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RESUMO

Em vista do crescente aumento da populacdo mundial e da demanda na producéo de alimentos,
cresce também a preocupacdo em produzir um alto volume de alimentos sem perdas
provenientes de ataques de pragas. O método mais utilizado para controle de pragas é o controle
com defensivos quimicos que sdo toxicos ao meio ambiente e ao homem. Uma alternativa ao
uso desses produtos sdo 0s insumos naturais que tém sua utilizagdo desde a antiguidade. Os
objetivos deste trabalho foram levantar os dados publicados na literatura sobre a utilizacdo de
produtos naturais (extratos vegetais e 6leos essenciais) como ferramenta no controle alternativo
ao fungo Macrophomina phaseolina; avaliar a utilizagdo de extratos organicos da alga verde
Penicillus capitatus no controle de fungos e bactérias fitopatogénicas de importancia na
agricultura pernambucana; avaliar a inducao de resisténcia pela expressdo génica, do extrato
etanolico das folhas de Allamanda blanchetii, em plantas de Sacharum officinale (variedade
SP-791011) suscetivel ao fungo Sporisorium scitamineum. A revisdo a cerca dos compostos
naturais (extratos, 6leos essenciais e/ou compostos purificados) no controle de M. phaseolina
sistematizou um total de 59 espécies, distribuidas em 29 géneros e 22 familias, com Fabaceae
(7), Asteraceae (5) e Lamiaceae (3) como taxons mais ricos. Os extratos organicos de P.
capitatus foram sucessivamente extraidos com éter de petréleo, diclorometano, acetona e
metanol, e ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. O método de microdiluigdo em
caldo foi utilizado para estudar a atividade antimicrobiana dos extratos frente a seis linhagens
bacterianas e seis fungos. A analise fitoquimica revelou a presenca de flavonoides e
triterpenoides e compostos fendlicos em todos os extratos. Os 6leos volateis estavam presentes
apenas no extrato de ciclohexano, enquanto outros metabdlitos, como alcaloides, esteroides,
taninos, cumarinas e saponinas estavam ausentes. Para as bactérias fitopatogénicas, os melhores
resultados foram apresentados pelo extrato de ciclohexano contra Xanthomonas campestris pv
campestris, X. campestris pv malvacearum e X. campestris pv viticola, enquanto
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum apresentou maios resisténcia aos extratos
organicos de P. capitatus. Para atividade antimicrobiana contra fungos fitopatogénicos, os
melhores resultados foram apresentados com extrato de ciclohexano contra Fusarium solani,
enquanto Aspergilus flavus apresentou maior resisténcia aos extratos organicos de P. capitatus.
O efeito do extrato etandlico de Allamanda blanchetii na inducdo de mecanismo de resisténcia
em uma variedade de cana-de-agucar suscetivel ao carvao foi avaliado pela expressdo génica.

A analise fitoquimica para conhecer o0s principais compostos vegetais utilizados neste estudo



foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD). Flavonoides foram os compostos
mais abundantes seguidos por terpenos, esteroides e saponinas. Em condicdes de estufa as
plantas de cana-de-agucar, SP-791011 (suscetivel ao carvédo), foram pulverizadas com extratos
de A. blanchetii em concentragfes de 1000 ppm e grupo controle com acilbenzolar-S-metil
(ASM) (100mg/L). Folhas foram coletadas em 0, 24 e 48 horas ap0s a pulverizagdo e usadas na
analise de RT-PCR para identificar a expressdo do gene de defesa. Mudancas na expressdo do
gene foram observadas nos diferentes tratamentos. O extrato de A. blanchetii induziu um
aumento na expressao da glucanase e foi mais efetivo que o indutor ASM. O gene SNPR1
apresentou aumento nos dois tratamentos. Os resultados indicam que o extrato etanolico de A.
blanchetii foi capaz de ativar o mecanismo de resisténcia, como observado em plantas

resistentes.

Palavras-chave: Controle alternativo de plantas. Inducdo de resisténcia. Produtos naturais.

Biopesticidas.



ABSTRATC

In view of the increasing world population and the demand for food production, there is also
growing concern about producing a high volume of food without losses from pest attacks. The
most commonly used method for pest control is control with chemical pesticides that are toxic
to the environment and to humans. An alternative to the use of chemical pesticides are natural
inputs that have been used for millennia of years. The objectives of this work were to collect
data published in the literature using natural products (plant extracts and essential oils) as a tool
in the alternative control to the fungus Macrophomina phaseolina; to evaluate the utilization of
the green algae Penicillus capitatus in the control of fungi and phytopathogenic bacteria of
importance in the agriculture of Pernambuco and to evaluate the induction of resistance, through
the gene expression, of the ethanolic extract of the leaves of Allamanda blanchetii, in plants of
Sacharum officinale SP-791011) susceptible to the fungus Sporisorium scitamineum. The
review of the natural compounds (extracts, essential oils and / or purified compounds) in the
control of M. phaseolina systematized a total of 59 species, distributed in 29 genera and 22
families, with Fabaceae (7), Asteraceae (5) and Lamiaceae (3) as richer taxa. The organic
extracts of P. capitatus were successively extracted with petroleum ether, dichloromethane,
acetone and methanol, and cyclohexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. The broth
microdilution method was used to study the antimicrobial activity of the extracts against six
bacterial lines and six fungi. Phytochemical analysis revealed the presence of flavonoids,
triterpenoids and phenolic compounds in all extracts. Volatile oils were present only in the
cyclohexane extract and other metabolites such as alkaloids, steroids, tannins, coumarins and
saponins were absent. For phytopathogenic bacteria, the best results were presented by
cyclohexane extract against Xanthomonas campestris pv campestris, X. campestris pv
malvacearum and X. campestris pv viticola, while Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum presented greater resistance to the organic extracts of P. capitatus. For
antimicrobial activity against phytopathogenic fungi, the best results were presented with
cyclohexanic extract against Fusarium solani, while Aspergilus flavus presented greater
resistance to the organic extracts of P. capitatus. The effect of the ethanol extract of Allamanda
blanchetii on the induction of resistance mechanisms in a variety of sugarcane susceptible to
coal was evaluated through gene expression. The phytochemical analysis to know the main
plant compounds used in this study was detected by thin layer chromatography (CCD).

Flavonoids were the most abundant compounds followed by terpenes, steroids and saponins. In



greenhouse conditions, the sugarcane plants SP-791011 (susceptible to coal) were sprayed with
A. blanchetii extracts at concentrations of 1000 ppm and acylbenzolar-S-methyl (ASM) (100
mg/L). Leaves were collected at 0, 24 and 48 hours after spraying and used in the RT-PCR
analysis to identify expression of the defense gene. Changes in gene expression were observed
in the different treatments. The extract of A. blanchetii induced an increase in glucanase
expression and was more effective than the ASM inducer. The SNPR1 gene showed increase
in both treatments. The results indicate that the ethanolic extract of A. blanchetii was able to

activate the mechanism of resistance, as observed in resistant plants.

Keywords: Alternative pest ontrol. Resistance induction. Natural products. Biopesticides.
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1. INTRODUCAO

O agronegocio € um dos setores de maior destaque no Brasil, apresentando ampla variedade
de espécies produzidas em todo o pais, que possui diversas caracteristicas edafoclimaticas e,
assim, o torna um dos maiores produtores mundiais de produtos agricolas. O segmento gera,
aproximadamente, 5,6 milhGes de empregos, em plantag6es que cobrem mais de 2 milhdes de
hectares, distribuidos por varios polos de producdo no pais. O Brasil é o terceiro maior produtor
de frutas no mundo, ficando atras apenas de China e India, 0 que mostra a relevancia do setor
para a economia brasileira (TREICHEI et al., 2016).

A agricultura representa cerca de 20% da balanca comercial brasileira, ou seja, participa
com aproximadamente 1 trilhdo de reais do Produto Interno Bruto (PIB). Ademais, contribui
com 41% das exportacdes do Brasil e emprega, direta e indiretamente, entre 25 e 30 milhdes de
pessoas, cerca de 30% da populacdo economicamente ativa (MENTEN, 2014).

Um problema que afeta o agronegocio sdo as pragas e doencas, ¢ um dos fatores que
podem diminuir drasticamente os valores finais da produgdo de uma dada cultura. Essas
doencas podem ser causadas por virus, bactérias, fungos, e nematoides fitopatogénicos, que muitas
vezes se alastram pelas lavouras causando prejuizos de bilhGes de reais. As pragas sao responsaveis,
em média, por cerca de 42,1% das perdas na producéo agricola. Estima-se que os fitopatdgenos
sejam responsaveis por 13,3% de danos, as plantas daninhas por 13,2%; e 0s insetos e &caros
por 15,6% (KREYCI, 2017).

No agronegocio, em todos os lugares do mundo, a intervencao para o controle de pragas
e doencas é largamente realizada pelo uso de produtos quimicos. O uso desses produtos pode
ter, a curto prazo, um efeito positivo para o produtor, mas, a longo prazo, os resultados para a
sociedade como um todo, para 0 meio ambiente e para o proprio produtor, podem se tornar
negativos. Dessa forma, traz graves problemas para a salde humana, animal, e sérias
consequéncias para 0 meio ambiente, como a contaminacdo dos alimentos, solo, &gua e animais,
geram resisténcia de patdgenos, de pragas e de plantas invasoras a certos principios ativos dos
agrotoxicos; o surgimento de doencas iatrogénicas (as que ocorrem devido ao uso de
agrotoxicos); o desequilibrio bioldgico, alterando a ciclagem de nutrientes e da matéria
organica; a eliminacdo de organismos benéficos e a reducdo da biodiversidade (BETTIOL;
MORANDI, 2009).

A reducdo ou eliminagéo de produtos quimicos no controle de pragas e doengas de plantas
é uma necessidade econémica e ambiental. Na busca de controle alternativo, eficaz e menos

danoso, observa-se 0 uso de extratos de plantas no combate a esses problemas. As plantas
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produzem metabdlitos para sua defesa contra os organismos fitopatogénicos, metabdlitos esses
que sdo objeto de pesquisa para formulacdo de defensivos agricolas naturais. As vantagens
relacionadas ao uso de extratos vegetais, devem-se ao fato de encontrar novos compostos, 0s
quais os patdgenos ndo se tornem resistentes, além de serem degradados rapidamente no
ambiente, sdo menos toxicos, derivados de recursos renovaveis, possuem um amplo modo de
acao e mantém a produtividade e a qualidade dos produtos agricolas (FERRAZ et al., 2008;
JAMAL et al., 2008; PERREIRA, 2014; SILVA 2017).

A agricultura sustentavel envolve o manejo adequado dos recursos naturais, evitando a
degradacdo do ambiente de forma a permitir satisfacdo das necessidades humanas atuais e
futuras. A conscientizacdo acerca dos problemas ambientais causados pelos agroguimicos e a
busca pela redugéo de uso, controle de doengas, pragas e plantas invasoras tém levado a muitas
pesquisas que visam a obtencéo de tecnologias e produtos pouco téxicos a natureza, varios deles
ja utilizados no passado de forma empirica no manejo fitossanitario (BETTIOL; MORANDI,
2009; RODRIGUES et al., 2006).

Diversos estudos tém apontado o potencial de uso dos extratos de algas como potenciais
promissores para protecdo vegetal. Sendo também relatado aumento da tolerancia vegetal a
estresses bidticos e abioticos. Estas pesquisas mostram que, mesmo em baixas concentragdes,
0s produtos a base de extratos de algas apresentam atividade antimicrobiana, sugerindo que os
derivados dos extratos possuem compostos bioativos (KHAN et al., 2009; CARVALHO et al.,
2013, 2014).

O Brasil é o pais responsavel pela gestdo do maior patriménio de biodiversidade do
mundo, contando com mais 46 mil espécies catalogadas da flora (MMA Flora do Brasil 2020).
Na busca por compostos naturais utilizados como fontes alternativas ao emprego de
antimicrobianos sintéticos as plantas e algas sao alvos dessa investigacdo (RODRIGUES et al.,
2006).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de compostos naturais no controle de bactérias, fungos fitopatogénicos,
além de verificar o efeito do extrato etandlico das folhas de Allamanda blanchetti

(Apocynaceae) na inducdo de resisténcia de cana-de-agucar suscetivel ao fungo Sporisorium
scitamineum.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar o estado da arte sobre a utilizacdo de produtos naturais provenientes de plantas no

controle de Macrophomina phaseolina;

Avaliar o potencial de extratos organicos da alga verde Penicillus capitatus no controle de

bactérias e fungos fitopatogénicos;

Avaliar a inducéo de resisténcia, através da expressdo génica, do extrato aquoso das folhas de
Allamanda blanchetii em plantas de Sacharum officinale (variedade SP-791011).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 DOENCAS EM PLANTAS

As doencas constituem sérios problemas para a agricultura desde a remota antiguidade.
Entretanto existem divergéncias entre os fitopatologistas quanto a definicdo de “doencas em
plantas”. O conflito fica em separar doenca de uma simples injuria fisica ou quimica ou separar
doencga de praga ou de outros fatores que afetam negativamente o desenvolvimento das plantas
(MICHEREFF, 2014). Para Agrios, (2005), a definicdo de doenca é€:

O mal funcionamento de células e tecidos do hospedeiro que resulta da sua continua
irritacdo por um agente patogénico ou fator ambiental e que conduz ao
desenvolvimento de sintomas. Doenca é uma condicdo envolvendo mudancas
anormais na forma, fisiologia, integridade ou comportamento da planta. Tais
mudancas podem resultar em dano parcial ou morte da planta ou de suas partes.

Para Galimann (1946) “Doenga de planta é um processo dinamico, no qual hospedeiro
e patogeno, em intima relagdo com o ambiente, se influenciam mutuamente, do que resultam
modificagdes morfoldgicas e fisiologicas”. Esta defini¢cdo € mais aceita pelos fitopatologistas
(MICHEREFF, 2014).

Segundo Michereff (2014), a diferenca basica nas defini¢cdes entre esses e outros autores
consiste na possivel causa da doenga na planta, quanto a natureza. Algumas defini¢des
consideram ser decorrentes de agentes infecciosos, de natureza bidtica, com capacidade de
serem transmitidos de uma planta doente para uma planta sadia. Outras defini¢fes incluem
causas de natureza abidtica, que ndo podem ser transmitidas de uma planta doente para uma

planta sadia.

Seguindo a vertente de natureza ndo infecciosa, destacam-se as condi¢Ges desfavoraveis
do ambiente (temperatura excessivamente baixa ou alta, deficiéncia ou excesso de umidade,
deficiéncia ou excesso de luz, deficiéncia de oxigénio, polui¢do do ar), as deficiéncias e/ou
desequilibrios nutricionais e o efeito de fatores quimicos. Os agentes de natureza infecciosa
incluem fungos, bactérias, virus, nematoides, protozoarios e plantas parasitas superiores.
Apresentam extrema importancia para 0 homem devido aos danos causados diretamente as
plantas e aos seus produtos, bem como por influenciarem direta ou indiretamente na
rentabilidade do empreendimento agricola (MICHEREFF, 2014).

No novo texto da Convencdo Internacional para Protecdo de Plantas (CIPP 2006),

pragas e doencas devem ser consideradas, conjuntamente, como pragas. O conceito oficial de
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praga entdo estabelecido fica sendo: “qualquer espécie, raga ou biotipo de vegetais, animais ou
agentes patogénicos, nocivos aos vegetais ou produtos vegetais”, compreendendo animais
(insetos, acaros e nematoides) e doencas (causadas por fungos, bactérias, virus e viroides)
(CAROLLO; SANTOS FILHO, 2016).

Os agentes bioticos causam sérios danos na agricultura podendo debilitar o hospedeiro
por absorcdo de nutrientes da célula hospedeira; causar distirbios no metabolismo da célula
hospedeira através de toxinas, enzimas ou substancias reguladoras de crescimento por eles
secretados; bloquear o transporte de alimentos, nutrientes minerais e agua através de tecidos
condutores (AGRIOS, 2005; MICHEREFF, 2014).

Os tipos de celulas e tecidos que sao afetados determina o tipo de funcéo fisioldgica
que serd interrompida primeiro (Figura 1). Infeccdo de raizes pode torna-las incapazes de
absorver 4gua e nutrientes do solo; infeccdo do xilema interfere na translocagdo de agua e
minerais para a coroa da planta; infeccdo da folhagem, como acontece em manchas foliares,
ferrugem, mofo, mosaicos, interferem na fotossintese; infeccao de células do floema das folhas
e na casca de caules e brotos, como acontece e em doencas causadas por virus e protozoarios,
interfere com a translocacdo descendente de produtos fotossintéticos; e infeccdo de flores e
frutas interfere na reproducéo (AGRIOS, 2005).

Os agentes utilizam diversas formas para infectar o hospedeiro, como sitios lesionados
e aberturas naturais das plantas, tais como os estdbmatos, e enzimas podem ser secretadas pelos
patdgenos para invadir os tecidos das plantas por meio da degradacdo de macromoléculas da
parede celular (SLATER; SCOTT; FOWLER, 2003). Geralmente interagem com o hospedeiro,
invadem seus tecidos, gerando o processo infeccioso, e ao colonizarem a planta, retiram desta
todos os nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento. A disseminacdo desses patdgenos
é realizada passivamente por agentes como ar, insetos, agua, outros animais, sementes
contaminadas e até mesmo pelos seres humanos (BATISTA et al., 2011; SILVA, 2017).
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Figura 1. Representa¢do esquematica das fungdes basicas em uma planta (esquerda) e dos tipos de interferéncia
com essas fungdes (direita) causadas por alguns tipos comuns de doengas de plantas.

Praoteins synthesized

Vitamins and i
hormones formed ~

7

g } Shoot blight

{ \
Repraduction and ‘

storage of starch,
proteins,and fats.

Transpiration

Fruit spot

Carbon
Light dioxide

W\ FH

)

b
A
\ Translocation V|

| of water
\ and minerals

Photosynthesis
{food manufacture)

Sugars and nitrogen
rm amino acids =

Z -

Uptake of water

and minerals

Protein

synthesized

Fonte: Agrios (2005)

Alguns organismos sdo bastante versateis, com grande capacidade de adaptacdo a
ambientes diversos. Para algumas doengas, nenhuma medida de controle efetiva ainda é
conhecida, ou pouco efetiva, sendo possivel a obtencdo de colheitas pela combinacdo de
praticas culturais e uso de variedades parcialmente resistentes, com isso podem elevar o0s custos
de controle (LUCAS, 1998; MALAFAIA, 2016).

Com a expansdo do cultivo de plantas selecionadas, cresceu também a ocorréncia de
doencas. As exigéncias do mercado determinaram a necessidade de maior producdo por unidade
de area, levando os trabalhos de melhoramento a visarem apenas 0s aspectos agrondmicos
associados a produtividade. Estes motivos, além de outros, levaram algumas culturas a

verdadeiros colapsos, trazendo grandes problemas econdmicos e sociais.



21

Segundo Agrios, (2005) a interacdo dos fatores patdégeno, hospedeiro e ambiente é
essencial para a ocorréncia de doencas em plantas. A severidade das doencas infecciosas pode

ser maior ou menor, dependendo de outros fatores que compdem o tridngulo (Figura 2).

Figura 2: triangulo da doenca
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De acordo com Carollo e Santos Filho, (2016), na agricultura 0 homem é um fator tdo
importante no manejo das doencas que os autores propdem a figura de um tetraedro ao invés de

um triangulo, para melhor representar as interacdes entre fatores predisponentes a ocorréncia

de uma doenca (Figura 3).

Figura 3. Tetraedro de doencgas em plantas ou pirdmide de doengas
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2.2 FITOPATOGENICOS

As plantas sdo continuamente expostas a uma diversa gama de patdgenos como,
bactérias, fungos, nematoides, virus entre outros (Figura 4). As pragas Sao responsaveis, em
média, por cerca de 42,1% das perdas na producdo agricola, estima-se que os fitopatégenos
sejam responsaveis por 13,3% de danos, as plantas daninhas por 13,2%; e 0s insetos e acaros
por 15,6% (KREYCI, 2017). As perdas do agronegdcio brasileiro podem chegar a R$ 55 bilhdes
ao ano e avalia-se que, no mundo, as perdas da agricultura devido aos ataques de pragas
cheguem a quase 5% do PIB mundial (AGROLINK, 2017).

Figura 4: Morfologia e formas de multiplicacao de alguns dos grupos de patégenos vegetais.

- "7%‘9 M;{;ﬂ o {i
P ' £
& o

Plasr:odium =Pl é

Types of mycellum Spores

Fungi

Mcrphology and flagellati Fission Streptomyces
Mollicutes { D ; ’ 'l £ f W
Morphology Multiplication Spiroplasma

Parasitic g ‘Z. o
higher L DT
plants 3 %"' {
b
Dodder Witchweed Dwarf mistletoe Broomrapes
P JAHT
Viruses P sumgpmne @ Qe
Morphology Viroids
. — @
Nematodes R - //'.,1?,\\.\ /F
. g\ S~ /
~N) D ~
Adults T Egg Juvenile Protozoa (flagellates)

Fonte: Agrios (2005)

Organismos fitopatogénicos podem ocasionar perdas no agronegécio nas fases de pré e
pos-colheita, prejudicar a aparéncia das plantas, alterar suas caracteristicas fisicas e quimicas,
assim como, diminuir o contetdo nutricional. Eles podem ser encontrados associados a diversas
partes das plantas, tais como raiz, caule, folhas, botdes florais, flores, frutos e sementes
(JUNQUEIRA et al., 2006; BESSA, 2017; AGRIOS, 2005).

Os danos causados pelos patogenos as plantas podem gerar efeitos diversos e

significativos. A tipologia de danos ajuda a identificar os tipos e variedades de plantas que
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podem desenvolver doengas em determinada area geografica, assim como minimizar o impacto
agrondmico imediato e ndo comprometer a capacidade futura de producdo. Inclui danos
potenciais e danos reais. O dano potencial pode ocorrer na auséncia de medidas de controle, o
dano real é o que ja ocorreu ou que ainda esta ocorrendo, pode ser direto e indireto. O dano real
direto afeta a quantidade ou qualidade do produto ou ainda a capacidade futura de producéo.
Pode ser direto primario causado na pré-colheita e pos-colheita, ocorrendo desde a estocagem
das sementes, passando pela germinacdo, crescimento da planta, colheita, manuseio e
estocagem do produto colhido. Pose ser direto secundario cuja causa é o patdgeno veiculado
pelo solo ou disseminado por érgdos de propagacdo vegetativa de seu hospedeiro. Dano real
indireto compreende os efeitos econdmicos e sociais das doencas de plantas que estdo além do
impacto agrondmico imediato, podendo ocasionar danos no &mbito do produtor, da comunidade
rural, do consumidor, do Estado e do ambiente. (CAROLLO e SANTOS FILHO, 2016).

Em todas as doencas infecciosas, uma serie de eventos distintos ocorre em sucessdo e
leva ao seu desenvolvimento, ou seja, o ciclo da doenca. As vezes, corresponde perto de ciclo
de vida do patgeno, mas refere-se principalmente a aparéncia, desenvolvimento e perpetuacdo
da doenca como uma funcdo do patdgeno e ndo para o patdégeno em si. O ciclo da doenca
envolve mudancas na planta e seus sintomas. O primeiro evento em um ciclo de doenga € a
inoculacdo, seguido por penetracdo, estabelecimento de infeccdo, colonizagdo (invasao),
crescimento e reproducgdo do patdgeno, disseminacao do patégeno e sobrevivéncia do patdgeno

na ausencia do hospedeiro (Figura 5)
Figura 5: Etapas no desenvolvimento de um ciclo de doenca.
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2.2.1 Bactérias Fitopatogénicas

As bactérias fitopatogénicas sdo de grande importancia pela alta incidéncia e severidade
em culturas de valor econdmico, facilidade com que se disseminam assim como as dificuldades
encontradas para o controle das doencas por elas veiculadas. As bactérias penetram nas plantas
através de aberturas naturais como estdmatos, lenticelas, hidatodios, aberturas florais etc., e
também através de ferimentos. Uma vez no interior das plantas, elas podem se multiplicar nos
espacos intercelulares ou no tecido vascular (SILVA, 2017; MALAFAIA, 2016).

Em condicGes favoraveis, doencas bacterianas podem ser responsaveis por grandes
prejuizos, chegando em alguns casos a serem limitantes a exploragdo econdmica das plantas
ornamentais, frutas, hortalicas, entre outros cultivos. Além disso, os sintomas ocasionados por
bactérias fitopatogénicas também podem ser causa de impedimento de exportacGes, além de

servirem de porta de entrada a outros organismos patogénicos.

Dentre as inumeras variedades de bactérias fitopatogénicas, algumas se destacam:
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Ralstonia solanacearum merece destaque
por causar sérios danos a uma grande variedade de hospedeiros. Acidovorax avenae subsp.
citrulli por causar a mancha aquosa, uma importante doenga bacteriana para as culturas da
melancieira e do meloeiro. Xylella fastidiosa, que tem sido associada a doencas de colheitas
economicamente importantes, incluindo citros, uva, ameixa, améndoa e péssego. Xanthomonas
citri subsp malvacearum, responsavel pela mancha-angular no algodoeiro (MARIANO;
SILVEIRA, 2004; SUASSUNA, 2008).

Acidovorax citrulli apresenta-se como bastonetes gram-negativos, aerébicos e moveis
por um flagelo polar. Apresenta bom crescimento em meio de cultura de rotina como Agar
nutritivo-extrato de levedura-dextrose (NYDA), onde forma col6nias pequenas com 0,7 a 1,0
mm, brancas ou cremes (MELO, 2004). E classificada filogeneticamente como pertencente ao
reino Procarioto, Dominio Bacteria, Filo Proteobacteria, Classe Betaproteobacteria, Ordem
Burkholderiales, Familia Comamonadaceae, Género: Acidovorax, Espécie: A. citrulli (EPPO,
2016).

Agente causal da mancha aquosa ou mancha de frutos bacterianos (BFB) é uma das
doencas mais destrutivas em meldo (Cucumis melo L.) e melancia (Citrullus lanatus (Thunb.)
Matsum. & Nakai) em regides produtoras em todo o mundo, especialmente na estacao chuvosa.
Por sua alta severidade € um dos principais problemas enfrentados pelas culturas de meldo no

nordeste do Brasil, principalmente cultivado e exportado no Ceara e no Rio Grande do Norte.
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Nestes estados, as perdas de produgdo de BFB séo estimadas em 40-50%, mas podem chegar a
100% (EPPO, 2013; ALVES et al., 2018)

Os sintomas da mancha aquosa podem se manifestar em qualquer fase de
desenvolvimento, nas folhas, pequenas lesdes marrons escuras, angulosas e encharcadas podem
aparecer, mas sdo geralmente imperceptiveis no desenvolvimento da planta. Plantulas oriundas
de sementes infectadas, apresentam grandes manchas encharcadas de coloragédo verde-escura e
marrons no hipocotilo, cotilédones e folhas adultas e, as vezes, necrose no hipocétilo, podendo
resultar na morte das mudas apés alguns dias. Os principais sintomas sdo encontrados nos
frutos como pequenas manchas oleosas, com ou sem halo, que rapidamente progridem e
coalescem, tornando-se manchas aquosas, claras ou escuras, com ou sem rachadura no centro,
essas rachaduras podem servir como porta de entrada para outros microrganismos que aceleram
o0 apodrecimento do fruto. Internamente, a bactéria causa podriddo seca na polpa do fruto
contaminando as sementes externa e internamente através da regido do hilo, o que dificulta a
erradicacdo. Sementes representam a fonte mais importante de in6culo primario para surtos de
BFB, contaminadas produzem plantulas doentes. A bactéria se espalha entre as plantulas e
infecta uma proporcao significativa das plantulas. A medida que as plantas crescem no campo,
0 patogeno se espalha (SANTOS; VIANA, 2000; ALVES et al., 2019).

As formas mais comuns de disseminacdo a longas distancias desse patdgeno se dao
por utilizacdo de sementes contaminadas e pelo transplantio de mudas contaminadas. A
disseminacédo da doenga dentro da area de plantio ocorre através de respingos de agua de chuva
elou irrigagdo, solos previamente infestados, transmissdo através de insetos, utensilios
agricolas, operérios de campo. A. citrulli sobrevive durante a entressafra em restos de cultura,
em hospedeiros silvestres e cultivados (MARIANO; SILVEIRA, 2004).

Pectobacterium carotovorum susp. carotovorum (Jones) Hauben et al é o agente
etiolégico da podriddo-mole, ocorre em planta no campo e em pds-colheita, tanto no
armazenamento como no transporte. Pertence ao Dominio Bactéria, Filo Proteobacteria, Classe
Gammaproteobacteria, Ordem Enterobacteriales, Familia Enterobacteriaceae, Género
Pectobacterium (CARVALHO FILHO; MELO, 2008). Bactérias pertencentes ao género
Pectobacterium sdo gram-negativas, anaerobicos facultativos, baciliforme, moveis. Em meio
de cultura tém crescimento 6timo entre 28-30°C, formam col6nias pigmentadas de coloragédo
creme, opacas, circulares ou amebdides, com bordos irregulares e de aproximadamente
15 a 3,0 mm de didmetro

Os sintomas sdo a podriddo mole, comeca com uma pequena lesdo encharcada com

rapido alargamento no didmetro e profundidade. A area afetada torna-se mole e murcha, os
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tecidos ficam na coloragcdo creme, desintegrando-se em uma massa podre uma jungéo das
células desorganizadas da planta e da bactéria. Pode haver rachaduras e exsudatos da massa
podre para a superficie. Os frutos podem ser convertidos em uma massa aquosa, em um prazo

de 3 a 5 dias, geralmente liberam um odor desagradavel (Figura 6).

Figura 6. Podriddo mole da batata por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Fonte: Carvalho Filho; Melo (2008)

P. carotovorum subsp carotovorum possui ampla distribuicdo em regido temperada e
tropical, e pode sobreviver em diversos ambientes como solo, rios e lagos (DE BOER et al.,
1987).

Perdas significativas de até 100% durante a estocagem de tubérculos de batata sdo
atribuidas a podriddes causadas por bactérias do género Pectobacterium. Os melhores meios
para controlar a doenca incluem plantio de tubérculos-semente sadios, reducéo de injurias nos
tubérculos durante a colheita e condi¢cdes adequadas de estocagem e cultivares resistentes
(BENELLI et al., 2004).

Ralstonia Solanacearum (Smith) é uma bactéria gram negativa, habitante do solo,
classificada filogeneticamente como pertencente ao reino Procariota, Dominio Bacteria, Filo
Proteobacteria, Classe Betaproteobacteria, Ordem Burkholderiales, Familia Ralstoniaceae,
Género Ralstonia, Espécie R. solanacearum (Smith), anteriormente chamada de Bacillus
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solanacearum, Pseudomonas solanacearum e Burkhloderia solanacearum (YABUUCHI et al.,
1995).

R. solanacearum é o agente causador da murcha bacteriana em numerosos hospedeiros,
as especies mais suscetiveis pertencem a familia Solanaceae, que compreende, além do tomate,
a batata, o pimentdo, a berinjela, o jil6 e o fumo. A apresenta elevada variabilidade fenotipica,
tradicionalmente traduzida em racas. E uma das maiores limitacdes ao cultivo da batata
(Solanum tuberosum L..) em regides de clima tropical, subtropical e zonas mais quentes de clima
temperado em todo 0 mundo. Esse patdgeno tem alto poder de destrui¢do por induzir sintomas
de murcha rapida e fatal em plantas hospedeiras, sendo classificado como o segundo patégeno
bacteriano agronomicamente mais importante. Em condi¢bes de alta infestacdo do solo, o
controle da doenca envolve, necessariamente, 0 uso de cultivares resistentes. A expressdo da
resisténcia, no entanto, esta fortemente correlacionada com condi¢Ges ambientais, como
temperaturas elevadas e altos niveis de umidade do solo (COELHO NETO et al., 2003;
PEETERS et al., 2013; LOPES; ROSSATO, 2013).

Em tomateiro, manifesta-se principalmente na formacéo do primeiro cacho de frutos
(Figura 4). Ao infectar a planta por ferimentos nas raizes, a bactéria se aloja no xilema, sob
condicBes favoraveis, ou seja, cultivar suscetivel e ambiente quente e imido, a bactéria se
multiplica, produzindo alta populagéo de células produtoras de polissacarideos extracelulares
viscosos, que obstruem o xilema, impedindo a absorcdo da agua pelas raizes. As células
bacterianas no interior do xilema também produzem enzimas que causam escurecimento
vascular, observado ao corte no caule (Figura 7). Uma reacdo da planta a falta de 4gua nos
orgdos aereos € a formacao de raizes adventicias na parte inferior do caule (Figura 7) (LOPES;
ROSSATO, 2013).

Figura 7. Planta de tomate com murcha-bacteriana, (A) Tomateiro com murcha-bacteriana generalizada (B)
Escurecimento vascular na base do caule de tomateiro afetado pela murcha-bacteriana.
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Diferentes doencas como a murcha-bacteriana, murcha-de-fusario, murcha-de-esclerécio,
murcha-de-verticilio e ataque de nematoide podem atacar o tomateiro. Em alguns casos fica dificil
o diagnostico entdo o recomenda-se fazer o teste do copo. Corta-se uma pequena porc¢do (cerca
de 5 cm) da parte mais inferior do caule de planta doente, colocando-a em seguida ligeiramente
submersa em copo transparente com agua limpa (Figura 8). A presenca de um filete leitoso
saindo do tecido em direcdo ao fundo do copo indica a presenca da murcha-bacteriana (LOPES;
ROSSATO, 2013).

Figura 8: Teste do copo, mostrando exsudagdo de pus bacteriano em caule de tomateiro afetado pela murcha
bacteriana.

Fonte: Lopes; Rossato, (2103)

Xanthomonas campestris pv. campestres (Xcc), de acordo com a classificacdo
taxonbmica estd agrupada no Dominio Bactéria, Filo Proteobacteria, Classe
Gammaproteobacteria, Ordem Xanthomonadales, Familia Xantomonadaceae, Género
Xanthomonas (EUZEBY, 1997). Bactéria gram-negativa, com formato de bastonete, apenas um
flagelo para mobilidade, aerdbia e ndo utiliza asparagina como fonte de carbono e nitrogénio.
Cresce em meios de cultura de rotina, agar nutritivo, as col6nias da maioria das espécies de
Xanthomonas sdo mucoides, convexas, de cor amarelada, com diametro de 1 a 2mm em até 4h.
Produzem um polissacarideo extracelular chamado de goma de xantana (SCHAAD et al., 2001,
MELO, 2016)

A podriddo negra é a bacteriose de maior importancia econémica das brassicas em geral,
é capaz de reduzir a produtividade em 60% a nivel mundial. Foi descrita pela primeira vez por

Garman (1894) nos Estados Unidos, e desde entdo tem sido identificada em brassicas em todos
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os continentes. No Brasil, sua distribuicdo € generalizada. Em Pernambuco, no municipio de
Camocim de S&o Feélix, é mencionada uma incidéncia de 77,60% para podriddo negra na cultura
do repolho (AZEVEDO et al., 2002; MELO, 2016).

Os sintomas dessa doenca podem ser observados em qualquer estadio de
desenvolvimento da planta. Geralmente, as folhas apresentam les6es amarelas em forma de
“V”, com o vértice voltado para o centro, que progridem para a nervura principal, tornando-se
necrosadas. Folhas, ramos e raizes podem apresentar-se negros devido a um polissacarideo
produzido pelo patégeno (RODRIGUES NETO & MALAVOLTA JUNIOR, 1995).

O processo da invasdao da bactéria é através de aberturas naturais da folha,
principalmente pelos hidatodios, por ferimento, multiplica-se intensamente nos espacos
intracelulares, atingindo o sistema vascular e, consequentemente, a todos os 6rgaos da planta.
Surge o aparecimento de manchas foliares cloréticas a necréticas em forma de V (Figura 9), da
margem foliar em diregdo & nervura central. Dependendo da umidade, a bactéria presente nas
goticulas de agua cobre a superficie das folhas e outras partes da planta, pode ser disseminada
pelo vento, chuva, e pelos implementos agricolas usados no manejo da cultura, injurias causadas
pelos insetos e ou através do sistema radicular. O Patogeno pode sobreviver nos restos culturais

incorporados no solo até dois anos (BILA et al, 2012).

Figura 9. Necroses foliares em forma de V

Fonte: Bila et al, 2012 (Fotografia S.M.S. Massomo, Tanzania)
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A Xcc pode ser transmitida por sementes, as quais constituem a fonte primaria da
infeccdo, principalmente em locais ausentes da doenca. Galli et al. (2001) mencionam que a
inoculacdo do patdgeno em sementes de couve-flor com 48h é suficiente para haver
contaminacédo de 100%, tornando-as incapazes de germinar. Nao existe um método de controle
efetivo da podridao negra, desse modo a prevencdo é o melhor controle. Por se tratar de doenga
sisttmica, uma vez instalada fica dificil o controle. A semente sadia é um fator primordial no

controle da doenca, como também cultivares resistentes (MELO, 2016).

Xanthomonas campestris pv.viticola (Nayudu) Dye (Xcv) apresenta células em formato
de bastonete, monocapsuladas, monoflageladas e com 1,2 a 2,5 pm de comprimento. As
colbnias sdo arredondadas, convexas, brilhantes e de bordos lisos, oxidativa, de coloracdo
creme-esbranquicada e gram-negativa, auséncia de pigmentos fluorescente em meio King’s B
e de atividade de urease e oxidase, ndo utiliza asparagina como Unica fonte de carbono e
nitrogénio.  Apesar desta bactéria pertencer ao género Xanthomonas, ndo produz

xanthomonadina, por isso, suas coldnias sao apigmentadas.

O cancro bacteriano da videira é causado por X. campestres pv. viticola, identificada
através de testes bioquimicos, culturais, fisiologicos e de patogenicidade (MALAVOLTA,
1999; NASCIMENTO, 2005). No inicio de 1998, foi detectado, pela primeira vez no Brasil 0
cancro bacteriano da videira em parreirais do Submédio Sdo Francisco, principal area produtora
de uvas finas de mesa do Brasil. onde a doenca vem causando prejuizos em cultivares
suscetiveis (MALAVOLTA et al., 1999)

Em plantas infectadas, nas folhas surgem como pontos necroticos de 1 a 2mm de
diametro, com ou sem halos amarelados, algumas vezes coalescendo e causando a morte de
extensas areas do limbo foliar. Nas nervuras e peciolos das folhas, nos ramos e raquis dos frutos
formam-se manchas escuras e alongadas, que evoluem para fissuras longitudinais de coloracéo
negra conhecidas como cancros. As bagas sdo desuniformes em tamanho e cor, podendo
apresentar lesdes necréticas (NAYUDU, 1972)

A bactéria pode ser introduzida em parreirais através de mudas infectadas e ser
disseminada, dentro dos parreirais, em restos de cultura infectados, ou através de manuseio
como, por exemplo, tesouras de poda, canivetes e luvas nédo desinfestados, utilizados na
colheita de frutos de plantas doente. A bactéria pode ser transportada por respingos de agua de

chuva ou irrigacdo, que a levem a longas distancias. O pus bacteriano, liberado dos cancros,


http://54.94.188.1/listapragas/praga.php?id=2676#modal-container-912
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pode constituir a principal fonte de inoculo a média e curta distancia veiculado em goticulas de
agua (NASCIMENTO, 2005; TRINDADE, 2007).

Danos causados por X. campestres pv. viticola na regido do Vale do Sao Francisco sdo
significativos, sendo um dos maiores problemas fitossanitarios da videira na regido. O controle
pode ser baseado em medidas preventivas tais como 0 estabelecimento de quebra-ventos,
inspecdes periddicas dos parreirais para detectar a presenca de sintomas e a instalacéo de tapetes
de cal virgem ou pedildvio com aménia quaternaria (0,1%) na entrada da &rea da produgéo.
Evitar o trénsito de maquinas e equipamentos entre areas produtoras, utilizar mudas e material
propagativo com Certificacdo Fitossanitario de Origem (CFO) e ainda a utilizacdo de controle
com agroquimicos (TRINDADE, 2007).

Xanthomonas citri subsp malvacearum (Xcm) pertence ao grupo das Gran-negativas,
aerodbica, apresentam morfologia de bastonetes retos, isolados, medindo 0,4-0,7 x 0,7-1,8 um,
sdo moveis por meio de um flagelo polar. A maioria das linhagens do género Xanthomonas
apresenta col6nias lisas, mucoides e de coloracdo amarelada (Figura 10) devido a presenca de
xantomonadina (BALANI, 2009).

Dentre as bacterioses do algodoeiro, a macha-angular provocada pela bactéria (Xcm)
ocorre de forma generalizada em todas as regides produtora de algoddo do mundo. Os sintomas
sdo caracterizados por lesGes angulosas, delimitadas pelas nervuras, de coloracdo parda e
consequentemente necrose do tecido. A disseminacdo do patdgeno pode ocorrer interna e
externamente nas sementes, sendo essa a principal fonte de disseminacdo em longas distancias.
A curtas distancias a disseminacao é favorecida por ventos, insetos, implementos agricolas e
chuvas frequentes, a bactéria é transmitida de uma planta pra outra por meio de respingo de
agua.

Figura 10: Xanthomona citri subsp. malvacearum em placa de Petri. A. col6nias crescidas em meio de cultura com
amido. B. Formacéo de halo transltcido ao redor das col6nias, apds adi¢do de lugol.

Fonte: Balani, (2009)
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2.2.2 Fungos Fitopatogénicos

Doencas causadas por fungos sdo consideradas como uma das principais causas de
perdas na fase de plantio, armazenamento e comercializacdo de frutas tropicais. Objetivando
minimizar o uso dos agrotdxicos por produtos alternativos, muitos pesquisadores vém
realizando estudos que revelem alternativas de tratamentos, seja para melhorar a qualidade

desses alimentos, seja para o controle de fitopatégenos (PEIXINHO et al., 2017).

Fungicidas originados de plantas sdo utilizados ha séculos. As pesquisas envolvendo a
procura de fungicidas obtidos de plantas, porém, s6 vém aumentando nos Gltimos vinte anos.
Tém se constatado na literatura pesquisas in vitro demonstrando que diversos patégenos pode

ser controlado com eficiéncia, por meio de extratos vegetais (VENTUROSO, 2009).

Os fungos de solo s@o responsaveis por perdas importantes em todos os tipos de cultivos
agricolas, ndo so6 nas lavouras, mas também nos produtos pds-colheita. Causam sérias doengas
e, dependendo do patdgeno, ocasionam lesdes nos érgdos de reserva como os frutos, sementes,
no caule, nas raizes, no sistema vascular, dependendo da intensidade da doenca, levam as
plantas a morte. Outro grande problema é a queda de produgéo e, consequentemente, prejuizos
financeiros para os produtores. Exemplos de fungos de solo sdo: Fusarium sp., Macrophomina
phaseolina, Sclerotium sp., Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium lecani, Rhizoctonia sp.,

Phytophthora sp., Pythium sp. e Plasmodiophora brassicae, Rhizopus stolonifer, entre outros.

A podridao cinzenta do caule causada por M. phaseolina, é de ocorréncia generalizada
nos solos cultivaveis do Brasil. E uma enfermidade que se manifesta principalmente em solos
compactados, onde as raizes ndao conseguem se aprofundar e estdo mais sujeitas as condicbes
de estresse hidrico. M. phaseolina € capaz de infectar mais de 500 espécies vegetais, tais como,

feijdo, milho, sorgo, amendoim, algodé&o e girassol, soja, entre outras (ALMEIDA, 2014).

O patogeno foi descrito por Goidanish em 1947 apds revisar a taxonomia do género
Macrophomina, constituido por apenas uma espécie: M. phaseolina (Tassi) Goid. O fungo
pertence ao filo Ascomycota, familia Botryosphaeriaceae, sendo caracterizado pela producéo
de picnidios e microesclerddios nos tecidos dos hospedeiros (NDIAYE, 2007; GOMES, 2014).

O micélio do fungo é uninucleado, entretanto, células das extremidades do micélio,
regido de crescimento, sdo usualmente multinucleadas de coloracdo acinzentada a preto, com
as hifas formando ramificages em angulo reto, produz picnidios negros e globulosos solitarios

ou agregados, que geralmente ocorrem nos tecidos vivos (KNOX-DAVIES, 1967). Segundo
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Pearson et al. (1987) existem diferencas morfoldgicas entre isolados e quando cultivados em
BDA alguns deles ndo produziram picnidios, e também podem variar quanto a viruléncia.
Werather e Koenning, (2006) mencionam que a podriddo de carvéo foi classificada em
segundo lugar na lista de doencas que afetaram a producéo de soja em 2003, nos EUA. No
Brasil, a ocorréncia de M. phaseolina foi relatada pela primeira vez infectando raizes de feijao
(BITANCOURT, 1935). Este fungo foi constatado nas Américas do Norte e do Sul, Asia, Africa
e Europa. Em regibes semiaridas de paises com clima tropical a subtropical ele é

economicamente mais importante (NDIAYE, 2007).

A infeccédo de M. phaseolina em feijdo caupi ocorre em diversas fases de crescimento
da planta. Na plantula os sintomas sdo observados nos cotilédones, na planta adulta, presenca
de lesdes necroticas na regido do colo, amarelecimento, murcha, desfolhamento prematuro e
morte da planta (DHINGRA e SINCLAIR, 1978).

Almeida et al (2014) mencionam que em tecidos infectados, o fungo M. phaseolina,
produz microesclerdédios em grande quantidade, os quais constituem em uma das formas de
sobrevivéncia do fungo. Microesclerddios sdo produzidos a partir do micélio, consistindo de
estrutura multicelular, dura e resistente a condicGes adversas, e séo facilmente encontrados sob
a epiderme das raizes ou na camada externa do cdrtex e na regido do colo. No ciclo da podriddo
de carvdo, apds a morte da planta, a colonizagdo dos tecidos do hospedeiro e a formacéo de
microesclerddios continuam, com a decomposicdo desses tecidos, 0s microesclerodios sdo
liberados no solo. Quando introduzidos em uma nova area, os microesclerodios passam a ser a
principal fonte de inoculo primério do fungo. Dependendo das condi¢Ges ambientais e do
contato com a regido do colo ou da raiz da planta, germinam e infectam as raizes. Meyer et al.
(1974) afirmam que os microesclerddios sdo capazes de sobreviver no solo por dois a quinze

anos.

No plantio de soja, as plantas doentes apresentam lesdes necroticas nas raizes, caule,
ramos e pedunculos por onde chegam até as vagens e invadem os graos, que se destinados a
semente, tornam-se a principal fonte de disseminagdo na maioria das culturas afetadas. Plantas
severamente infectadas morrem prematuramente em virtude da producéo de toxinas do fungo e
pelo blogueio dos vasos do xilema (GOMES, 2014).

Uma caracteristica importante de M. phaseolina € a dificuldade que alguns isolados
apresentam em esporular abundantemente em meios artificiais. Tal caracteristica tem

dificultado os estudos relacionados & patogenicidade e a fontes de resisténcia pois a presenca
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de conidios vidveis é fundamental. Muitas vezes se faz necessario a inducdo artificial de

esporulacdo para solucionar o problema

Lehman et al. (1976) efetuaram um levantamento de doencas de soja na safra de
1973/1974 e constataram que em 104 lavouras localizadas nos Estados de Santa Catarina e do
Rio Grande do Sul, avaliadas quanto a incidéncia e a severidade das doencas, 5% das plantas
apresentavam infeccdo radicular causada por M. phaseolina. Ferreira et al. (1979), afirmam que
em anos secos e quentes, na regido Norte do Estado do Parand, as perdas em soja de varios
cultivares, atingidos por M. phaseolina chegaram a atingir 50%. Na safra 1996/97, os prejuizos
no Brasil foram estimados em 900 mil toneladas de grdos (WRATHER et al., 1997).

Fusarium solani (Mart.) Sacc Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina,
Classe Sordariomycetes, Subclasse Hypocreomycetidae, Ordem Hypocreales, Familia
Nectriceae que esta representada por 32 espécies e 18 variedades e tem como sinonimia
Fusarium javanicum (INDEX FUNGORUM, 2011). A principal caracteristica do género
Fusarium é a formacdo de conidios alongados, fusiformes, com vérios septos. E o terceiro
género de fungos com maior nimero de espécies que podem causar doencas em plantas,
humanos e animais. Produzem uma gama de toxinas que estao associadas a doengas em plantas,

mas também podem causar danos a satde humana e animal (MELO, 2014).

O género Fusarium apresenta uma expressiva importancia na agricultura por ser um
patégeno de interesse econdmico para varias culturas tais como: milho, tomate, soja, trigo,
feijdo-caupi, causando a podriddo das raizes, murcha e fusariose. Pode ser encontrado
habitando o solo nas mais diversas regides geograficas do mundo, principalmente em climas
tropicais e subtropicais. Os clamiddsporos, que séo esporos de resisténcia, fazem com que esse
patdgeno sobreviva por longos periodos no solo e assim pode colonizar, folhas, flores, ramos,
inflorescéncias e frutos através dos conidios que sdo disseminados pelo vento ou pela a gua.
A disseminacdo pode ocorrer também por implementos agricolas que contenham solo
contaminado por propagulos do fitopatégeno (DAVIS, et al., 2006; TINOCO, 2010).

Resultados obtidos pela Embrapa Milho e Sorgo na safra de 2006 e 2007, mostraram
que dentre os principais patdgenos associados a podriddo do colmo em milho, 20,68% sdo do
género Fusarium (COSTA et al., 2008). Notaro et al., (2013) efetuaram o primeiro
levantamento de fungos associados a podriddo radicular da mandioca em Pernambuco. Foram
realizadas coletas de material vegetal com sintomas e/ou sinais da doenca em quatro municipios

que estdo entre os principais produtores do estado: Jupi, Jucati, Sdo Jodo e Caetés. Houve
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prevaléncia de fungos Fusarium solani associados a podriddo radicular em mandiocas
provenientes das areas dos municipios de Jupi, Jucati e Sdo Jodo, e de Scytalidium lignicola

provenientes de areas do municipio de Caetés.

O termo Gibberella fujikuroi species complex (GFSC) compreende um grupo
monofilético que corresponde, em grande parte, a antiga se¢do Liseola, mas também inclui
espécies originalmente classificadas em outras se¢es de Furarium. Atualmente, pela nova
proposta de nomenclatura, esse complexo passou a ser denominado Fusarium fujikuroi species
complex (FFSC). O FFSC é composto por mais de 60 espécies bioldgicas e filogenéticas
formalmente descritas (GEISER et al., 2013; MELO, 2014).

Espécies do complexo Fusarium fujikuroi engloba importantes patdgenos de plantas
como, por exemplo, Fusarium udum é o agente causal em murcha de Cajanus cajan e espécies
de Crotalaria. Outras espécies como F. thapsinum, F. nygamai. F. andiyazi, F. verticilloides.
F. proliferatum sdo associados a podriddo de colmo e espiga em sorgo, milho e milheto
(LESLIE et al., 2005; MELO, 2014).

Espécies de Fusarium também estdo associadas a doencas pés-colheita, Fusarium
verticillioides, F. subglutinans, F. musae, F. semitectum e F. camptoceras foram isolados de
frutos de banana com podriddo de coroa (MORETTI et al., 2004). Leslie; Summrell, (2006)
relatam Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. subglutnans e F. temperatum, em

gramineas cultivadas causando podriddo do colmo e espiga.

Leyva-Madrigal, (2014) avaliaram a diversidade de fungos do FFSC de uma colecao de
108 isolados fangicos obtidos de plantas de milho entre 2007-2011. Foram identificados
Fusarium verticillioides, F. nygamai, F. andiyazi e F. thapsinum correspondendo a 79, 23, 4 e
2 isolados respectivamente. F. verticillioides e F. nygamai foram os mais agressivos. Estas
espécies foram capazes de colonizar todos os tecidos da raiz, desde a epiderme até 0s vasos
vasculares, enquanto a infeccdo por F. andiyazi e F. thapsinum estava restrita a epiderme e as
celulas corticais adjacentes. Este & o primeiro relato de F. nygamai, F. andiyazi e F.

thapsinum infectando milho no México

Principal agente etioldgico da podriddo mole, Rhizopus stolonifer pertence ao Filo
Zygomycota, Ordem Mucorales, e Familia Mocoraceae. Entre 0s agentes causais de doencas
pos-colheita em péssegos destaca-se o Rhizopus, que é um género considerado polifago e causa
podridfes em numerosos tipos de vegetais e frutos (MASSOLA JUNIOR; KRUGNER, 2011).
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Os sintomas causados por Rhipozus stolonifer sdo caracterizados pela presenca de areas
circulares marrons e aquosas no fruto infectado, que liberam substancias de odor acido ou
fermentado. Observa-se uma massa de micélio densa e macia de coloragdo acinzentada,
crescendo na superficie do fruto. O sintoma aquoso no fruto aparece geralmente apds dois ou
trés dias, devido a rapida destruicdo dos tecidos causada pela grande quantidade de enzimas
pécticas (BAGGIO, 2012). Apesar das afirmacdes na literatura de que R. stolonifer penetra
seus hospedeiros exclusivamente na presenca de ferimentos, estudos preliminares recentes
sugerem que o fungo seja capaz de causar doengas em frutos ndo injuriados, pela proximidade
de frutos sadios com frutos doentes (BAGGIO, 2012).

Uma das importantes doencas da cana-de-agucar (Saccharum spp.) é o carvéo, causado
pelo fungo Sporisorium scitamineum (Syd.) M. Piepenbr., M. Stoll & Oberw. Anteiromente
chamado de Ustilago scitaminea, pertence ao Filo: Basidiomycota, Subfilo
Ustilaginomycotina, Classe Ustilaginomycetes, Subclasse: Ustilaginomycetidae, Ordem
Ustilaginales, Familia Ustilaginaceae (HAUKSWORTH et al., 1995; SILVEIRA, 2016).

O S. scitamineum é parasita de tecidos meristematicos. Sua penetracdo na planta é
realizada por hifas dicaridticas através de tecidos ndo diferenciados da parte basal das gemas
ou pela base das primeiras folhas emergentes. A disseminacdo do carvdo pode ocorrer pelo
transporte aéreo de telidsporos, transporte realizados por insetos, e através de mudas ou solo
contaminado. O uso de cultivares resistentes € a medida mais utilizada de controle (FRAGOSO,
2015).

O patogeno apresenta especificidade em relacdo ao hospedeiro, necessita de hospedeiro
vivo para seu ciclo de vida e convive por longo periodo no hospedeiro, cerca de dois a sete
meses antes de apresentar sintoma nas plantas infectadas. Infecta gemas de cana-de-agucar ou
tecidos meristematicos sob condi¢fes de umidade e temperatura favoraveis ao patdgeno. Os
danos econdmicos em funcdo do carvao sdo significativos, podendo causar perda de até 100%
da plantagdo (BUENO, 2010; TOKESHI; RAGO, 2005).

A cana infectada por S. scitamineum tem o meristema apical modificado, sendo
denominado “chicote” (Figura 11). Fica recoberto por uma pelicula prateada que contém uma
massa escura de teliosporos pretos e pulverulentos que sao facilmente destacados pelos ventos
(BOLDINI, 2016).
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Figura 11. Chicote apical em touceira de cana-de-acucar infectada pelo fungo por S. scitamineum

Fonte: Santos (2013)

James (1973) verificou a reducdo em sacarose das plantas afetadas pela doenca, fato este
explicado pelo decréscimo do didmetro das plantas doentes. Um conjunto de fatores colabora
para a reducdo da produtividade como: redugdo no didmetro e desenvolvimento dos colmos,
reducdo dos perfilhos industrializaveis e perdas do teor de sacarose pelo aumento de fibra e
consequente menos extracdo de acucar (BUENO, 2010).

Tokeshi (1987), ap6s avaliar campos plantados com cana-de-agUcar, variedade NA56-
79, no estado de S&o Paulo, registrou a incidéncia de 80% da doenca do carvédo. No Brasil, pelo
menos 14 doencas flngicas de cana-de-acUcar sdo registradas: ferrugem (Puccinia
melanocephala), registrada em todas as regides de cultivo do pais; carvdo (S. scitamineum)
registrada em todas as regides de cultivo; mancha amarela (Mycovellosiella koepkey),
predominante em &reas com maior indice de precipitacfes (como na Amazonia); mancha ocular
(Bipolaris sacchari), de ocorréncia em pequena escala e com maior importancia nos canaviais
do sul, por ser favorecida por invernos chuvosos e Umidos; mancha parda (Cercospora
longipes), que causa poucos problemas e cujo patégeno ainda nao é bem estudado; podridao de
fusarium (Fusarium moniliforme), associada com injurias fisicas, quimicas ou bioldgicas;
Pokkah-Boeng (Fusarium subglutinans) e; podriddo-abacaxi (C. paradoxa) (DOS SANTOS,
2008; SANTOS, 2013).
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Barbasso et al., (2010) reportaram o primeiro registro da Ferrugem alaranjada (Puccinia.
kuehnii) no estado de S&o Paulo. Os autores mencionaram que a ferrugem alaranjada devera
se expandir para outras importantes areas brasileiras produtoras de cana-de-agUcar, incluindo

0s estados nordestinos.

Os fungos podem causar uma série de danos aos grdos durante o plantio, colheita e
armazenamento. Varios géneros flungicos podem produzir micotoxinas, porém, Aspergillus,
Fusarium e Penicillium, sdo os géneros que produzem toxinas de maior importancia.
Aflatoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por espécies de Aspergillus,
principalmente A. flavus. Sdo compostos altamente tdxicos, mutagénicos, teratogénicos e
carcinogénicos encontrados em uma ampla variedade de produtos agricolas importantes como
por exemplo, milho, amendoim, arroz (RUSTON, 1997; AQUINO, 2003).

Aspergillus é um género composto por mais de 180 espécies anamorficas aceitas com o
teleomorfismo em nove géneros diferentes. O género é facilmente identificado pelas
caracteristicas do conidiéforo, mas a identificagdo das especies e diferenciacdo € complexa.
Macroscopicamente as coldnias pertencentes ao género Aspergillus sdo caracteristicamente
verdes a amarelo-oliva, embora eventualmente apresentem colora¢do amarelo puro, tornando-
se acinzentadas com a idade (RUSTON, 1997; AQUINO 2003).

Aspergillus flavus se desenvolve bem em substratos oleaginosos e, em menor
frequéncia, em substratos ricos em amido, como o milho, aumentando o nivel de producdo de
aflatoxinas. Umidade relativa do ar entre 80% e 90% e temperatura acima de 25° favorecem o
desenvolvimento de A. flavus, caracterizando-o como fungo de armazenamento (RUSTON,
1997; AQUINO 2003).

As espécies de Aspergillus sdo espécies saprobias e habitam preferencialmente o solo,
mas podem ser isoladas de agua, ar, plantas e animais. Varias espécies causam infeccdes, as
mais comuns sdo Aspergullus fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus. Aspergilose é o0 nome
dado a infec¢do micdtica provocada por qualquer espécie pertencente ao género Aspergillus
(LACAZ, 2002).
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2.3 CONTROLE DE DOENCAS EM PLANTAS
2.3.1 Controle Convencional

Os Agrotéxicos sdo substancias quimicas utilizadas no combate de pragas na
agricultura, pecuéria e em domicilios (herbicidas, fungicidas, inseticidas, bactericidas,
nematicidas, entre outros) amplamente utilizados no mundo e especialmente no Brasil, que esta
entre os paises campedes no consumo dos mesmos, muitas vezes de forma indiscriminada e
sem as devidas medidas de protecdo. O Brasil é o maior consumidor de agrotoxicos no mundo
(BRASIL, 2014) No Brasil, entre os anos de 2001 e 2008, a comercializagdo de defensivos
agricolas quimicos sofreu um aumento de U$ 2 bilhdes para mais de U$ 7 bilhdes (LONDRES,
2011)

O uso de agrotdxicos por unidade de area € um dos problemas da agricultura mundial.
Esta pratica no meio rural brasileiro tem trazido uma série de consequéncias como a
contaminacdo dos alimentos, do solo, da agua e dos animais; a resisténcia de patdgenos, de
pragas e de plantas invasoras; o desequilibrio bioldgico com a eliminacdo de organismos
benéficos; a reducdo da biodiversidade e o aumento das intoxicagdes ocupacionais, tornando-
se um dos principais problemas de satde publica no meio rural brasileiro (KORBES et al.,
2010). Em geral, essas consequéncias sdo condicionadas por fatores intrinsecamente
relacionados, tais como o uso inadequado dessas substancias, a alta toxicidade de certos
produtos, a falta de utilizagdo de equipamentos de protecdo e a precariedade dos mecanismos
de vigilancia. Esse quadro € agravado pelo baixo nivel socioeconémico e cultural da grande
maioria desses trabalhadores. O uso intenso dos agrotdxicos e os impactos que estes podem

causar tornaram-se um relevante problema ambiental e de salde publica.

De acordo com a Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, consideram-se agrotoxicos e

afins:

a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecédo de florestas, nativas ou implantadas, e
de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da agéo
danosa de seres vivos considerados nocivos; b) substancias e produtos, empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento; [...]
(BRASIL, 1989).

Os agrotoxicos estdo presentes no cotidiano da populacdo em geral, principalmente dos
trabalhadores agricolas, das mais diversas formas, expondo-os aos variados riscos a salde
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decorrentes deste uso. Os efeitos nocivos a saude humana podem ser caracterizados por rea¢es
alérgicas, intoxicacOes, alteracBes hematolOgicas, alteracBes nos sistemas respiratorio,

cardiovascular, pele e olhos, entre outras (BRETTAS, 2016).

Em 2014 foi registrada no Sistema de Informacdes de Agravos de Notificacdo (Sinan)
a maior incidéncia de notificacdo de intoxicacfes por agrotdxicos no Brasil: 6,26 casos para
cada 100 mil habitantes. Entre 2007 e 2015 foram notificados 84.206 casos (BRASIL, 2018).

Segundo o Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios (Agrofit) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), em 2014 foi registrada a maior quantidade de
agrotoxicos comercializados no Brasil. Entre 2007 e 2014 (Figura 12) esse quantitativo passou
de cerca de 623.353.689 quilos para 1.552.998.056 quilos, um aumento equivalente a 149,14%.
Por sua vez, a area plantada (representada pela soma da lavoura temporéaria e da lavoura
permanente) aumentou de 62.338.730 hectares para 76.246.588 hectares (22,31%). No que se
refere a comercializacdo de agroquimicos por hectare de area plantada, o Brasil registrou 16,87
kg/ha (BRASIL, 2018).

Figura 12: Quantitativo de agrotoxicos e afins comercializados no Brasil entre 2007 e 2014
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Fonte: Agrofit/MAPA 2014, Apud BRASIL 2018.

O herbicida glifosato, foi 0 mais vendido em 2014, correspondendo a 488.388.696,10
quilogramas, equivalente a 31,45% do total de agrotdxicos comercializados no Pais (Figura 13).
O glifosato é referido como um produto provavelmente carcinogénico para humanos (BRASIL,
2018).
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Figura 13: Agrotdxicos quimicos mais comercializados no Brasil 2014

Classificagao Agrotéxicos Total (kg) 2014
1 Glifosato® 488.388.696,10
2 2,4-D° 52.889.356,02
3 Oleo mineral (hidrocarbonetos alifaticos) 52.239.957,28
4 Acefato (organofosforado) 48.891.645,90
5 Metomil (metilcarbamato de oxima) 48.502.231,65
6 Clorpirifés (organofosforado) 46.760.108,99
7 Atrazina (triazina) 35.397.501,74
8 Dicloreto de paraquate (bipiridilio) 32.920.024,56
9 Carbendazim (benzimidazol) 15.307.157,79
10 Mancozebe (alquilenobis (ditiocarbamato)) 14.770.319,00

Fonte: Agrofit/MAPA 2014, Apud BRASIL 2018.

De acordo com dados do Ministério da Saude, citados pelos especialistas, o Brasil
registrou 5.501 casos de intoxicacdo em 2017, uma média de 15 pessoas por dia. Mais de 150
pessoas morreram no Brasil como resultado de envenenamento neste mesmo ano (BRASIL,
2018). Nesse sentido, surge a necessidade de conciliagdo do desenvolvimento econémico com

a promocdo do desenvolvimento social e da sustentabilidade ambiental,

2.3.2 Controle Alternativo

Um dos principais problemas da agricultura sustentavel refere-se ao controle de
doencas, pragas e plantas invasoras. Antes das facilidades da aquisi¢do de agroquimicos para o
controle dos problemas fitossanitarios, os agricultores utilizavam produtos obtidos a partir de
materiais disponiveis nas proximidades de suas propriedades, como por exemplo, as plantas
medicinais. Entretanto, esse uso foi diminuindo com a populariza¢éo do uso dos agroquimicos.
Devido a conscientizacdo dos problemas causados pelos produtos quimicos a salde do
agricultor e ao ambiente, a sociedade vem exigindo a redugédo de seu uso. Diversos produtos,
muitos deles j& utilizados pelos agricultores em décadas passadas, estdo sendo pesquisados com
0 proposito de produzir defensivos agricolas naturais, biologicamente ativos, visando avaliar
sua eficacia no controle alternativo de organismos fitopatogénicos (AMARAL et al., 2002;
NEVES et al., 2005).
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Os métodos alternativos para o controle de doencas de plantas tém por propdsito
oferecer alternativas para minimizar a dependéncia dos defensivos agricolas, assim como,
alcancar a reducdo de doengas nas plantacGes, aumento da produtividade e qualidade dos
produtos agricolas e contribuir para a pratica de uma agricultura que seja mais adequada as
novas exigéncias de qualidade ambiental e de qualidade de vida da sociedade (BETTIOL,
2015). Atualmente, a producdo de fruticulturas no Brasil busca a utilizacdo de praticas de
manejo fitossanitario, ambientalmente seguras e ao, mesmo tempo, economicamente Vviaveis,
que favorecam a utilizacdo de produtos organicos, que ndo apresentem restricdes a sua
utilizacdo (SANGHA et al., 2014).

As plantas produzem larga e diversa quantidade de compostos organicos chamados
metabolitos primarios e secundarios. Os metabolitos primarios possuem funcdo estrutural e de
armazenamento de energia. Os secundarios, as defendem contra varios herbivoros e
microrganismos patogénicos e ttm uma relagdo da planta com o meio ambiente, essas substancias
sdo produzidas em resposta a estimulos ambientais de natureza fisica, quimica ou bioldgica, que
podem alterar a composicao quimica dos vegetais.

O reconhecimento das propriedades bioldgicas de muitos desses metabdlitos, resulta em
um elevado ndmero de pesquisas voltadas a buscas por novas substancias na industria
farmacéutica, cosmética e agricola com atividade antimicrobiana, acaricida, inseticida,
fungicida, nematicida e herbicida. Dentre os métodos alternativos de controle das doencas em
plantas, a utilizacdo de extratos e 6leos essenciais de plantas medicinais pode ser uma op¢ao
viavel, do ponto de vista econdmico e principalmente ambiental (RODRIGUES et al., 2006).

As vantagens relacionadas ao uso de produtos de origem natural, deve-se ao fato de
serem menos toxicos, serem degradados com facilidade pelo ambiente, serem oriundos de
recursos renovaveis e por possuirem um amplo modo de acdo. N&o persistem no meio ambiente,
por nao apresentarem residuos quimicos, minimizando problemas ambientais e a saide humana,
tornando o produto mais seguro e saudavel ao consumidor final (FERRAZ, 2008). Entretanto,
algumas limitacGes, como a rapida degradacgdo (por luz e/ou calor), periodo curto de viabilidade,
disponibilidade de matéria prima e a falta de regulamentacéo que estabeleca a sua utilizacdo, a
baixa estabilidade dos compostos organicos presentes nas solugdes e 0 ndo monitoramento de
possiveis substancias tdxicas presentes nas plantas ou resultantes da decomposicdo dos
produtos durante sua manipulacdo, também sdo algumas limitacBes encontradas nesses
produtos (SILVA et al., 2005). Apesar disso, 0 uso de produtos botanicos surge como uma

opcao de manejo de pragas e patdgenos que, associada a outras préaticas, pode contribuir para a
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reducdo de doses e aplicagBes de produtos quimicos sintéticos (MACHADO et al., 2007,
POTENZA, 2004).

A utilizagédo de produtos naturais pode ser considerada uma alternativa importante para
o controle de bactérias, fungos fitopatogénicos, uma vez que sao biodegradaveis e ndo agridem
ao ambiente. Algumas espécies de vegetais e algas tém demonstrado potencial no controle de
pragas (GOMES,2012).

2.4 PRODUTOS NATURAIS COMO CONTROLE ALTERNATIVO

Metabdlitos secundarios nas plantas podem ser divididos em trés grupos distintos
qguimicamente: terpenos (25.000 tipos, 55%), compostos fenolicos (8.000 tipos, 18%) e
alcaloides (12.000 tipos, 27%) (TAIlZ; ZEIGER, 2009; DEVAPPA et al., 2011; (PINC;
SANCHEZ; ROJAS, 2013; SILVA, 2017).

Os terpenos sao produzidos a partir do acido mevalénico (no citoplasma) ou do piruvato
e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto), conhecidos também como terpenoides ou isoprenoides
(Figura 14), compreendem, do ponto de vista estrutural, a mais diversificada classe de
metabdlitos secundarios de plantas, com mais de 40.000 membros identificados, sendo alguns
exemplos os Oleos essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria dos fitoreguladorres
(DEVAPPA et al., 2011; SILVA, 2017).

Compostos fendlicos sdo biossintetizados nas plantas por meio da rota do &cido
chiquimico e do acido mevaldnico e desempenham um importante papel na natureza, auxiliando
na maturacdo dos frutos, na protecdo contra organismos patogénicos (bactérias e insetos),
regeneracdo do vegetal e radiacdo ultravioleta. Diversas sdo as formas antioxidantes que 0s
compostos fendlicos podem atuar, entre elas estdo agentes redutores, sequestrantes de radicais
livres, quelantes de metais de transicdo, como o Fe?+ e o Cu+, e desativadores do oxigénio

singlete.

Os compostos fenolicos fazem parte de uma classe de compostos de grande diversidade
de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel aromatico onde ao menos
um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (-OH). Os principais grupos de
compostos fendlicos séo: acidos fendlicos (&cidos hidroxibenzoicos e cidos hidroxicindmicos),
flavonoides (flavonois, flavanonas, isoflavonas, flavanois, flavonas e antocianidinas),
estilbenos, ligninas e taninos (NACZK; SHAHIDI, 2004; PAZ et al., 2015; SILVA, 2017).
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Os alcaloides sdo provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os
quais sdo derivados do &cido chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). S&o
compostos nitrogenados, na maioria das vezes farmacologicamente ativos, encontrados
predominantemente nas angiospermas. Basicamente sdo constituidos por um &atomo de
nitrogénio, oriundos dos aminoacidos e um anel heterociclico. Os alcaloides sdo encontrados
em diversas partes de um vegetal, como tecidos com crescimento ativo, células epidérmicas e
hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos. Constituem-se num vasto grupo de
metabdlitos com uma grande diversidade estrutural representando cerca de 20% das substancias
naturais descritas (HENRIQUES et al., 2004; ALVES, 2001; SILVA, 2017).

Figura 14. Esquema simplificado da principal rota de biossintese de metabdlitos-secundarios.
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Fonte: SIMOES et al. 1999 (adaptado) (Apud Malafaia, 2016)
Os metabdlitos secundarios podem sofrer interferéncia em sua producdo bioldgica.

Dentre os fatores associados a alteracOes qualitativas e quantitativas na producdo de metabdlitos
secundarios destacam-se as interagdes bidticas (planta/micro-organismos, planta/insetos,

planta/planta), idade, estagio de desenvolvimento, ritmo circadiano e os fatores abidticos:
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luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutrientes, sazonalidade, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, composicdo atmosférica e altitude (GOBBO-NETO; LOPES, 2007,
MORAIS, 2009; SILVA, 2017).

O ambiente marinho, principalmente nas regides tropicais, apresenta uma diversidade
de espécies comparavel aquele presente nas florestas tropicais. Esta riqueza de espécies é capaz
de produzir uma enorme variedade de estruturas quimicas com um potencial elevado para
descoberta de novos farmacos. As algas marinhas sdo conhecidas por produzir uma gama de
produtos bioativos com possiveis usos na indudstria farmacéutica, apresentando agcdes como
anticoagulante, antifungica, anti-helmintica, antibacteriana e anti-inflamatéria (MOLINSKI et
al., 2009; GOMES, 2012).

Segundo Mayer e Hamann (2005) e Smit (2004), a maioria dos compostos de macroalgas
marinhas que apresentam atividades bioldgicas pertencem a classe de lectinas, terpenos e
polissacarideos sulfatados. Dentre os metabolitos secundarios bioativos isolados a partir de algas
marinhas destacam-se: sesquiterpenos, policetideos, esterois, terpendides, diterpenos, triterpenos,
acetogeninas, acidos graxos, carotenoides, polissacarideos, aminoacidos, peptideos e proteinas
(CARDOZO et al., 2007).

Acredita-se que a produgdo de metabolitos secundarios esteja relacionada a adaptacdo

da alga ao ambiente marinho.

2.4.1 Inducéo de Resisténcia

O potencial para uso de indutores de resisténcia no controle de doencas despertou a
comunidade académica e comercial. J& existem alguns produtos no mercado Internacional como
por exemplo o Oryzamate®, Bion®, Elexa®, Messenger® (CARDOSO-FILHO, 2003).

Nos problemas fitossanitarios, a indugdo de resisténcia representa um grande potencial,
embora muitos mecanismos no processo da inducdo ainda sdo um mistério. Existem
pesquisadores que acreditam na possibilidade de um indutor para um certo patogeno, ter efeito
de indutor de suscetibilidade a pragas e animais herbivoros (CARDOSO-FILHO, 2003).

A inducéo de resisténcia em planta contra patdgenos representa um método alternativo
no controle de doencas, a qual ativa os mecanismos de defesas latentes na planta. A resisténcia
do hospedeiro a um microrganismo patogénico pode ser definida, sob o aspecto fisioldgico,
como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada e/ou a subsequente atividade do
patdgeno em seus tecidos (PASCHOLATI, 1998).
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Ha duas formas principais de resisténcia: Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) e
Resisténcia Sistémica Induzida (RSI), sdo fendémenos distintos, mas fenotipicamente
semelhantes (STICHER; MAUCH MANI; METRAUX, 1997). A planta apds a exposicdo a
um agente indutor tem seus mecanismos de defesa ativados ndo apenas no sitio de indugao
como também em outros locais dele distantes. Na RSA o elicitor € um agente patogénico ou
parasita, ja a RSI ocorre quando esse agente é benéfico, simbionte ou abidtico. Estes
mecanismos e reacles de defesa podem determinar o sucesso da resisténcia da planta contra o

ataque do fitopatdgeno evitando, assim, o estabelecimento da doenga (STINIZI et al., 1993).

A RSA pode ser ativada pela exposicdo da planta a organismos patogénicos ou por
indutores quimicos como o &cido Salicilico, 2,6-dicloroisonicotinico e o Bion®. Um intervalo
de tempo é necessario para o estabelecimento da RSA, que é o tempo requerido para o acumulo
de proteinas relacionada a patogénese, a depender da planta e do agente indutor. A RSA se
explica pela manifestacdo ou producdo de um sinal liberado a partir do sitio de infeccdo que
provoca a necrose que é uma caracteristica na RSA e a translocacdo desse sinal para outras
partes da planta, induzindo reacGes de defesa que protegera a planta contra agressfes
subsequentes (STICHER, et al., 1997; ZARNADO, 2009). Dentre os mecanismos induzidos de
defesa pela RSA estdo as modificacGes de parede celular, producéo de fitoalexinas e aumento
de expressdo de um grupo de genes, incluindo aqueles que traduzem para proteinas relacionadas
a patogénese (proteinas-PR). Sua inducdo é salicilato dependente (SILVA et al., 2008)

A RSI é potencializada por rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV).
O agente indutor é usualmente um nao-patdgeno, ndo provoca sintomas, como necrose no local
da infeccdo, mas induz a planta a se proteger sistemicamente. Também ndo esta associada ao
acumulo de proteinas relacionadas a patogénese, ndo é salicilato dependente, em vez disso,
depende da rota de sinalizagdo regulada pelo jasmonato e etileno (PIETERSE; VAN LOON
,1999).

As plantas detectam o ataque de microrganismos ou de elementos estranhos atraves de
componentes de superficie do invasor ou através de moléculas sinalizadoras, também chamadas
de eliciadores. Portanto, eliciadores sdo moléculas capazes de acionar as respostas de defesa de
plantas desde mudancas celulares como a reacdo de hipersensibilidade até mudancas
moleculares, como a ativacdo de genes de defesa (HAHN, 1996).

Os eliciadores podem ser agrupados em gerais ou inespecificos e especificos. Os gerais

ativam respostas de defesa inespecificas em diversas espécies de plantas. Os eliciadores
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especificos, codificados por genes de aviruléncia do patdgenos (Avr) raga-especifica, induzem

resposta de defesa em cultivares especificos (ZANARDO, 2009).

As plantas apresentam um conjunto de mecanismos de defesa contra patdgenos, que
podem ser estruturais e bioquimicos, ambos pré e/ou pos-formados e outros que sao induzidos
como resposta de defesa ao processo de infec¢do. Os mecanismos estruturais constituem-se em
barreiras fisicas a penetracdo e/ou coloniza¢do do patdégeno. Exemplos de mecanismos de
defesa estrutural pré-existentes: cuticula, tricomas, estbmatos, fibras, vasos condutores, parede
celular primaria e secundaria. Os mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes de
inibir o desenvolvimento do patdgeno ou gerar condi¢es adversas para a sobrevivéncia nos
tecidos do hospedeiro, devendo estar presentes em concentracdo adequada nas partes invadidas
e em forma acessivel ao patdgeno. Exemplos dos bioguimicos sdo os fendis, alcaloides
glicosidicos, lactonas insaturadas, glicosideos cianogénicos, fototoxinas, inibidores proteicos,
quitinases, p—1,3 glucanases. Exemplo de pds-formados estruturais (ativos ou induziveis)
podem incluir, papilas, halos, lignificacdo, camadas de cortica, camada de abscisao e tiloses, e
os bioguimicos, fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e espécies ativas de oxigénio.
Estes mecanismos induziveis sdo ativados quando a planta hospedeira reconhece os sinais
enviados pelos patdgenos (LEITE et al., 1997; PASCHOLATI; LEITE, 1995; (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2008; PASCHOLATI, 2011; RAMOQOS, 2015)

O processo de inducao de resisténcia de plantas contra patogenos esta relacionado com
a ativacdo de um conjunto diverso de mecanismos de defesa. Inicia pelo reconhecimento do
patdgeno, que acontece por meio da ligagdo de um elicitor e um receptor presente na membrana
plasmatica da parede celular vegetal (Figura 15). Apds o reconhecimento € iniciada a
sinalizacdo. A etapa seguinte a sinalizacdo € a manifestacdo de respostas de defesa que séo

divididas em barreiras estruturais e barreiras bioquimicas (SILVA et al., 2008).
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Figura 15. Esquema do sistema de defesa da planta quando infectado por um patégeno
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Fonte: Slater et al., (2003)

A inducdo de resisténcia pode atuar no local da infeccdo ou nos tecidos tratados com
0 indutor, como também pode atuar de forma sistémica, manifestando-se em outra parte da
planta, longe do local de aplicacdo do indutor. Quando os mecanismos de defesa séo ativados
em outras partes distantes, imagina-se que deva existir algum tipo de sinal quimico, bioquimico,
ou de outra natureza que deve ter sua origem no sitio de inducdo enviando para locais mais

distantes numa espécie de reacdo em cadeia (ROMEIRO, 2008).

A inducdo de resisténcia pode ocorrer em condicBes controladas e no campo, com
vantagens de possuir um amplo espectro de acdo contra virus, bactérias, fungos e nematoides.
Todavia, apresenta desvantagens porque a resisténcia é parcial e incompleta, com o tempo
podera ser necessario reativar a inducao. Por outro lado, com a resisténcia parcial, é dificultada
a resisténcia, ja que ndo imp0e pressdo de selecdo contra o patdgeno. O efeito protetor pode
durar poucos dias, semanas ou até a vida inteira da planta (PASCHOLATI, 2011).

Diversas alteracfes nas plantas podem ser observadas devido ao ataque de diferentes
patdgenos, com o objetivo de evitar a penetracdo e colonizacdo do hospedeiro. Entre as quais
se destacam 0s mecanismos bioquimicos. Apds a planta sofrer algum tipo de estresse, ocorre a
ativacdo de eventos como a sintese dos metabolitos secundarios microbianos, espécies reativas
de oxigénio e ativacdo de genes que codificam proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-

RP) como B-1,3- glucanases, quitinases e fanilalamina amonia-liases
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Para o uso de eliciadores como protetores de plantas é importante selecionar compostos
que causem um amplo espectro de respostas; ndo causem alteracdes no metabolismo primario
da planta e garantam a prote¢do contra doencas (CLUZET et al., 2004).

Embora conhecido desde o inicio do século XX, este fenbmeno biolédgico tem sido
investigado com maior persisténcia somente nas Gltimas décadas. A inducdo de resisténcia é
uma estratégia eficiente e alternativa para a protecéo de plantas e mostra-se menos agressiva a
salde humana e ao equilibrio de agroecossistemas (PAULERT, 2005).

Algas marinhas representam uma abundante e natural fonte de potenciais eliciadores. A
inducdo de resisténcia foi constatada no trabalho de Chester, em 1933, que demonstrou que
plantas inoculadas com um microrganismo atenuado ficavam protegidas contra subsequentes
infeccbes pelo mesmo microrganismo ou contra outros patdégenos (STADNIK e MARASCHIN
2004).

Lizzi et al., (1998) observaram que a pulverizagdo nas folhas com extrato da alga
Ascophyllum nodosum reduziu significatvamente ataques subsequentes de Phytophthora
capsici e Plasmopara viticola em pimenta e videira, respectivamente. Houve um aumento na
atividade das peroxidades soliveis e na concentracdo de fitoalexinas, dois marcadores de
resisténcia.

Aziz etal., (2003) mencionam que o beta-1,3-glucan laminarin derivado da alga marrom
laminaria digitata mostrou ser um eficiente indutor de respostas de defesa em videira e
efetivamente reduziu o desenvolvimento de B. cinerea e P. viticola em plantas de videira
infectadas.

Os extratos de folhas de Datura metel reduziram significativamente o crescimento in
vitro de Rhizoctonia solani (e Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xo00). Entretanto os autores
verificaram em casa de vegetacao que aplicacdes de pré-inoculacdo do extrato nas folhas foram
melhores do que as aplicagbes pds-inoculacdo. A inducdo de resisténcia sistémica ficou
evidente a partir do aumento do acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (PR) e outros
compostos relacionados a defesa foram observados em plantas de arroz apds a aplicacdo do
extrato de folhas de D. metel e inoculacdo com R. solani ou Xo00. (KAGALE et al., 2004).

Cluzet et al., (2004) verificaram que o tratamento prévio de M. truncatula com o
extrato de Ulva spp. protegeu as plantas contra infeccdo subsequente pelo fungo patogénico
Colletotrichum trifolii. Os autores mencionam que quando infiltrado nos tecidos vegetais ou
pulverizado nas folhas, o extrato de Ulva spp. induz a expressdo do gene marcador PR10

relacionado a defesa sem provocar necrose.
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O extrato de L. digitata é registrado e comercializado pela empresa Géemar com 0
nome de lodus 40® (40 g de laminarana por litro) para induzir resisténcia contra doencgas em
trigo, tais como fusariose, oidio e septoriose. Esse produto ndo é fitotoxico e os custos
energéticos para a planta, devido a inducdo de resisténcia, sdo baixos ou inexistentes
(STADNIK e TALAMINI, 2004; PAULERT, 2005).

Resende et al., (2007) verificaram que extratos aquosos produzidos a partir de ramos de
lobeira (Solanum lycocarpum) com sintomas de vassoura-de-bruxa induziram protecdo de
mudas de cacaueiros (Theobroma cacao) contra a mesma doenca em nivel estatisticamente
similar a protecdo conferida pelo indutor de resisténcia padrdo, acibenzolar-S-metil ASM.
Quando se quantificou a atividade de proteinas relacionadas a patogénese (quitinase e p-1,3-
glucanase) estimuladas pelo extrato aquoso e fervido de lobeira (Solanum lycocarpum) e ASM
(como padrdo), observou-se que ambos os tratamentos induziram maiores atividades de
peroxidase, quitinase e B-1,3-glucanase em mudas de cacaueiros, comparados as respectivas
testemunhas, no periodo de 4 a 18 dias.

Observou-se uma reducdo de 65% na severidade da doenca conhecida como mancha
foliar da gala, causada pelo fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides em macieira,
quando a planta foi tratada com extrato da alga Ulva sp. (ARAUJO et al., 2008).

Borsato, Di Piero e Stadnik (2010) avaliaram o potencial do polissacarideo ulvana em
induzir resisténcia a ferrugem causada pelo fungo Uromyces appendiculatus em trés diferentes
cultivares de feijao carioca, apresentando niveis de resisténcia diversos. A pulverizacdo do
polissacarideo ulvana ndo afetou o nimero de pustulas/cm? da ferrugem, mas promoveu uma

reducdo média de 23,8% no diametro das mesmas em plantas de feij&o.

Akladious, et. al., (2015) analisaram a atividade antifungica do extrato de manjericéo,
contra o Fasarium oxysporum f. sp. lycopersic raga 3, o agente causal da murcha do tomateiro.
Foi realizado o método de embebicdo das sementes para avaliar a inducao do extrato contra o
patogeno. As plantas foram colhidas aos 45 e 105 dias (estadio vegetativo e floracdo) apds a
semeadura. O tratamento com O. basilicum diminuiu a incidéncia da doenca de 94,70 para 18,
%.
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2.4.2 Extratos de Algas no controle Bactérias e Fungos Fitopatogénicos

Segundo Smit (2004), a maioria dos compostos de macroalgas marinhas que apresentam
atividades biologicas pertence a classe de lectinas, terpenos e polissacarideos sulfatados. As
macroalgas marinhas sdo organismos pluricelulares, eucariontes, autétrofos, sem sistema
vascular e podem ser classificados em trés grupos de acordo com a coloragdo. As algas
vermelhas pertencem a divisdo Rhodophyta, as marrons ou pardas, a divisdo Phaeophyta, e as
algas verdes, as Chlorophyta. Os parametros bioquimicos, morfolédgicos e reprodutivos levam-
se também em consideracdo na classificacdo das algas, sdo cosmopolitas, portanto, encontram-
se distribuidas em ambientes marinhos, corpos de agua doce, solos, rochas, sobre a neve e
superficie de vegetais; desde que haja luz e umidade suficientes (PADUA, 2004; SILVA, 2012).

Um amplo espectro de atividades bioldgicas sdo relatados as macroalgas (Figura 16),
como atividade antimicrobiana, antioxidante, antiflngica, aglutinante, capacidade de remover
teores de chumbo de efluentes aquosos, utilizacdo como suplemento para animais, incluindo
humanos e ingredientes para racdo de animais aquaticos cultivados (SILVA, 2009; SILVA,
2012; CALADO, et al., 2003).

Figura 16. Mecanismos hipotéticos de agdo dos extratos de algas sobre o controle (direto e indireto) de doencas
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Bhosale et al., (1999), observaram que o extrato metandlico das algas Amphiroa sp. e
Poryphyra sp. possui propriedades inibitorias frente a fungos fitopatogénicos Aspergillus

japonicus e A. niger, respectivamente.

Extrato da alga marrom Cystoseira tamariscifolia apresentaram atividade inibitoria
frente aos fungos fitopatogénicos Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum e Verticillium albo-
atrum (ABOURRICHE et al., 1999).

Em pesquisa realizada em Floriandpolis (SC) foi verificado que, ap6s a aplica¢do de um
produto & base de Ulva spp. (concentracdo de 50%), houve redugdo no numero de pustulas de
ferrugem (Uromyces appendiculatus), na folha primaria, primeiro trifélio e segundo trifolio dos
feijoeiros (MARTINS, 2006).

A Ulva fasciata proporcionou reducdo da severidade da antracnose do feijoeiro,

demostrando um efeito residual com reducéo de 22% contra essa doenga (ABREU et al., 2008).

A atividade inibitoria de extratos aquosos e etandlicos de nove espécies de algas
marinhas chilenas (Macrocystis pyrifera, Macrocystis integrifolia, Lessonia nigrescens,
Lessonia trabeculata, Durvillaea antarctica, Gracilaria chilensis, Porphyra columbina,
Gigartina skottsbergii e Ulva costata) foi testada sobre fungos e bactérias fitopatogénicas. As
doses (100, 1.000, 5.000 e 10.000 ppm) e épocas de coleta (primavera, verdo e outono) foram
avaliados também. Apenas o extrato etandlico de Lessonia trabeculata (10.000 ppm) reduziu
os danos causados por Botrytis cinerea em folhas de tomateiro em 95%, 93% e 72% quando
coletado no outono, primavera e primavera-verao, respectivamente. A dose de 5.000 ppm
também foi capaz de reduzir os danos (aproximadamente 80%) quando o extrato foi coletado
no outono ou no inverno; revelando que o efeito é dependente da dose e da época de coleta para
esta espéecie. Extratos aquosos e etandlicos da alga vermelha Gracillaria chilensis previnem o
crescimento de Phytophthora cinnamomi, mostrando uma resposta dependente de doses e
tempo de coleta. Verificou-se que ambos 0s extratos (aquoso e etandlico) da alga Durvillea
antarctica (nas doses de 5.000 ou 10.000 ppm) reduziram os sintomas do virus TMV (tobacco
mosaic virus) em folhas de tabaco em até 95%, diminuindo o nimero e o tamanho das lesdes
(JIMENES et al., 2011).

Bhagavathy et al., (2011) verificaram que os extratos da alga verde Chlorococcum
humicola apresentaram potente efeito sobre o crescimento de A. niger e A. flavus

Peres et al., (2012) avaliaram a atividade antifingica de 10 espécies de algas marinhas
Stypopodium zonale, Laurencia dendroidea, Ascophyllum nodosum, Sargassum muticum,

Pelvetia canaliculata, Fucus spiralis, Sargassum filipendula, Sargassum stenophyllum,
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Laminaria hyperborea e Gracilaria lagenarium sobre o controle dos patégenos Colletotrichum
lagenarium e Aspergillus flavus. Os resultados evidenciam que 0s extratos de S. zonale, L.
dendroidea, P. canaliculata, S. muticum, A. nodosum e F. spiralis inibiram significativamente
o crescimento de C. lagenarium, porém, ndo significativamente, o do fungo A. flavus. Os
autores afirmam que esse é o primeiro relato sobre a atividade de extratos de algas frente a C.
lagenarium, fungo de importancia agricola.

Oliveira et al., (2017) avaliaram a atividade antifugica do extrato etandlico obtido a
partir de Sargassum filipendula contra o fungo Monosporascus cannonballus nos intervalos de
24, 48 e 72 h. O extrato evidenciou potencial inibitorio ao fungo M. cannonballus, reduzindo o
crescimento em 100%, 100% e 68,01% a 24, 48 e 72 h. Diante dos dados obtidos, os autores
concluiram que o extrato etandlico de Sargassum filipendula inibiu eficientemente o fungo

Monosporascus canoballus.

Borba (2017), avaliou o potencial de compostos bioativos e fermentados de algas
marinhas (Ulva fasciata) no controle da Murcha de Fusarium do feijoeiro, e seu efeito na
emergéncia de plantulas. A pulverizacdo foliar de ulvana reduziu o progresso da doenca
comparado as plantas controle, mas ndo afetou a intensidade final no estadio de enchimento de
vagens. Ulvana aumentou a emergéncia de plantulas em todas as condicdes testadas, mostrando
ser um eficiente tratamento promotor de crescimento no feijao. O autor finaliza, enfatizando
que o trabalho também fornece evidéncias de que a ulvana pode aumentar a emergéncia de

plantulas em feijao.

Doze extratos etanolicos de diferentes espécies de macroalgas da costa central do Peru
foram testados quanto a atividade antibacteriana, em estudo realizado por Magallanes et al.,
(2003). As algas Gratelopuia doryphora, Prionitis decipiens e Ahnfeltiopsis durvillaei
(Rhodophyta), Petalonia fascia (Phaeophyta) e Bryopsis plumosa (Chlorophyta) apresentaram

atividade antibacteriana frente as espécies clinicas S. aureus e Enterococcus faecalis.

Silva, (2012) avaliou a atividade antibacteriana de extratos hexanicos, metanolicos,
acetonicos e etandlicos de macroalgas das classes Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta
frente a vibrios isolados de ostras selvagens comercializadas em uma feira de pescado, e de
hemolinfa de camardo, além de cepas padrbes, com fatores de viruléncia, resistentes a
antimicrobianos. A autora menciona que o alcool etilico foi o solvente mais eficaz na extracao
do composto ativo capaz de inibir o crescimento bacteriano; a Padina gymnospora foi a

macroalga que apresentou a maior capacidade inibitéria das espécies de Vibrio (57%) e as
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maiores zonas de inibicao, seguida pela Ulva fasciata (40%) e por ultimo a Hypnea musciformes
(30%); O menor valor de CIM encontrado foi com o extrato etandlico da Padina gymnospora
contra V. alginolyticus.

Dapper et al. (2014) apos realizacdo de um trabalho de revisdo, concluem que as
macroalgas marinhas apresentam vantagens como o rapido crescimento e producgdo de grande
volume de biomassa. As macroalgas verdes, marrons ou vermelhas presentes na extensa costa
brasileira pode fornecer subsidios para uma agricultura organica, auxiliando na producéo de
areas cultivaveis livres da contaminacdo com pesticidas, valorizando a utilizacdo

biotecnoldgica da biomassa marinha na geracao de produtos alternativos para a agricultura.

2.4.3 Extratos de plantas no controle de Bacterias e Fungos Fitopatogénicos

Franzener, et al., (2003) objetivando realizar o controle alternativo de Bipolaris
sorokiniana em plantas de trigo, utilizaram extrato aquoso da planta medicinal Artemisia
camphorata (canfora). Foi utilizado em bioensaios para avaliar seus efeitos fungitoxico (através
da inibicdo do crescimento micelial, da esporulacéo e da germinacdo de esporos) e indutor de
resisténcia. O extrato aquoso de canfora a 50% causou a inibicdo de 39% do crescimento

micelial, sendo que a 10% j& inibiu completamente a esporulacao.

Faria et al., (2009), ap06s ensaios in vitro e in vivo, relatam atividade fungitoxica na parte
aérea da planta Momordica charantia (meldo-de-sdo-caetano), com potencial futuro de estudo
para controlar Sclerotium. rolfsii, preferencialmente, de maneira preventiva. O fungo S. rolfsii
habitante do solo, polifago, pode causar podriddo em raizes, colo de plantas jovens, em

sementes, danos em plantulas, folhas e frutos.

Venturoso et al., (2011) avaliaran in vitro o potencial de extratos brutos aquosos de alho,
arruda, canela, cravo-da-india, cavalinha, eucalipto, horteld, jabuticaba, meldo de sdo caetano e
nim na concentracdo de 20%.0s ensaios foram realizados com os fungos Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Cercospora kikuchii, Colletotrichum sp., Fusarium solani e Phomopsis sp.
Observou-se que os meios de cultura contendo os extratos de cravo-da-india, alho e canela
apresentaram maior atividade antifungica sobre os fitopatdgenos, quando comparados aos
demais extratos utilizados, destacando o extrato de cravo-da-india, que inibiu completamente

o desenvolvimento de todos os fitopatdgenos testados.
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Costa et al., (2011), avaliaram a a¢do do 6leo essencial de (cravo-da-india) Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry sobre o crescimento micelial in vitro dos fungos
fitopatogénicos Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Macrophomina
phaseolina. A andlise por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa
possibilitou a identificacdo de eugenol (83,6%), acetato de eugenila (11,6%) e cariofileno
(4,2%). O dbleo essencial de cravo apresentou atividade fungicida na concentracdo de 0,15%
sobre o crescimento de R. solani, F. oxysporum e F. solani, entretanto ndo demonstrou essa
atividade sobre M. phaseolina. Esses resultados indicam perspectivas favoraveis para posterior
uso do bleo de cravo no controle desses fitopatdgenos na agricultura.

Camatti-Sartori, et al., (2011) avaliaram o efeito de extratos vegetais sobre o
desenvolvimento de fitopatdgenos em flores. Os fitopatdgenos Fusarium sp. e Botrytis sp.
foram isolados de flores de Gerbera sp. e Rosa sp. com sintomas de doenca. Foram avaliados
0s extratos acéticos e etanolicos de alecrim, cavalinha, gengibre, alho, camomila, louro,
manjericdo, menta e eucalipto. Observou-se que o extrato etanélico de camomila inibiu em 52%
o crescimento micelial de Fusarium sp. O fungo Botrytis sp. foi inibido com os extratos acéticos
de alecrim, eucalipto e menta.

Ravikimar e Garampalli (2013) analisaram 39 extratos aquosos de plantas quanto ao
potencial antifungico contra alternaria solani, causando a queima precoce do tomateiro. Os
resultados mostraram que 13 extratos reduziram significativamente o crescimento micelial do
patdgeno. Na concentracdo 4%, a inibicdo acima de 20% foi verificada por sete extratos:
Crotalaria trichotoma (36,6%), Citrus aurantifolia (27,3%), Azadirachta indica (23,7),
Polyalthia longifolia (23,3%), Datura metel (21,3%), Muntingia calabura (20,09%) e Oxalis
latifolia (20,09%). Na concentracdo de 2%, seis extratos apresentaram reducao abaixo de 20%:
C. trichotoma (16,6%), A. indica (10%), Capsicum annum (7,1%), D. metel (6,6%), P.
longifolia (6,3%) e C. aurantifolia (5,5%). Os autores enfatizam que os extratos das plantas
utilizadas na pesquisa tém potencial para serem desenvolvidos como fungicidas potentes na

agricultura.

Mone et al., (2013) verificaram que o composto plumieride presente nas folhas
de Allamanda (Allamanda cathertica) inibe o crescimento micelial de Phomopsis vexans,

Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii .

Barros et al (2015) afirmam que os extratos de Allamanda blanchetti s&o capazes de

atuar na reducdo da severidade dos sintomas da alternariose causada pelo fungo alternaria
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brassicicola em mudas de couve-manteiga, podendo atuar tanto na ativagdo de mecanismos de

defesa como pela agdo antimicrobiana direta sobre o patégeno.

Brito e Nascimento (2015) avaliaram a atividade fungitoxica nas concentracdes de 5,
15, 25, 35 e 45%, dos extratos vegetais de alho, citronela, gengibre e nim no controle in vitro
de Curvularia eragrostidis. Os resultados evidenciaram que as concentracdes de 5% dos
extratos de gengibre e de nim foram eficientes na inibicdo do crescimento micelial e
esporulacdo de Curvularia eragrostidis. As utilizagdes de todos os extratos a partir da
concentracdo de 25% apresentaram o0s maiores efeitos fitotoxicos nas analises in vitro,

reduzindo o crescimento micelial, a esporulagdo, e germinagéo do fungo.

Peixinho et al., (2017) estudaram a acdo dos extratos vegetais de Boldo Baiano
(Vernonia condensata), Jurema Preta (Mimosa tenuiflora), Pata de Vaca (Bauhinia forficata) e
Pau-ferro (Caesalpinia férrea), no controle da podriddo seca da uva. Os resultados mostraram
que extratos de Pau-ferro, Pata de vaca, Jurema preta e Boldo baiano com concentracdes de
30% inibiram o crescimento micelial em 85,6; 83,3; 85,6 e 88,9%, respectivamente. Entretanto,
0s autores comentam que 0s extratos testados ndo foram eficientes para inibir a incidéncia e a

severidade da doenca.

Lorenzetti et al., (2017) testaram o efeito do extrato de alecrim nas concentragdes de
0%, 1%; 2,5%; 5%; 7,5% e 10% contra Phytophthora sp e Fusarium solani. Foi realizado ensaio
in vitro a fim de analisar o crescimento micelial do fungo. Para a area final de col6nia de
Phytophthora sp. houve reducéo de até 84,71% pelo extrato. Para a area abaixo da curva de
crescimento micelial a reducdo foi de até 98,65%. Para a area final de colénia de F. solani
houve reducéo de até 65% pelo extrato de alecrim. Para a area abaixo da curva de crescimento
micelial a reducdo foi de até 62,89%. Os autores mencionam que houve incremento para
numero de esporos por cm? de coldnia, e que os resultados indicam o potencial antimicrobiano
parcial do extrato de alecrim contra F. solani e ainda complementam que os resultados apontam

0 potencial antimicrobiano do extrato de alecrim.

Segundo Lorenzetti et al., (2018), o extrato de alecrim foi capaz de induzir a atividade
de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amdnia-liase em colo e raiz de plantas de soja
desafiadas com M. phaseolina, revelando a acdo de eliciadores presentes neste extrato com

efeito dose-dependente para a ativacdo desses mecanismos.

Bhardwaj e Laura (2009) testaram a acdo atibacteriana de vinte extratos aquosos de

plantas contra Xanthomonas campestris pv. campestris, organismo causal podriddo da
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podriddo negra do repolho e couve-flor. Camellia sinensis apresentou o melhor resultado.
Entretanto, Acacia arabicae, Aegle marmelos, Acacia catechu, Achyranthus asper, Espargos
racemosus, Azadirachta indica, Callistemon lanceolatus e Acacia fernesiana, tambem
mostraram o efeito inibitorio da bactéria.

Pesquisa Realizados por Abo-Elyousr; Asran, (2009) no controle de R. solanacearum
utilizando extrato de Datura, Nerium e Galic, demonstra que o extrato de alho exibiu a atividade
antibacteriana mais forte contra murcha bacteriana in vitro e in vivo, seguida por Datura e

depois por Nerium.

Balestra et al., (2009) realizaram pesquisa com extrato de cravo de A. sativum e frutos
de F. carica contra as bactérias Pseudomonas syringae pv. tomate (Pst), Xanthomonas
vesicatoria (Xv), e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). Nos testes in
vitro com linhagens bacterianas com densidade populacional de 10 e 10 8 ufc ml 1, extratos
vegetais de cravo de A. sativume frutos de F. carica nas concentracGes de 1 e 30%,
respectivamente, mostraram melhores efeitos na concentracdo bacteriana de 10° ufc ml -
! Nos testes in vivo as cepas bacterianas foram testadas a 10 ° cfu ml ! os extratos de A.
sativum e F. carica reduziram a incidéncia da doenca em 58 e 30% e a gravidade da doenca em
68 e 22%, respectivamente. Além disso, esses extratos vegetais resultaram em controle efetivo
da doenca de até 65% (A. sativum) e 38% (F. carica).

Extratos etanolicos de seis espécies de plantas invasoras foram testados por
Arunachalam et al., (2010). Os resultados mostram que Xanthomonas malvacearum foi sensivel
aos extratos etanolicos de Prosopis juliflora, Acacia arabica, Achyranthes aspera, Calotropis
gigantea, Ocimum canum e Tridax procumbens. As observacGes de MIC revelaram que o
extrato de P. juliflora apresentou alta atividade antibacteriana contra Xanthomonas
malvacearum, Xanthomonas campestris, Pseudomonas solanacearum. Da mesma forma, o
extrato de A. arabica foi ativo contra X. malvacearum, P. solanocearum, X. campestris e P.
syringae. Dessa forma, os resultados inferem que os extratos de Prosopis juliflora e Acacia
aspera sao eficientes contra os fitopatdgenos. Os autores salientam que os extratos das plantas
utilizadas apresentaram atividade antibacteriana, e que andlises fitoquimicas sdo necessarias

para identificar os compostos bioativos responsaveis pela atividade antibacteriana.

Debertdt et al. (2012) avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato aquoso de Allium
fistulosum nas concentracgdes de 100, 50 e 25%, no controle da murcha bacteriana causada por
Ralstonia solanacearum. Foi realizado tratamento pré-plantio do solo, in vitro em ensaio de

inibicdo e experimentos in vivo em uma camara de crescimento. Os resultados mostraram que:
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in vitro, nas concentragdes de 100 e 50% suprimiu o crescimento de R. solanacearum; no
tratamento pré-plantio do solo com extrato de A. fistulosum significativamente reduziu as
populacdes de R. solanacearum, nenhum patdgeno foi detectado no solo apos tratamento com
extrato 100% do terceiro dia apds a aplicacdo até o final do experimento; A. fistulosum também

reduziu significativamente a incidéncia de murcha bacteriana de tomate.

A atividade antibacteriana de extratos aquosos de doze espécies pertencentes a sete
familias foi avaliada contra quatro bactérias fitopatogénicas economicamente importantes por
Silva et al. (2016). Somente trés extratos ndo foram ativos contra Ralstonia solanacearum e
outros trés extratos ndo foram ativos contra Xanthomonas campestris pv. Campestres,
Anadenanthera colubrina var. cebil, Croton pedicellatus e Eugenia brejoensis apresentaram
amplo espectro do efeito inibitdrio.

Silva et al., (2017) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos alcodlicos de Senna
alata sobre o crescimento in vitro de X. axonopodis pv. passiflorae e na reducéo da bacteriose
em casa de vegetacdo. Os autores concluem que extrato alcodlico de folhas de Senna alata
promove inibicdo do crescimento bacteriano in vitro, enquanto o extrato alcodlico de vagens

reduz a severidade da mancha bacteriana do maracujazeiro em casa de vegetacao.
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Natural products from plants: an environmentally friendly tool to conirol
of Macrophomina phaseolinag (Tassi) Goid. (Botryosphaeriaceae)
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Mrcrophoming pheseoling {Tassi) Goid causes the disease charcoal ot oo a broad range of plants in many areas of the
world. The fangns is responsible for economic lesses in various crops. To face this hurden, several alternatives of
treatment have been used for conmol of the disease canzed by M phaseciing in plants, mainly by using chemical products
that nsually can afect human health and canze envirormental damagze. However, doe o the side efects of chemicals,
several scientists arpund world have boen made several effores as an attempt to develop new bipalternative techniques to
control charreal rot, thus oying to aveid the traditenal chemical comtrol. This review summarizes plant alternacive
componnds to chemirals, and cites sisty two plants with antifunzal propemies against M phoseafing. The activides
described in this review show that there are many plant extracts, essential oils and pure compoands that shonld nnderzo
firrther shadies to better undersand whether they may be used, in the fishre, as a field biopesticide.

Keywords: Biopesticides; essential oil; plant extract; phytopathozenic fungi; bisactive compounds; tornical pestrides

1. Introduction

The fungi take an important part in the micoorganizm world. They mizght have benefit to sciences, indushries and
technology. Meverthelass, Slamentous funzi appear 1o be a petential hamm for bumans, animals and crops. In fact, many
of tham are phytopathogenic and'or mycotoxizenic.

Plant pathogens are recponsible for yield loss in many econemically important crops and trees. Crop protection
technologies which include herbicides, insacticides, hmgzicides as well as biotechnology products, help to control
theusands of weed species, harmful incects and numerons plant diseaces that affect crops. Without thece imporiant
technologies of crep pretectien and pect control, the world food production wonld decline, substantial crep damage
would take place, many fits and vegembles wauld be in short supply, and the price of arro-food products wounld rise.

Cring the second half of te terentieth ceatury, one of the major concerns in agriculiure was focused on pellution
oniginated by the extencive use of highly toxic agrochemicals such as pesticides [1,2]. Since the 1970s several studies
have showm that, besides the harmful effects at the public health level, the nie of pecticides havea lad to the emergance of
phytopathogen recistance caused by the systematic wse of a product [3]. As the presence of pathegens in crops of global
economic importance ic persistent, both industry and academy have increaced their efforts in finding coltons to that
problem.

However, pesticidas have been linked with deleterious effacts on environment and mman health. Children exposed
i pasticides have increased rates of leukemia and brain cancer (astrocytomas) [4], and presnant women with exposure
have hizher miccamiage rates [3]. Pesticides may aleo damage the lungs and nervons system and canse cardiovascular
conzenital malformations [6, 7]. In namre, pecticides can easily contaminate the air, sround and water when they mm
off from fields; as @ result, plant and animal life may be threatened

Fecently, there has been an increasing interest in phytopathogens conmel stratagies with namral substances released
by plants, namely allelochemicals (allelepathic compeunds), rather than with chemiral compounds [8, 9]. Thus, there
are reasons o develop alternatives to conventional pesticides, altermatives that are of low environmental risk and present
a lower risk of the development of pesticide resistance in the pathogen; a characteristic that will enhance durability of
azriculnre and environment.

Due to the ineffectivensss of chemdical conirols, nanmal products incloding plant extracis (PEs) and escential oils
(Ek) present many advantagas in terme of sustainability, mede of action and tecicity within an integrated management
strategy for the diseaze [10], where biolegical control anises as an alternative challenge. Moreover, interest in secondary
metabolitas from FEs and Es, as potential antimicrabial agents for use in ep protection, has inmeased during recent
decades [11, 12
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Macraphoming phaseoiing (Tassi) Goid. canses the dicease charceal rot on a broad range of plants in many areas of
the world [11]. The funzus has 3 wide geographical distibuton, and is especially found in fropical and subtropical
countries with arid te semi-arid climates in Africa, Asia, Europe, and North and South America [14, 15, 16].

The lack of a knewm teleomorph has stalled its taxonemy over the years [17, 18]; however, a thoreugh phylogenetic
smdy of 113 membars of the family Botryosphaeriacese wsing ribosomal DHA sequences was able to separate the
genera Wacrophoming and Tlaresporella [18]. M. phazeoling is very widespread across the world and poses a threat to
crop praductdon [19]. It ic ene of the mast destmctive plant pathogens in the tropics and subtropics, cansing dicease in a
wide range ¢of host plants [20], with the most common diseases being charcoal rot, damping-off [21], doy rot, wilt, leaf
blizht and ashy stern blizht. In addition A phaseoling from different crops are cross-pathogenic [22]. The fingms ic
Enown to cause stalk rot or charcoal ret disesse in more than 500 plant species worldwide in arid and water-deficient
reqicns of the world [23], including grass species such as Avena sarva, Sarghum bicalor and Zoa mays, legumes such
ac Argchis Iypegaea, Cicer arietimum, Ghcine max, Medicago saitva, Phaseolus spp. and Figna unguiculata, and many
ather species of azricultural importance and of woody plants [24, 25]. It can survive for up to 15 years in the seil as a
saprophyie [26, 27). It survives in the soi mainly as microsclerotia that germinate repeatedly during the crep-growing
season [28]. It is seedborne [29], found both on the seed coat and coryledons [20], and canses charceal rot by infecting
the roots. Infected ceeds predoce infected seedlings that can transmit the pathegen inte the froit via the peduncle and o
infect the seeds within the froit, and augment the inacolom potential in the soil.

2. Methods

An extencive review of the literamure was undertaken in different national and international scientific sources, such as
Centre for FHReviews and Dissemination (httpwww.ordyorkacuk/CREDWebk), The Cochrane Library
(httpo'mww _thecochranelibrary. cem), Pubbied (httpz/mmw nchi.olm nih gov/pubmed’), Science Drirect
(http-d'mww . sciencedirect. com), Scopus  (httpodmwmrw.scopus.com), Lilacs  (hepoililacs besalnd org?), Sciels
(http-'mww scielo.org php'index php), Web of Enowledee (hitp:/fapps webofknowladge com), EMBASE and Scholar
Google {(hitp:schelar.zoegle.com br). Combinations of the following terms were used to search: “Maocrephoming
phaseolimea™ OB “antfongal actviny™ OF. “antmicrobial activity™ OF. “antiphytophatomenic actvity™ hannscript
selection was based on inclusion criteria; articles publiched in English, Spanizh and Portoguesa.

). Taxonomy and Nomenclature

The txonomic statue of M. phareoling (Figare 1) has been reviced several times over the past 100 years. The genus
Maocrophoming was first establiched by Petrak (1023) with the descripton of M. phifippinensis Gom the dried
specimens of Sesamum orfenfale collected by G. M. Beyes in Philippines in 1921. However, the pyconidial state
(microsclerotial state of the fungus was originally named Macropkoma phoseoiinag by Tassi (1901) and Macrephoma
phazesk by Maublanc (1905). Halsted (18007 described the sclerotial state (microsclerotial state) as RRizocfonia
Baiaiicola (Taub.) Butler on sweet potato (fpomoea atatar). Finally, Ashby {(1927) aitically examined and compared
the type cpecimens of the fongue from beans with other related geners and established the binemial species
Macraphoming phaseali (Jdaubl) (Ashby, 1927). Later, Goidapich (1%47) changed the binomial AMacrophoming
phazeol to Maocrophoming phaseoling {Tassi) Goid., since the eriginal specimen of Mamophoming was collacted by
Tassi in 1901. Hence the two names, that is, Macrophoming phaseali (Maubl) Ashby and Macraphoming phasesling
(Tassi.) Goid became widely accepted in the literature. Additionsl synenyms for Macropheming phaseoling exist in the
literaturs incloding Seleratum Bataricela (Tanbenh, 1913), Macropkoma cgiani P Syd. and Buatler (Sydow and Butler,
1916, Famr and Fossman 20100, Maocrophoma chorchors (Sawada, 1916), Macrophoma sesame (Sewada, 1022) and
Tinrarporsila phoseoima (Tacei; Az 1981). An unconfirmed report (Mikail 1002) of a teleomeorph of AL phaseoling
naming it as Grdilia obscwra (Ghosh et al. 1964) is also awailable. Comendy, M. phaseoling (Tascsi) Geid 1947 ic
officially recognized as the comect tazonomic name (CMI description of pathogenic fumg and bacteria no. 275) with
the sclerptial phase known as Rhizocronia bataticola [30]. Macrophoming is 2 monatypic genus, compased of only one
spacies, “phaseoling™. Decpite the teleomorph being unknewm in this pathesen, AL phaseaima is a member of the
family Booyesphaeriaceas [18].
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4. Secondary metabolites as a tool for the control of ML phaseefing

The secondary metabolites in plants can be divided inte different categories accerding to their hiosynthetic principles
[31, 32]. A simple classification includes three main groups (Figure 23 [32].

5. Plant extract

Science ancient imes, mankind has nsed plants to treat commen dizeaces an some of thece raditional medicines are stll
included as part of the habimal reaments of varieus maladies [33]. The actvity of plant extracts may therefore maka
possible in the actually the decien of less expensive alternanves on different sciences as agrobiotechnology, to be used
by friendly by environment, to generate a change om using chemical cempounds [34].

Initial screenings of plants for possible antifunzal activities nsoally begin with crude aqueous or alcehol extractions,
followred by various organic fractionation methods. The cheice of extraction procedure depends on the nature of the
spurce material and the compeunds to be isolated. Since most of the identified companents friom plant active against
micToerganicms are atomatic or catarated oreanic compeunds, they are most ofien obtained through initial ethanol or
methanol exiractien [21].

Indeed, plantz constitate a powerful source of bipactive molecules wsually symthesized in response to simess
conditions and produce antibacterial, antiviral and antifungal effects [35, 36]. These secondary plant metabolites are
aften active againct a small mmber of specific tarzet microorganizm species [37]. Forthermora, they are bicdegradable
to nentoxic products, not phytotoxic and are generally regarded as safe to mammals {GRAS) by the United States Food
and Dz Administration [38]. Therefeore, it becomas evident that thece substances have enormons petental to improve
the fumre agrochemical technology [37]-

In Table 1, a compilation of the antifimgical activity of plant extracts and'or isolated compeunds shows properties
azainct W phaseoling. Thece extracts are alternatives that can be analyzed by agrebictechnelogy to be efficient as
antifimgal on crop diseases and can be environmentally friendly with less secondary effects by health human. Besearch
lzboratories worldwide have found literally thencsands of phytochemicals, which have in i viree inhibitory efects on A4
phasesiing in diferents crops. Therefore, plant exiracts in the form of decoction, infusion or tinchare reprecent an
important bicaltermative by the population for treatment of diseases caused by AL phasealing on different crops.

0. Essential oil

Escential oils, also known as essences, wolatile oils, etheric oils, or asthenelenm, are namral products formed by several
volatile compounds [39, 40]. According to the Internations] Standard Organization on Essential Oils (IS0 B235: 2013)
and the Eurcpean Pharmacopoeia [41] an eccential oil is defined as the product obtained from plant raw material by
hydrodistillation, steam dictilladion or dry distillatdon or by a suitsble mechanical process {for Cirus froits). Cold
pressing withouat heat is nsually used for Ciirns fruit oils because their constiments are thermosensitive and unstable,
cooverting info artifacts onder heat and pressore. Mereover, escential oils are fregoently associated with goms and
resing that are separated by the distillation process [40].

The definition of an eszential ail exclodes other arcmaticvolatile products obtained by different extractive techniquas
like extracton with selvents (concretes, absolutes), supercritical floid extracton, and microwave-assisted extraction.

In mature, essential oils play very important roles in plant defenza and signaling processes. For example, essential ails
are involved in plant defense against microorganisms, insects, and herbivores, atracion of pellinating incects and Gwit-
dispersing animals, water regulation and allelopathic interactions [42; 43; 44]. In addition, they are valuable naniral
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products used as raw materials in many felds, such as pharmarentical, agromomic, fiood, sanitaty, cosmetic, and
perfume induciries.

In Table 2 are compiled the escential pils of different plants and the isolated componnds that were evaloated against
the fingns AL phaseeima. Diferent studies have demencoated the effectveness of essendal oils or their actve
compounds on 8 range of plant pathegenic bacteria and fimgl responsible for preand pastharvest diseases. Also, bacause
of the increasing demand for efective, safe, nataral preducts, guanttatve data on plant oils and extracts and the
reswgence of inferest in namral contral of plant infactious bacterial and fungal pathogens are requited and could 1ead to
a new antimicrebial agent, which conld support the use of the plant to treat various infective diseazes. Monathelass,
plant escential oils have several important benefis; they are superior for disease control, effective at very low dosages
of even less than one gallon per acre, excellent in spreading and stcking properties on leaf surfaces and at low cost and
have liftle or no tomicity to man and animals and have much lower level of rsk to the environment than with coment
synthetic pesticidas.

7. Concluding remarks

The need for increasing agricultural productivity and quality has led to an excessive wse of chemical fertilizer, creating
serions environmental pellution. The use of biopesticides is an alternative for sustaining high produoction with low
ecological Impact. This review records several results about the use of exiract plants, pore compoumds isolated fom
plants and essential eil that suppoert their use in the meatment of phytopathogenic disease caused by M. phaseoling. In
the reviewed literatures for the present stdy, 20 geons belonging to 22 plant families were mvectizgated for antifingal
activites againct plant pathegenic fongi. Of thece, Fabaceae (7 cpecies]), Acteraceas (3 species) and Lamiaceas (3
species) were the predominant families nsed by recearchers.

Acknowledpements The anthars acknowledze financial support foom
Table1 Antifumzal activity of plant exmacts and‘or pure compoumnds azainst Macraphomine pharealing.

Famiby Species Common Laal Exrraci'CompoundsPlant erpan Azay Ja vitre Eeferemces

Adhatody wrgca Uninfoored  Bangladesh Mothanol £0% exmact’ Leaf % % radial omyralial Eopgum at al. 2007
Hytatn=T1%
Jurmcizadhaeda Lo (S Unizfoersd Pakiztam Ethamolic oxtract (EE) Leavus Food poison teckmiqaa;  Aslam etal 2010
Adhztods meviawuca el
Mlodik ) Inhibitiom of 23.08%

Catharernius roseus Uninforeed  Bampladech Mothanol 820% exmact' Leaf 0%z radial omyrelial Bupnm et al. 2007
Hytatin=T1%

Acorus cekomus Unizfoemed  Bazgladash Mathancl 0% axtmact’ Rhizomss 1040 % radial omyeelial EBugno atal. 2007
Nytatn=T1%

CIrounr arvenss Uninfomread Pakiztam Methanol extract (BE) Laaf, Stem, MELzaf %= Bazarag ot Al 2017
Eoot and Infleruscenca ME Stam 1% =6
ME Eoet 1%=11
ME Inflomescance 1% =
1

MFE Loaf 1% =16
ME Stem 2% =11
ME Foot 2% =16
ME Inflorescancs 2% =
1z
ME Leaf 3% =18
AE Stem 3% =121
BME Eoot 3% =20
ME Inflorescancs 3% =
12
ME Loaf 4% =43
ME Stam 4% =36
ME Foot 4% =32
MF Inflomescancs 4% =
4
ME Leaf 3% =74
ME Stem 3% =37
ME EBcoct =30
BMF Inflorescance 3% =
-
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Fuperiorium odoraem Unizformed  Bangladesh Methanol $0% exiract’ Lead 74 % radial orycelial Eaguo gt al. 2007
Nytatn =71%
Frpatoruom fripimerve Unizfoomed  Bazpladesh  Medhamol 30% axmact’ Aadal part 24 % radial orycelial Eegue ot 21, 2007
Nywtatn =71%
Mikmia coraria Unizformed  Banpladszsh  Mothane] B0% extract’ Whala plant 15 % radial mmycelial Eapnos at al. 2007
Hvitatin =71%
FamilyiSpecies Common Laal Extract/ComponndsPlast erpan Azayfa vt Eeferemces
name
Hadolaa chunenses Unizfooreed  Baxmpladesh  Mothancl B0%a extract’ Whaola plant C %z madial zmyoelial Eagues ot al. 2007
Nytatn =T71%
Avicennizcoas
Avicerema alba Unizformed  Banpladazh Muthanal 20% cxmactLead 34 % radial mmyeelial Eapuos gt al. 2007
Nrtatin =T71%
Avicermiz marna Unizforreed  Bampladoch Mothamel 20% sxrmactToaf 25 % radial mmyeelial Eapnes gt al. 2007
Nytatin =T71%
Avicenmra officoiis Unizfoomed  Bangladezh Muothanol £0% cxmact’ Leaf 36 % radial mmycelial EBaguo gt al. 2007
Nytatin =T71%
Braszicacoae
Tezints anctores Ban-Lan- Eftanalic extract (EE} Agarubs dtbom Ahread % Fadma
Gun 2-[Cyano3-indolyTjmethylane]-3- Eathod; a1}
indolens (compomnd 1): Alug'ml;
Epizhncoisabizin {componnd X EE=41.00
¥ -Hydoxyepiptocodatisin oompernd 1 = 55.2%
{componnd 3 oompornd 2 = T5.3%
Snlfophcobmassicin {compound 4 oompernd 3 = B1.3%
Liatem A {componnd 5y oompornd 4 = 56T
Isatan B {compound &) oompomnd 5 =40.6%
df=3058%
Bexlate = 100%"
Didsc diffnsion mathod Al-Askar, Rachad
& AbduTkhair 2014
Burseracean
Howw cilar serraes Roxb. sx Unizfoomed India Gum Poiscned foed Eadar et al. 2012
Calgbr. Techmiqua;
=12
Fe=113
1ot =132
Contrel = 132
Capparacaas
{apparar decadua Unizfommed Pakizten Ethanolic axtract {EE} Leavas Food pofwon tecknigee:  Aslam et al 2010
300e'L;
Mo imhibt
mmadial growh
Clusizcaas
{rarciresT cowa Unizfereed  Banpladesh Meothanol 20% axiract’ Lead 13 % radial zmyrelial Eague= gt al 2007
Nywtatn =T71%
Corhmtacsas
Ansgeresur bl Unizfoermed  Bangladesh Methanol 80% axiract’ Leaf & % radial omyralial Eagno gt al. 2007
Nvitatin =T71%
FamilyiSpecies Common Laal Extract’'CompoundsPlant ergan Axay Ja vitre Eeferemces
name
Termunazlir chebule Unizfoermed  Bangladesh Methanol 20% exiract’ Lead 0 % radial omyralial Eagnos gt al. 2007
Nywtatn =T71%
Erphorhiaceas
Sapmu tnadicunr Unizformed  Bangladest Muthanol £0% exrtract Brark 21 % radial mrycelial Eagno gt al. 2007
Nytatin =T71%
Diozooreaceas
Dvagcoria asuleate Unizforreed  Bampladezsh  Methamol 807 axtract'Aarial part 0 %z madial zmyralial Eapne= gt al. 2007
Nytatin =T71%
Fabacgag
Aracyy nilotioe (L) Dalis Unixfoomed India Gum Poisened food FBadar st al. 2012
(B A arabicr Techziqua;
(Lam.) Willd.% =130

211

65



Understandmng microbial pathogens: comest knowledes and educationa] idsas co anSmicrebial ressarch

Aracur churdra (Rotdar)
Willd

Avsciynomene amencanda

Hutea m;rhrm {Lam }

Derffergie o0

Bangladach

Bangladush

{Exriqua Tomes-Elargneta and A. Mander-Vilaz, Eds}

Methanol 0% extract’ Asral part

Cur

Muthanol 80% exmact’ Leaf

Mesthamal B0% exmact’ Lead

BMathamal B0% axtract’ Bark

Muthanol 80% cxrmact’ Leaf

Mothanol 8% cxmact’ Leaf

10 =139
Conml=132

7 %o radial ooyrelial
Nuttn=T1%
Poisensd foed
Techrique;
1%=12%
=137
10 =14
Contel = 132
1% % radial mmycelial
Hntatin=T1%
31 % radial oryeelial
Nytatin =T71%
13 % radial mrycelial
Nuntn=T1%

47 % radial
mmyralial gprowth

Hyitatin =T1%

0 %2 radial oryrelial
Nwutatin = 71%

Badar ot al. 2012

Engum et al 2007

Eadaratal 2012

Engum at al. 2007

Eopnes ot 2l. 2007

Eagum at al. 2007

EBagum at al. 2007

Eopnm gt al. 2007

FamilyiSpecies

Common
name

Errract'CompomndsPlant ergan

Away In vitra

Referemces

Lyimaces
Limwranra iwrmrs

Mzmoliacean
Aicheliz chempaca

Mchistomatcean
Lelriiowma malzhattricums

Molizcoan

Phyllanthaceas
Piyllzuhes emblica

Faper besel

Poacaas

Cymbopsgon fouans

CymBopopon SEmEsir

TUnizformed

Unizdformed

Bangladash

Bangladash

Bangladash

Eangladash

Mesthamal B0% exmact’ Lead

Muthanol 20% exrmact’ Lead

Muthanol 80% exrmact’ Leaf

Ethanolic extract {EE) Leavas

Muthanol 8043 exmact’ Lead

Muthanol 80% exrmact’ Leaf

Muthanol £0% cxrmact’ Leaf

Muthanel 20% exrmact’ Lead

213

18 % madial oryeelial
Nytatin =71%

0 % radial oryrelial
srowth inhikiten
Nwtatin =71%

0 % radial ooyrelial
Nuttn=T1%

Food poiwon techniqoe;
300eL;
Ho inhibition
in rzdial prycalial
rrth
Podsensd food
T ifue;
1% =127
=134
1% =138
Comtrol =122-

1% % radial orycelial
Hystatin =T1%

4% %% radial mrycelial
Nysatin =T71%

10 % radial mmycelial
Nystatin =T71%
17 % radial oryeelial

Eopnes ot 2l. 2007

Eepnes ot 2l 2007

Eagum at al. 2007

Aslam atal 2010

Badar st al. 2012

Eegums ot 2l. 2007

Eagum at al. 2007

Bagum ot al. 2007

Eepnes gt al. 2007
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Oryzasama L. var,

Baumati-3E5

{Exzriqus Tomes-Harpnet and A, Mander-Vilaz, Eds.)

Whals plant!
Amoos sxtract (AE)
Muthanc] sximact (MER
z-Hexang cxiract (FIE)

Nwntatin=T1%
AE 1%a=-11
AE ¥a=-32
AE Ha=-41
ME 1% =-04
ME3%=-01
ME % =403
HE 1%a=-45
HE 3ta=49
HE 3a=-45

Bajwa ot al. 2008

Family'Species

Common
name

Extract’'Compound:Flant ergan

Amay fn vitre

Referemces

Gryzaseova L. var,
Baumati-385

Oz seova L. var,
Baamati Supar

Eubiaccan
Madyotir corymbosa

Pacderia oeidz

Enfaccac
s aurarenghic L.

Ceorus gramcks

Adrcromeinmr menutm

Srhadoraceze

Szhadara olemdor Decna.

Sapindaccan
Dodonaca viscose

Pakizbm

Pakizbm

Bangladach

Eangladazh

Eangladazh

Eangladazh

Whols plant!

Amquaons extract {AF)
Muthanol cxmact (ME)

-Heazxama exiract (FIE)

Muthanc] EI%a cortract’ Whala plant

Muthancl EI%: extrzct’ Whaole plant

Laaves” Aqueons extract (AF)

Methannl 200 cxmact’ Leaf

Mothanol 200 exiract’ Leaf

Edamolic pxtract {EE} Leavas

Edanolic extract {EE} Leavas

AF I%a=-H
AF 3% =-11
AE 5% =-34
ME 1% =-01
ME 3% =403
ME % =-04
HE 1% =-14
HE 3%a=-4%9
HE $%a=-il
AF I%a=-42
AF 3ha=-41
AF 5% =42
ME 1% =-1
ME 3% =401
ME % =03
HE 1% =-3%
HE 3% =-1%
HE 5% =-30

12 % radial mmyrelial
srowh izkikiten
HNyatin=T1%

17 % radial mrycelial
Nyt =T1%

Poiscosd foed
technigna
Ta=R
=18
I =11
Ha=3
Carbendasim {01.1%) =

£
7 %o radial mmyralial
Nyt =T1%
42 % radial mmycelial
HNytatin=T1%

Feod poiven wchnigsa;
300eL;
Inhibition of 17.82%

Feod poiwen twchnigee;
300eL;
Inhibition of 52.06%

Bajwa ot al. 2006

Bajuwa ot al. 2008

EBugnm gt al 2007

Eugnos gt al, 2007

Balanmrogan 2014

Eopnes gt al 2007

Eopnos ot 21, 2007

Aslam gt al 2010

Aslam af al. 2010

FPamily Species

Common
name

Exrract’'CompomndsPlant ergan

Azay fa vitre

Eeferemces

Solanacsas
Datura metel

Sodam Ficrilnee

Varbsnzcaze
Clerod: mdrum visname

Eangladazh

Bengladash

Eangladazh

Methanol 200 axtract’ Leaf

Muthanol 20% exmact’ Leaf

Muthannl 2% cxmact’ Leaf
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33 % radial mmyeelial
Nyntn=T1%
14 % radial mmycelial
Nwtatin =T1%

39 % radial mmyeelial

Eopnes gt al 2007

Eagnm ot 21. 2007

Eopnes ot al. 2007
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Nwtatin=T1%
Lantzna camara Unizforred  Bampladach Meothannl 20% axtract’ Laaf 0 % radial mryoalial Egpne st al 2007
growcth inhibiticn
Nytatin=T1%
Lipper jmarnsa Unizforred  Bampladach Meothannl 20% axtract’ Laaf 15 % radial omyrelial Egpne st al. 2007
grovcth izhibitien
Nytatin=T1%
Vincow
esmus repers Unizfoored  Banmpladash  Medhanol 80% extract’ Asdal part 26 % radial omyrelial Eggum st al. 2007
Nytatn=T71%
Zimpiharzcazs
MNedychmm dyraforme Uninformed  Bangladesh Methanol #0193 qxtmact' Leaf 33 % radial ooycelial Engum st al. 2007
Nyt =T1%
Zimgrher zerumbet Unizformed  Bangladssh  Medhanol 80P% extact’ Ascal part 35 % radial onycelial Esgum st 2l 2007
srowth hikitcn
Nwitatin=71%
A = Srandard drogs:. x = Plant name nsed by authars;
Table 2 Antifungzal activity of essential odl and'or pure compounds agamst Maoroph oming phaseciing.
Family'Species Commaon Loxal Plant orpan‘Alajor sctive Aszay (fre vitre) Eeferences
mame compenent
Astaraceas
Ariemuma nrfagrioe India Aarial parts‘n-thmjone (36.33%), Poiwomed food techmiqoe Satiat al. 2013
wam Enmja B-thmjona {9.37%), pumacruns D ED30=9323 mg L™
(63 2%), +-trpineal (6.31%), Eavistin=<20 mg L™
frearyopbrllans (1.43%),
camphang (5.47%%]),
Frpatorium frypitens Bangladsth Agrial parts/ Minfmes inhikdtory FEuomm Bhniyan,
2-turt-tutyl-1 4-mothexberzang cencantraton (MIC) asays Taznin 2010
{74.27%) and b-salinana (B.55%) ED 110 ppm=ES
EQ X5 ppm=EE
EQ XM ppm=ER
EQ 7 ppm="00
Mystatin 1000ppe =52
Mysatn 10) ppe==T1
radial growth
inhihitinn)
K 23
Carrnme o L Carroray Bangladech Seed’ 100 = 100% Eaguegtal.
[4B.20%:), ccymana 250 =100% Pl
{19.20%3), y-teopinea {1 7.61%), 500 =100%
trimathylene dichlesidae (3.81%), Tir=100%
B Nystatin 100 ppm = 71%
Ppizans (3.08%), 2H1- {Parcant rmdial mryceliz] growth
cyclohexanyT) cyclobsmnons inhibitinm)
{0.68%), -
phellandreme (0.6 T4, Icamne
(0.57%), o-thmjune (0.55%) and
linalool (0.54%)
Forylagn angulsa “Chavir™ or Iran Seed (Ej-f-ocimana (15.53%), e- Drisc diffnsiom Mo
(Schlecht} Boiss. “Chavil” pinana (13.30%), poymane = = al 2018
“Chas™ or “Charil” {7.67%), tahingna {748%) end p- 3" day 6" day
phallandrona (3.50%) 100 {pL LY 100 L. LYy
=41.0325.03 | =30.64=264.53
M [LLY | 200 pLLY
=40312585 | =3017243%
4HLLY | 20eeLlY
=T3.042400 | =4T7.4225.583
SM(WLL" | BOOGQLL™
=M6.0424.75 | =#63.3323.51
Agar dibotion
3% day &= day
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100 (uLLYy | 100(LLT)
=75212336 | =67.22=1.43
00 (LLY | 2004L1Y
=T75.682231 | =TREI=465
400 (LI | 4001
=BB.2E21.4T | =T10T24.457
B0 (ULLY | BOOGLLY
=BEE322.08 | =T5182247

(Geraminces

CrErEm (raramime Ceranic], Citronellol, Tannims Fungal radial growth Abdsl-Esdar, El-

VISOOSLTRIRLI inclading gallic acid* 1% =483 Mowgy & Laskin

=563 i1
a=95.5%

Lahiama

Theemus vulgarts Thyms thymol, carvacrol, gemamicl, Fungal radial gromh Abdsl-Eadar, El-
thrymeol mxtind othar, o -pimanc® 1% =433 Mougy & Laskin
=513 11
=975
Lapsizcoas
Mentha piperisa Peppemmint Menthel, zeathons, mentiy] Fungal radial growh Abdal-Eadar, El-
acetate, virdiflorol, kedal* 1% =377 Mougy & Laskin
=564 211
=g

Nepesa leucophila

Mepeia clarke:

Unshelliforas

Family Species Commen Lacal Plant argaz/Alajor active Azzay (Im vitrs) Eeference:

mAmE Component

Dvanthus carpophdlus Carmation Eugencl, o-pinens, envroens® Fungal radial growh Ahbdel-Fadar, El-

1% =722 Mougy & Laskin
Ma=100 11
43 =100
Carum @ Carrway Carvens, Hmozens, canvecl, Fungal radial growh Abdal-Eadar, El-
pimen, thujons® 1% =388 Mougy & Laskin
=422 211
=12t
Zmgihsraceze
Canosome fie noorira Uninfomed India Rhirome odl- Disc-diffosion assay Dend et al. 2012
Roxh Gurmacross (15 7%) and cordions  Ineffectve (oo inkdbition rone
{18.0%) obsarved)
Lzaf oil:
Curdione [1%.53%), germacrons
(5%, 1 E-cimgels (7.4%0),
and camphoer (7.2%)
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The chemical constitaents of Penicillus capigfatus, was successively extracted with petroleum ether, dic lorometane, acetane
and methanol and cycloberane, chloroform, echyl acetare and methanal. Broth microdihrion methed was nsed to sudy
samples andmirrobial activifies against six bacterial sorains and six fangi The phytochemical analysis revealed the presence
of flavenoids, rikrpenoids and pheoolic compounds i all extracts. Welacle odls were present only in cyclohexane extract
and other me@bolites such as alkaloids, steroids, tannin, coumarins and sapenins were absent. To phytopathogenic bacteria
best resuls were shown by the cyclobexane extract against Tonrhemomas campesiis pv campesois, L campesiis pw
maivacearum and X compertris py vitcola, whereas Pecfobacterivm caravaiorum subsp. cormveforum showed more
Tesistance tn orEanic extracts of P capitatws. For aotimicrobial activity against phytopathozenic funzi best results were
shown with berane extract against Furgrivm Soigni, whereas drpergiius fTavus showed more resiztance to arganic extacts
of P. rapitorus. This is frst report of the effect of organic extracts of green alga P. copitanis against bacteria and fongi
phytapathagzns. Orr investizations are an example of the potential for abtaining oew sources of antimicrobial agents.

Keywords: Antimicrabial activity; alzal extract, seaweeds; bioactive compounds; plant pathogens.

1. Introduction

Decreaca in agriculural prodoctivity can be atiributed to a variety of reasons, however, pathogen infections plays a
significant rele in crop losses. As agricultoral production has intensified gver the past few decades, increased the use of
aFrochemicals, however, conventional chemical pesticides negatively adversely affect the environment and nontarzet
arganicme. Binactive natural compounds has reprasented great potential as alternative method of plant pathegen control
[11.

The marine environment representing spproximately half of the global biodiversiny, consists of a rich diversity of
chemical classes. Marine alzae are known for their potential ac a source of bicactive compounds. These chemiral
compounds have been reported as promising bieactvites, including the anfimicrobial activity [2, 3]. Seaweeds are
considered as diverse source of secondary metabolites characterized by a broad spectum of biological activities. Some
compounds showed cytostatic, antiviral, antdhelminthic, antifimzal and antibacterial actvities from macroalgae [4]. Many
biclogically active important compounds such as alginate, carrageenans and agar as phycocolloids are isolated from
seaweeds and used for medicinal purpose and some of them are under invesigaton for development of new drugs [5].

Harder [&] was the first to abserve antimicrebial substance in seaweeds. Then nntl 1970s, oo large scale screening of
anfimirrobizl activity was carried out. The seaweads are bestowred with varied source of bicactive natural products that
exhibits antimdicrobial properties against plant pathogens [7, § ,0]. Although thousands of bieactive compounds have baen
dizcavered, the nead for novel therapeutic compaonnds is stll urgent in view of the emergence of a oumber of new diseases
and the resistant ctrain of microorganisms. In agricalmre, intensive application of synthetic pesticides cansed damage to
the ecolegical state of the agriculiral systermn. Pesticides ofbiclegical origin are generally less toric, affect only the targat
pest and closely related erzanisms and are effective in very cmall guantities which decompese goickly. Published
literature reports oo the diverse bicactivites of seaweeds, but the antibacterial efficacy of seaweeds against plant
pathogens are comparatively a new concept and a few attemnpis have been made in this regard [7, 10]. The genns Penicillns
Lam , ene of the marine marrpalgal geneta belonging to the class Ukophyceae, Udoteaceas Family, at present consists
af 14 mxa at specific and infrazpecific Ievel. They are all distributed in trepical and subtropical regions and twa species
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are reported to Brazilian coast, P. capitaius Lam and P myrpibemis A Gepp ex E. Gepp. Only P. capitains is widely
distributed througheut the abave tropical Atlantic area [11]. P. capitatus shows an antimicrobial achivity against Bacilius
subiffiz, in a study realized in Yucatan, Mexico [12] while Seares et al. [13] found triacylglycerols and famy acids as the
major componentes in dichlorometans extract. F. capifans showed high activify against H5W-1 virus. This genus had
high concentrations of polysaccharides and fatty acids. These compounds may be responsible for the abserved activity
and indicate that this genus is an ideal target for investigating presence of biemolecnles for various medical and induastrial
applications.

It is very urgent to identify alternatives to chemical pesticides for plant protection without sacrificing the prodoctivity
and profitability of agriculmre. Due te the side efects of chemiral pesticides, sustainable crop preduction threugh eco-
friendly management ic essentially required in the present scenario. Thus, the present ctudy was aimed to explore the
phytochemical conctituents of different extracts of P. capitarus and yours anfimicrobial activity against phytopathogenic
and clinical mirroarganisme.

2. Material and Methods

21 Collection of alzal material

Femicillus capitafus was collected from Praia do Faiva, Cabo de Sanfo Agpstinhe, Pernambuco state, Brazl (08"
15*10.507 5 e 347 56'51.807 W) in March 2014. The algae were cleaned using brash for the remaoval of the epiphytes
with distilled water. P. copizams was air dried for o weeks at room tempersture. The dried material was coarsely
pewdered and stored in polyethylens bag untl it was nsed for screening. The seaweed was mxonomically identified at
the Ddrdsno de Andrade-Lima Herbariom (IPA), from Instimte Agrondmico de Pemambuoco (IPA) and voucher
specimens ware deposited (JTPA D1015).

2} Extracts Preparation

The powdered material (100 g) was successively extracted with different solvents with increasing polanity [cyclobexane,
chloroform, ethyl acetate and methanol {Extraction 1) and petrolenm ether, dichlorometane, acetone and methanol
(Extraction 2)] and placed inta the Soxhlet apparats. The material was reflued for about 35 to 42 howrs until saturation
and the resulting extracts were evaparated in a rotary flash evaporatar. The obtained extracts wene collected in a clean
Petr dish and weighed

23 Phytochemical profling

The phytochemical screening of the extract was performed by thin-layer chromategraphy (TLC) on silica plates (S0F254,
aluminum backed, 200 pm layer thickmecss, 8.0 x 5.0 an, Merck, Darmstadt, Germarny). The presence of alkaloids,
tritarpenss, steroids, cinnamic acid denvatives, aglycone and flavenoid heterosids, hydrolysable tanmins, and
proanthocyaniding were investigated using the adequate development systems and revealers listed in Table 1{Harborna,
1208). After development, the plates were air dried and sprayed with the revealers in a fume hood.

24 Microorganisms culiures

Plant pathegenic bacteria such as Acidovorax citmolli, Pectebacterium carotoverum subsp. carotoverom, Balstonia
solanaceamam and FManthomonas campestric pv. campestris, 3. campestris py makacearom and 3 campestris pyvviticola,
were sampled fom the Caltare Callection of the Phytobacteriology Laboratory of the Agronomic Department of
Universidade Fedaral Fural de Pernambunco, Brazil. All the tested bacterial species were maintained on notrient yeast
dextrpse agar (MY DA). The six phytopathegenic fung used during the growth experiments were ag follows: Aspergillus
flavus, Fosarium moniliferme, Fusanium oxysporum, Fosarium solani, Bhizopus sofolonifer and Verticillinm lecanii. The
samples of mycelium necessary for the in vitn experiments wera taken from colmres grown in slants and kept at 26°C
for 72 h on Potato Dextrose Agzar (PDA, Difco).

2.5 Determination of Minimum Inhibitory Cencentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concenfrations
(MEC)

The minima] inhibitory concentration (WMIC) was determined by a microdilution broth succeptbility aseay. Bacteria were
cultured overnight at 30°C. The tect samples of the extracts were dissalved in 10% DRIS0. Dilutions were prepared in a
96-well microtiter plates to gat final concentrations ranging from 0 to 50mg/ml. Finally, 20 pl of inoculum {10°CFU/ml)
was inaculated onte the micToplates and the tests were performed in a vohume of 200 pl. Plates were incubated at 307 C
for 24 h. The standard reference drug, chloraphenicol, was nsed as a positive control for the tested plant pathogenic
bacteria. The lowest concantrations of tested samples, which did not chow any visual growth after macrescopic evaluation,
were datermined as MICs, which were expressed in mgiml. Using the resnlts of the MIC aszay, the concentrations
showing complete absance of visual growth of bacteria were identified and 50 pl of each culture broth was ransfared
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onte the agar plates and incobated for the specified time and temperature 85 mentioned above. The complete abience of
rowth on the agar surface in the lowrest concentration of sampls was defined as the MBC. Each assay in this experiment
was replicated thres times.

2.6 Minimal inhibitory concentration {MIC) and minimuom fimgicidal concentration (MFC)

A mirroplate methad [14] was nied with slisht modifications to determine minimma] inhibitery concentration (MIC) valass
of plant extracts. Plant extracts were serially diluted, ranging fom 142 up to a 1/100 diloton from the crude exiract. In
each well, 100 pL of each extract dilution was mixed with 100uL of the fungal spore suspension (2 = 10¥ spores mL-' in
frech EDE). The microplates were incubated for 2-3 days at 27 °C with daily monitoring. All experiments were done in
triplicate. The MIC readings were performed spectrophotometrically with a3 microplate reader at 505 nm MICs valies
were caloulated by comparing growth in contrel wells and the exiract blank, which consicted of nninoculated plates. The
MIC of the extracts was defined ac the lowest concentration of plant extract that cansed grewth inhibition of more than
90%5 at 48 h, as compared fo the control.

The in vitro fiumgicidal activity (MFC) was determined as described by [13]. After 72 b of incubation, 20 pL was
sabooliured from each well that showed no visible grewth {grewth inhibition of owver 98%), from the last positive well
(growth similar to that for the growth control well), and from the growth contmel (extract-free medium) onte PDA plates.
The plates were incubated at 27 °C until growth was seen in the growth conrol suboalmre. The minimom fangicidal
concentration was regardad as the lowest extract concentration that did not yield any fangal growth on the salid mediurm
usad

2.7 C(lassification of antimicrobial actvity

In thic work, The BIC and MBC or MFC of the extoacts were classified according to follows criteria: The activity was
claszified as high (= 12.5mg L), moederate (12.5 to 25 mz'mL), low (30 to 100 me'mL) and very low (sbove 1me'ml).
The activity was classifed as high = 12 5me/mL), mederate (12,5 to 25 ma/mL), Lewr (50 to 100 me'mL) and very low
{abeve 100me'ml}).

2.8 Ewaluation of bactericidal'funmicidal and bacteripstatic fungistatic capacity

The action of an antibacterial on the bacterial straine can be characterized at two parameters as AMinimom Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimuom Bactericidal Concentration (B{BC) or Minirmim Fungicdal Concentrations (MEFC).
According ta the ratio MBC or MFC/AIC, we can apperceive antibacterial or antifumzal activity. If the ratic MBCAMIC=1
ar 2, effert is bactericidal but if the ratie MBCAMIC=4 ar 16, effact is bacteriostatic.

J. Results and Discossion

In this report, we investigated the chemical compecition of cude organic extracts of F. capérarus. The phytochemical
analysis performed en eight extracts of P, capirgrus revealed the presence of several secondary metabolites (Table ).
Flavonoids, triterpencids and phenelic compounds were present in all extracts. Volatile oils were present only in hexane
exiract and others metabolites such as alkaloids, steroids, tannin, coumarins and saponins were absent in all extracts.

The antibacterial activity of P. capifotus extracts were examined against six bacterial phytopathogenic and six fumgi
phytopathogenic causing damage in major crops. The MIC tests of P capitarus organic solvent extracts against 12
phytopathogenic microargaisms were carried oat using the micredilution technigos. The MIC values of aizht extracts
ranged from 1. 567 to 50 mg'mL {Table 3 to Table §). Te phytopathegenic bacteria the lowest MIC was for 1.562 mepml
cyciohewane extracts azainst Temrkomonas compesiris pv campesiris, L campestis v mahvacearum and X campesiris
pv viticole, whereas Pactobacterinm carmaororum subsp. caravelorum showed more resistance to orzanic extracts of P
capirarus with a MIC of 25 mg'ml (Table 3). The generally low actviny of the extracts agzinst the gram nesative
arganicme may be dus to the fact that gram negative bacteria possess an euter membrane and a periplasmic space, both
af which are absent in gram positive bacteria. The outer membrane of gram negative bacteria is known to present a bammier
to the penetratden of numerons antbiotic melecules. In additien, the periplasmic cpace contains enzymes which are
capatble of bresking down foreizn moleules inmeduced Som outsida [146]. When we looked for antimicrebial activity
azainst phytepathogenic fangi the lowest BMIC was for §.25 meg'ml cyclo-hexane extract against Fusarivm solanr,
whereas Arpergiius Tavus showred more resistance to organic extracts of P. capifaius with a BMIC of 50 mz/mL (Table 4).
Pzdmakumar and Ayyakkannu [17] screened antifungal activities of 80 marine algal species and did not find a single
alzal extract was active against Aspersilins floves. Similarly, Lavanya and Veerappan [18] reported that dichloremethana
and ethansl extracts of Sergarsum denrffolivm, Lourencis papillese and Jonia cormiculata had no activity azainst
Aspareilius flavus.

The defined stringent end point criteria for “activity™, suzgest that extracts sheuld be considered eficacious if they
exhibit MIC values < 12 5mgml. In thic context, all extracts from Extraction 2 showed high actvity for phytopathozanic
bacteria (Table 5 and ). The n-hexane and methanol extracts, for Peciobacierium carotovorum subsp. caroiovorum,
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showed maoderate activity (Table 3). To the antfungal activity, chloreform, ethyl acetate and methanel extracts, fom first
exiraction, to A:persifius flovus showed low activity, and methanol extract (Extracton 1) to Fisarium moniliforme,
Rhizopur sotelongfer and Fericillium lecanii chowed moderate activity (Table 4). Other exiracts showed high activity.
To extracts from Extractien 2, approximately 40% chowed moderate activity (Table ).

It is difficult to correlate the antimicrobial activity of an extract to a compound class due to their compleaxity and
variability. Hevertheless, researchers have reported on the relationship between the chemiral compesiton of the extracts
and their antimicrobial activity. These results indicate that bisactive molacules invalved in the anfimicTobial actvity have
different characteristics. The extracts obtzined with different organic solvents contain compounds distributed according
o their polarity. In line with our results, several works also reported antimicrobial activity in the different erganic solvents
[10, 20,21, 2323, 24] which indicates the wast amay of metsbalites that can be involved in the antimicrobial activity.

Genovece of o [25] reported that the marine biodiversity and ascociated chemical diversity constimute an unlimited
reserve of bieactive substances in the field of bisactve products. Seaweeds provide a rich seurce of stoocturally diverse
secondary matabolite. Several stodies have demonstrated that seaweeds are an excellent source of components such as
polysaccharides, tannine, flavenoids, phenolic acids, bremephenols, and carotencids that exhibits different biclogical
activities [3].

Investigations of antimicrobial chemiral defenses in green algae of the genns Pewicillurs indicate that these abundant
macraalgae also harbor potent defences against fungal pathozens. From P. capitatus, Puglici et al. [26] isclated twe novel
triterpene sulfate esters, capisterones A and B, with antifingal actvity against Lindra thalassioe at natural whaole-tissoe
concentations. Engel af ai. [27] scoeensd seaweeds from Bahamas againct marine pathogens and saprophytes. Amoaong
seaweeds screened, P capitaius and Holimeda copiesa wera the only to inhibit the growth of all assay micreorganisms.
Of the many active extracts identified in that survey, P. capitgnes have thos far been chosen for farther study. Dafferent
results were found by [12]. The suthors conducted a screening agamst Bacillus subtilic, Streprococcus foecalis and
Micrococens Juteus. The organic extracts from P. capiiains were only actve against B. subilis.

Wariation in antdmicrobial achivity of seaweed may be doe to the method of extraction, selvent used in extraction and
se3:0m 3t which samples were collected. Several diferent erzanic solvents have bean used to screen alzae for antimicrobial
actvity. Different selvents have been reported to have the capacity to extract different phytoconstitnents depending on
their solubility or palarity in the sobrent [28].

The extracts used in this smdy, had stronger antibacterial than anfifongal activities. The probable reason is the
difference in the composition and permeability of their cell walls. The cell walls of gram-pesitve bacteria are made of
peptidoplycans and teichoic acids, while the cell walls of pram-negative bacteria are made of peptideglycans,
lipopelysaccharides, and lipoproteins [29]. The lipid portion of the outer mambrane of gram-negative bactaria ic poorly
permeable to antimicrobials, hence the reasem for their greater resistance. The cell wall of fimgi consists of
polysaccharides such as glucan and hitchin and it is poorly permeable. This observation is in accordance with mamy other
stadies, focused on antimicrobial activity which has demonstrated that souchore and permeability of the cell wall are
reasons for the different sensitivities in pram-positive bacteria, pram-nezatve bacteria and fungi

In conclosion, this study indicates that Penicilfus capitarus produces a high variability of compounds, some them with
high antimicrobial activity wich makes them interesting for programe scTeening natural products. We found bieactivity
in all extracts of P. copiteius against a1l microorgnisms tested but p-hexane extracts was more active {lowest MIC). Thase
results indicate the potential for obfaining new spurces of antimicrobial agents. Further works will emphasize the isalation
and characterization of active principles responsible for antimicrobial activity and action mechanizms of these green alzae
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Table 1 Development systems and revealers nsed for analysis by thin-layver chromatoeraphy of secondary metabalites in . capitatu

BEITACLE.
Secondary metabalites Development sy=tem Fevealer
Alkaloids EtDAcHCOOH AcOHHIO (100:11:11:26 wi) Dragendofi’s reagent
Triterpenes and staraids EAcHCOOH AcOHH20 (100:0.5:0.5:0.5 vy} Liebaman-Burchard s reazent
Aglyrone and flaveneid heterpsids  EtXQACHCOOH ACOHHIO (100:11:11:27 wA) Meu's reagent
Proanthocyanidine EtDACHCOOH AcOHHIO (100:11:11:26 wA)) Vanilin-chipridric acid
Cinpamic arid derivatives E{QACHCOOH AcOHHIC {100: 11:11:27 wi) Meu's reagent

38



Understanding microbial pathogens: cument knowledee and edacational idsas eo antmizrehial ressarch
{Exnriqua Tomes-Elargnete 2nd A. Mander-Vilas, Eds)

Table ? Clas:es of secondary matabalites present in the oreanic extracts of Penicilius capinrmus.

Exfraction 1 Exfraction 2
Chemical Petrolenm
compounds  Cychloherane Chloroform Ethyl AcetateMethanol  Ether Dichlore Metane Acefone Methanol
Flrvanpid + + + + + + + +
Triterpeneid + + + + + + + +
Alkaleid - - - - - - - -
Coumarin - - - - - - - -
Tamnin - - - - - - - -
Prepolic compounds + + + + + + + +
Valadle oils + - - - - - - -
nin - - - - - - - -

+Presence; - Absence
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Ahbstract

This rasearch aims to analyze the affect of the extract from a native plant from Caatinga, Allamanda Blanchert,
in the indueton of resistance mechami=ms 1n a sugarcane vanety spmut-suscepible. Inrbally, 1t carmed out a
photochemical analysis to know the main plant compounds used m this study. Diverse chemicals content m
etharolic extract from 4. Blanchetii were detected by thin-layver chromatography (TLC). Flavonoids, were more
abundant compounds following by terpenes, stereroids and saponins. Under sreenhouse conditions the sugarcane
plants, SP-T91011 (somt-susceptble), were sprayved with extracts from 4. Blavecherti extracted at cold at
concentrabons of 1000 ppm and acilbenzelar-5-metl {(ASK) (100 maL). Laaves were collected at 0,24 and 43
bours aﬂ:ersp:ajmgandmedmﬂ:ERTPCRaml} 15 fmmﬂmﬁrtbedaﬂemeg&uemlm ﬂu::lgemge::e
expression were observed 1n the different treatments, especially in the expression of pathosenesis-related (FE)
zenes. The extract of 4. Blanehess induead an'inmase in the plicanazs expression and was more effactve than
ASM mducer. SNFRI pene show inereased in the two treatment. The results indicate that 4. Blancheni extracts
was able to activate the resistance mechani=m a5 observed in resistant plants. This paper 1s the first eport about
the use of Caztinga patwal plant extracts inducing resstance genes against Sporizorium scifaminenm In
sugarcane susceptible genctype.

Eeywords: Saccharum sp., induced resistance, srmit diseasa, plant extract, FR-penes

1. Introduction

Supzreane (Saccharum =pp.) 15 2 major erop m Brazl and in many eountries. It is cne of the most important crop
for the supar production and renewable biofuel apergy worldnide The mazarcane production has been affacted
by muany biotic and abiotic shessas, among them fingal diseases are one of the most important. Sugarcane somit
15 one of the most serious diseases of suzarcane. The disease 15 caused by the fingus, Sporisorium scitaminsum,
which infects plants through buds on stending stalks or germinating buds in the seil (Sundar et al, 2012;
Sanchez-Flord et al, 18}, can cause considerable yiald losses and reduetions m cane quality (Olweny et al |
2008). The best control meathoed 15 to nse resistant cultivars, which are wadely available m different eountries
where sugarcane 1s grown (Chen et al | 2012), however, costs make this shatepy expensmoe. Induced resistance
(IF} can be activated m plants by zeveral substances, preventing or delaving pathogen anhy or its subsequent
activity mn plant tissues, by their own defanse mecham=ms. Several induetor agents can induee the production of
“signals” in plant Hsmue, trigpening reactions that will result in a long-term protection azainst a wide range of
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plant pathopens. Perception ocours when inductor agents molecules bind to recaptor molacules, probably located
in the plasma membrane of the plant cell The<e reactions mgger the achvation of vanious defense mechami=ms
(Fesende et al, 2MT). These mechanizm= may mvolve enmymwes such as B-13-glucanase peresidace and
chitinaze, among others. Plant extracts with bioactve substances may presents the capacity to act as resistance
indnears (Barres et al | 2015

Phytochermeal sereenmg 15 vary inmportant in identifymp new souress of therspeuntieally and mdustralby
important compamds like alkaloids, flavopoids, phenolic compounds, saponins, stercids, fammins and terpenoids.
Enowledze of the chemical conshhuents of plants 15 desirable because such ieformation wall be of value for he
syntheds of complex chemical substances. Flanf exfracts that present bisactnve substances may present the
capacity to 2t as resistanme indusar _dRamsander blaacheny 1s an erpamental plant of Allamanda gesns in the
Apocynacese family. It is nattve plant of Caatnga, a semi-and repion of Braml Mortheastern, noth 2 great
diversity of placts and ammals. Many actve phytochemicals have been isclated from ther leaves and rooks
(Sharmm et al | 2013; More t al 3013; Savithramma et a1, 2013). Several reports described the pative plamt
extracts potential fo control plant diseases {Barros et al, 2015; Das Santos et al |, 2015; Perxicho ot al , 2017).
Branl's flora species prasent high poterhal as a source of bisactnie substances for control of plant diseases. In
light of the vast biodiversity of the Caatinga and the need to discover pew biocachsve compomds, it is
fundamental mportance to study the flora of this regon, which has been mouffirienty researehed

Therefore, the chjechve of this work was to shudy 4. Blanchets potential extracts for the contrel of the fimgus 5
seftammenm, as mducer of mecham=ms resstance 1n sugarcane and as natural fingicde, aimme to reduce the
wze of pesticides in this crep.

1, MMethods

The oxperimvent was conducted in a greenhouss at the Inchiute Apronmémico de Pernambuco (IFA) and
Biochermisiry I aboratery of the Unnrersidade Federal de Permambues (UFPE), Rerife, Branl The sugarcare
cultivar SP-791011 {smmt-susceptible), nsed in this experiment, was provided by Azro-Indistrias do Vile do 530
Franriseo S A -AGROVALE.

A Blamehetii leaves were collected from fields localized in the Afidmic ety (Permambues, Bra=il), at the
geographical posiben $°47'38" 5 and 40°93°79" W The taxonemic idechfication was performed by Do
Alexandre Gomes da Silva and a voucker speamen was depemted at the Herbamum IPA Dardane de
Andrade 1ima, Brazml (repistration member §4117). Leaf fzmes were dried m oven-dried at 40 °C for 72 h and
then ground 1n a keife mill to obtain a fine and uriform powder. About 150 g of dried powrdered leaves of the
plant was subjected to maceration m cold 100% ethanol for 48h, nith mfermattent aprtation Then, the extract
was filtered ard the supernatant was concentrated m a rotary vamum This ethanelic extract was kapt at 4 °C
untl the expenments for phytochamical analy=is were done.

The phytochemical screenme of the axtract of 4. blaveckent was performed by thin-layer chromatography (TLC),
acoordmg to Harthorne (1998), on silica plates (60F254. alomwimim backed, 200 pm layer thickness, 8.0« 5.0 e,
Merck, Darmstadt, Germany). The presence of secondary petabolites were investigated wang the adequate
development systems. After development, the plates were air dried and sprayed with the revealers mn a fume
kood.

Suparcane plants, vanety SP-T91011, were grown m FVC pets contaming 15 kg soil The expenment was
carnied out m a greechouse (29 °C and 70% RH) wrth 2] sanples in andemized Blocks and seven replications
per freatment. At 105 days affer perounation was starfed applyme the follonmg treatments: (1} spraving nith
stenle distilled water {concentratien 0); (2} spraviee with emde extract of A blancheth, cold exfrachon, at
concenfration of 1000 ppm; (3) ASM (acilbanzolar-5-metl), at concertration of 100mgl'l. ASM is ore of the
alicriors mere used 1m the control of plant diseases through ieduchen of resistance and it was usad m this
axperiment for the parpose of comparizon with the ez of gene exprassion of 4. blawcheti Laaf bsmnes ware
ellected at O b, 24 h and 48 howrs affer induction. Samples were maintained at 80 “C unhl prosessed Total
RMHA was 1selated from leaves wsme TRIzol B Reapent {Imitrogen) accorling to the mammfachmer's inshuchons.
The quahiy and concentration of total RMNA nere meanued by electrepheresis on 12% agarese denatring gel
and spectropbotometer, respectively. Aliquot of 5 mg of tetal ENA was usad as a template for cDMNA synthesis m
RT-PCE. analy=is wsing the SuperScript® I kit (Jmitregen) followine the marnfichmer’s recommendations.
Conplementary DMA (eD0NA) obtaired at Oh, 24 h ard 48 b of freatment was nsed to PCR. amplification of FR
genes. BT-PCE was performed imder the fallowing cendibiens: 50 °C for 30 min and 34 °C for 3 min, folloned
by 30 applification cyelas (94 °C for 30 see, 55 °C for 30 sae ard 72 °C for 1 mm) and 7 min at 72 °C. The
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primers used to amplification of the PR penas are listed in Table 1. The final amplification product was separated
on a 1.2%0 agarose gel, viswalized and analysad by L-FIY EX soffnare (Locous).

Tahla 1. Prinvers saquence wsed to ammplification of the FR penes and their respective annealing temperatunes

Primer Seqoence 53" Annealing temperatmre {(°C}
Quitinazz 5 AGAAGATEAAGOGGALGACE 59
CQuitinazs 4 CCOCTTGGTGTAGGETCCTTT &0
Gluranace 5 CEAGTEAAAAGCAGGRACAG &0
Gluranace A ATGTCGGAGTTGOCGTICT 59
FRSE AAACAAGGCAGAGTCACCAMC &0
FESA GGGEAGA AGGTGACTTGGETA &0
Perridace 5§ AAMGEETOCTAGOGTCCAAT 5
Perddace 4 ACATTGACGA A GCAGTOGTE 59
SHERIE TGICTTCATCGTOGTCGTGOGT 5
ShPRirF TCCCAGGTCTCCAAA ACOGTGAT &1
3. Reculi=

Phytockermeal inveshzation of crude organic extracts of A Blanchetsi leaves revealed the presence of several
sacondary metabolites. Flavoneids were more alnmdant eompourds follownng by terpenes, stercids and saporms
{Table 2). This results shomed that plant extract eontam molecules with potential for the apphication apamst somit
dizpaze {thars mefabeolites such as alkaleids, coumanns, quirores and reducme sugars were ahsent in the
extrarts. To investizate whether the defence-related zenes are mduced by crude extract of 4. blanchert, total
EMNAs from sugarcare leaves weme extracted and analyzed by ET-PCE. The pene expressicn analyvas shown that
the inducers mere efficient in activating a metabolic patheray of defense (Table 3). Inducers ASM and A
Blanchentf extract, used 1o this study, were both effectite m indwsing resistance genes, boweser, they shonrad
diffarencas m the expresmon of the Ghicanase 48 h after mducion Fxpressicn of this gope was sigmificantly
sreater 1n the treatment with A, Blarckent extracts as compared to ASM mducer. Parcandase and Cloitinase penas
nas 2-fold expressed at 45 hoars after icorulsfion Same result was observed m the treatment with the a=m
indnear. FR-5 gene was 2-fold expressed ooly at 24 hwath A blamekertt extracts. SCHEPRL gene, activater of the
metzbolic route of defenss, had expression mereassd over tima (3-fold) in both beatments, net varymg m
confrol

Table 2. Plvbochernical profile of the crpanic extracts of the 4. blapcherns leavas.

Eecondary metabolites Standards Development systerm Inferemce
Flavemaids' Cerceting nein A +H+
Fhenylpropanaids Chlaragenic acd A -
Triterpenes Frsitastemal B +
Sterpids Frsitasten] B +
Eapomins - A +
Monoterpenes and sesquotEpees Tymel C +
Coumarins Commarin D -
Cmincnes Lapachel 5] -
Alkaloids Pilocarpine a -
Condenzed proanthecyaniding and locpanthecyanidine  Caterhin a -
Hydralyzahle tannin Gallic acd E +
Fedurine sugars Glucoze F -

Note. A, AcOFt-HCOOOH-AcCCH-HCO (100:11:11:27 vA7; B, Toheno2Ac0E: (90:10 v, C, ToluenncAcOF:
(373 o)y D, CHCL-MeOH (92:2 vwi; E, n-BuOH-H0-Ac0H (40-50:10 vA); F, o-BuOH-Me,CO-TF (pH =
5,00 (40:50: 10 ). + trace; ++ [resent; - absent; ++ alnmdant; ©3" 4°-0H Axvonoids (aglycones, mono-, &
and tni-glycosdes).
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Table 3. Expression of proteins in sugarcane {smmt-susceptible) penotype SP-791011 m response to mnducton
with ASM (acilbenzolar-5-metil) and 4. Manchetti extract at 0, 24, and 43 hours after induction

Treatment

FE-protein Conirol ASAT elicitor A Blarchent extract

O0h b 48 h Oth 24h 48 h 0h h 4ih
Glucanase - - - + ++ ++ + + +
Pemeddase - - - + ++ ++ - + ++
Chitinaze - - - + +—+ ++ + —+ —+
PE-5 - - - - - + - ++ +
ScFR] - - - + +—+ - + ++ e

4. Discussion

For investigate the sugarcare responses in the early stapes, after application whith elicitors, we performed
phytochemical studies and assessed the resistance gene expression profile of smmit-susceptible sugarcane
zenotype. Medicinal plants contain secondary metabolites, which often pl:nr an mmportant role in plant defenses,
and are capable of destroving or mhibvbng the prowth of mucrocrmani=m (Sumaths & Amwpadha 2016).

Antipathogenic properties of flavonecids result from ther stronz anbesodative properties. Their antifimgal
actrvity 15 based on the inhibation of spore developosent and myveelium byphae elongation (Miernak et al, 2014).
The role of sapomins in the plants serves an arh-feedant and to protect against phvtepathogenie fung (Koul,
M0E). Essiett and Udo (2015, studied phyviochemical screenmms of Allomandas cathartica. They found
flavonoids was moderately present in the leaves, while saponins were present n traces in the leaves and flowears.
Tannins were moderately presant m the leaves, while terpenes were abundantly present m the stemn, leaves and
modarately present in the flomers. Like these cted reports, our analyzes revealsd the moderate presence of
tannin= and saponins while flavoneids were more abundant. This mdicates that the extracts of 4. Blancheti were
able to mduce this compound which 15 comelated to the phytopathopenic defense mechamsm

Biologieal contrel 15 becoming increasinghy important in inteprated past manapement programs, especially when
discussing integrated production towards sustzinable agricultwre. Many plant and plant extracts have been
reported to have antmicrobial properties against plant pa:lhngem{: funpi (Sharmmn et al., 2013; Versnes, 2014;

Akladicns et al, 2015; Santos et al, 2015). Allamaeda species extract bas been proved as eifemve m contrelling
plant pathogenic fing (Islam 2004; Bavikumar et al , 2013; Basar et al, 2011; Mone et al |, 2013; Barros ot al |
H15; Bato et al, 2018). However, there 15 a small report r..ailable m the stmdies on detailad a.n.al}m of leaf
extract and 1ts anhfungal achvity against plant pathosens. Nevertheless, it 15 meported that 4. Blanchetii have
different bioactvities, and then firther imrestigation 15 impeortant to 1sclate the active prineiples to comelate with
their biclogical activities.

In the mitiaten of the defenze in plants are activated two main rowtes in the mduction of systemic resistanca:
SAR (Systenuc Acqured Resistance) and ISE (Svstemic Induced Eesistance), which promote the expression of
PR proteins and 1= mediated by a salicvlic acid-dependent process. ASKM (benzo-(1 2 3)-madiarole-7-carbothioie
actd Ester-S-methyl) 15 ope of the most promising and mest used mducers of resistance, which provides
protection to a broad spectrum of pathazens. Providing mereased resistance to diseases in many plant species, by
their action similar to salicylic acid 1o the signal trensduction pathway (Cruz et al, 2013). Studies shown that
ASM induce the activity of 1,3-f-glucanase, peromdase and chibnaze confirmme the imokement of these
enrymes m the systemic acquired resistance Plant B-1.3-glocanases are pathopenesis-related (FR) protemns,
which belenz to the PR-2 family of pathopenesis-related proteins and are believed to play an important rele m
plant defenca responses to pathopen infection (Ebrabim et al | 2011). The pathogenesis-Ralated pene 1 (FE1) 1=
particularly mduced during defense response, bamg used as a marker for establizhment of SAR m plants. The
MWFPE] protemn (pon-expressor of pathogenesis related gepe 1} 1s 2 transenptional co-zchvator and pesitnce
regulater of SAR, a long-lasting mobile defonce signal found m plants. The NPRI gene has been cloned and
charaetenized in Sugarcane (Seecharum spp. hybrids) (ScNPE). It has been shewn to share an 83% sequence
wdentity with NPR1 from marze (ZmMNPELY, as well as display a very closa relatenship with NPR] from banana
(MINFEL) (Prmua, 2015). Chen et al {2012} noted that resistant sugarcane plants mn contact with the pathopen
actrvates this gepe to prevent infection by 5. scitamineums.

Lzo et al (2008} exammned differential expression proteins in sugarcane smmit-susceptible and resistant varetes
after inorulation with 5. seiraminewm at 0, 24 and 72 hours post moculation In the susceptible ganotvpe PR-3
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protein and Peroxdase were up-regulated only at 24 h whereas they were up-regulated in resistant at both 24 and
T2 b post merulzton. Glucanase and chitinase were up-regulated only resistant genotype at 24 h and 72 b In our
study, with a susceptible penotvpe, glocanase and chitinase were expressed at different levels at 0, 24 and 48 b
This demsonstrates that wse of 4. Blancherti extract as elicitor was able to induce defense genes m plants n
respense to sugarcane smout. Su et al. (2016) studied the response in sugarcare genotypes 0, 24 and 48 howrs affer
iroculation with 8. seitamineum. Mozt protems, differentially expressed. were closaly related to sugarcane smmt
resistznce such as pathogenesis-related protem 1 (PRI}, PES, betz-1 3-glucanase and peroxadase. Glucanaszae
expression, in the resistant penotype, was 2-fold (compared to control) at 24 b decreasing its expression at 43 b
Howevar expression level at 0 and 43 h were simular for both gerotypes. Expression of PR was gradual over
time and expressed for its infensity at 48 b in the suzcephble genotype. Peromidase was most expreszed at 45 h
(2-fold) m the resistant varisty. Chr results were spmilar to those cited above, however the expression of
Ghaeanase was kaphar at 48h after induetion with A Blanchers extracts. Ghicanase and PR are the most highhy
induead (3-fold) as compared to contral

Extracts from Alamanda blarcheni and the ASM resistance mducer presented similar responses reganding
induchon of resistance gene expression. Thus, it 15 wnderstood that the elicitation of beth PR-protems and
secondary metabolism products, such as phanchic compounds and their derncatives, by the applicaton of nahral
products may confribute to the reduction of sugarcane plant dizeases.

5. Remarks

Matural preducts play an important rele in the search for pew active dmgs. Medicinal plants from Caatmga’s
environments have been the subject of vanous studies m the search for newr anhmierobial eompounds. Based on
the results obiained with the present study, the natural extract of 4. blanchetti possess anbmierobial substances
that can inhikat the growth of the pathopenic fimpr It was able to actrvate the resistance mechanizm m a
sugarcane spmt-susceptible enotype, increasing PRz and SeMNPR] penes expression. In addibon if presented
expreszion levels similar to ASM resistance mducer, demonstrates potential to be used as eliciter of resistance
for alternatrie control of nferton by fingus disaazes in sugarcana.
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4 CONCLUSOES GERAIS

A revisdo acerca dos compostos naturais (extratos, 6leos essenciais e/ou compostos
purificados) no controle de M. phaseolina sistematizou um total de 59 espécies,
distribuidas em 29 géneros e 22 familias, com Fabaceae (7), Asteraceae (5) e
Lamiaceae (3) como taxons mais ricos. Torna-se urgente a pesquisa para a
descoberta de novos compostos naturais para o controle de M. phaseolina;

Os extratos organicos de P. capitatus (éter de petroleo, diclorometano, acetona e
metanol, e ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol) revelaram a
presenca de flavondides, triterpendides e compostos fendlicos em todos os extratos.
Os Oleos volateis estavam presentes apenas no extrato de ciclohexano e outros
metabdlitos, como alcalGides, esterdides, taninos, cumarinas e saponinas estavam
ausentes. Para as bactérias fitopatogénicas, os melhores resultados foram
apresentados pelo extrato de ciclohexano contra Xanthomonas campestris pv
campestris, X. campestris pv malvacearum e X. campestris pv viticola, enquanto
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum apresentou maior resisténcia aos
extratos organicos de P. capitatus. Para atividade antimicrobiana contra fungos
fitopatogénicos, o0s melhores resultados foram apresentados com extrato
ciclohexanico contra Fusarium solani, enquanto Aspergilus flavus apresentou maior
resisténcia aos extratos organicos de P. capitatus;

O extrato de Allamanda blanchetti induziu um aumento na expresséo da glucanase
e foi mais efetivo que indutor ASM. O gene SNPR1 apresentou aumento nos dois
tratamentos. Os resultados indicam que extratos de A. blanchetti foi capaz de ativar
0 mecanismo de resisténcia, como observado em plantas resistentes. Este é o
primeiro relato sobre o uso de extratos de plantas da Caatinga induzindo genes de
resisténcia contra Sporisorium scitamineum em genotipo suscetivel a cana-de-

acucar.
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