizar esta concentragao também
para o controle da mancha bacteriana.

Avaliagdo do intervalo de aplicacio

Houve controle de 4. solani em plantas de tomateiro tratadas com
extrato de alecrim (Tabela 1), com eficiéncia média de 61,10% em
relagdo a testemunha tratada somente com agua. O melhor controle foi
obtido quando o extrato foi aplicado em intervalo de sete dias (71,66%
de controle). No entanto, o extrato de alecrim aplicado em intervalos
de sete e 14 dias ndo diferiu do tratamento com fungicida.

Para a mancha bacteriana (Tabela 1), a eficiéncia de controle
proporcionada pelo extrato de alecrim foi de 62,76% em relagdo a
testemunha agua. O melhor controle foi obtido quando o extrato foi
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Figura 1. Severidade da pinta preta, causada por A. solani, em tomateiro tratado com diferentes concentragdes (50, 100, 150 € 200 mg L") de
extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis), obtido de formulado pé solivel armazenado por zero, 60, 120 ou 180 dias a 40 °C. Fungicida:
Azoxystrobina (200 mg L™).
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Cobre: fungicida oxicloreto de cobre (400 mg L™).
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Tabela 1. Severidade (%) da pinta preta, causada por 4. solani, e da mancha bacteriana, causada por X. vesicatoria, em tomateiro e porcentagem
de controle proporcionado pela aplicagdo do extrato aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis) em intervalos de 7, 14 e 21 dias.

Pinta Preta:

Intervalo (dias)

Tratamentos Controle (%)
) 7 14 21

Alecrim! 6,80 bC? 9,80 bB 13,20 bA 61,10

Fungicida 5,40 bB 7,80 bA 9,80 cA 69,96

Agua 24,00 aB 25,40 aAB 27,20 aA -

Meédia geral 14,38

C.V. (%) 9,92

Mancha Bacteriana:

Tratamentos Intervalo (dias) Controle (%)

7 14 21

Alecrim’ 5,60 bC? 9,00 bB 12,8 bA 15,85

Oxicloreto de cobre* 5,00 bB 6,8 bAB 9,60 cA 25,14

Agua 232 aB 23,6 aB 26,8 aA -

Meédia geral 13,60

C.V. (%) 13,58

"Extrato aquoso (130 mg L) obtido no momento do uso a partir do p6 solivel armazenado por 180 dias;

*Azoxystrobina (200 mg L™);

*0 patdgeno foi inoculado semanalmente em todas as plantas. A avaliagio de severidade ocorreu 35 dias apds a primeira inoculagdo. Médias seguidas de mesmas

letras, minasculas nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 5%);

*Oxicloreto de cobre (400 mg L™).

aplicado em intervalo de sete dias (75,82% de controle). No entanto, o
extrato de alecrim aplicado em intervalos de sete e 14 dias nao diferiu
do tratamento com oxicloreto de cobre.

O uso de alecrim para controle de doencas no tomateiro foi
relatado por Itako et al. (8), que observaram reducédo da severidade da
cladosporiose (Cladosporium fulvum Cooke) em tomateiro quando se
utilizou o extrato aquoso em concentragdes de 10% e 20%, obtido de
folhas frescas no momento do uso. Menezes et al. (18) conseguiram
controle de 4. solani do tomateiro, em casa de vegetagdo, com extrato
aquoso a 10%.

Em outros patossistemas, o extrato aquoso fresco de alecrim reduziu
a incidéncia de antracnose (Colletotrichum fragariae Brooks) em
condi¢des de campo em frutos de morangueiro (21), e o 6leo de alecrim
reduziu em 69% a érea abaixo da curva de progresso da ramulose
(Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides Costa) em algodoeiro
(22). No entanto, o 6leo essencial ndo foi eficiente para o controle do
crestamento bacteriano comum em feijdo vagem em ensaio em casa
de vegetacdo com o 6leo em concentragao de 0,5% (27).

Dessa forma, conclui-se que o extrato aquoso de alecrim, em
formulacdo p6 soluvel, manteve-se estavel por até dois anos de
armazenamento, ¢ que quando aplicado a 130 mg L' em intervalo
de sete dias, ¢ capaz de controlar a pinta preta e a mancha bacteriana
do tomateiro. Essa mesma formulagdo ndo apresentou atividade
antimicrobiana direta sobre 4. solani e X. vesicatoria, patdgenos
causadores dessas doengas.
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