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Resumo

Avaliou-se o controle in vitro de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis mediante o uso de extrato
aquoso de quatro gendtipos de ctircuma provenientes de cultivos de Jaboticabal-SP, Mara Rosa-GO,
Maringd-PR e Mercedes-PR, bem como o efeito curativo, através do tratamento de manivas de mandioca
infectadas com o patdgeno e plantio em condi¢des de campo. No experimento in vitro, o extrato de
curcuma causou inibicao total do crescimento da bactéria, na concentragdo de 10%, para o material
proveniente de Mercedes, enquanto que, para a ctircuma de Jaboticabal, houve controle total a 15% e o
de Mara Rosa a 20%. A clrcuma proveniente de Maringa ndo inibiu totalmente o crescimento, em
nenhuma das concentragdes utilizadas. No experimento in vivo, o brotamento das plantas foi pouco,
devido ao grau de infecgdo das manivas. O extrato bruto de ciircuma a 10% proveniente de Mercedes foi
prejudicial para a mandioca em condi¢ao de campo, reduzindo o estande em relacdo aos tratamentos
controle. Possivelmente, houve agdo toxica direta sobre a fisiologia da planta ou inducdo de
suscetibilidade. Na concentracdo de 1% da curcuma proveniente de Maringd, ndo houve diferenca
estatistica em relagdo as testemunhas, para o parametro estande de plantas. O controle quimico utilizado
nao foi eficiente, pois se comportou igual a testemunha dgua. Com relacdo a severidade e a produtividade
ndo se observaram diferencas significativas entre os tratamentos. Os resultados indicam que, embora
haja atividade antibacteriana a X. axonopodis pv. manihotis, os extratos de circuma, nas concentragoes
utilizadas, ndo apresentam efeito curativo em manivas de mandioca infectadas pelo patogeno.
Palavras-chave: Bacteriose da mandioca, controle alternativo, planta medicinal

Abstract

The control of Xanthomonas axonopodis pv. manihotis was evaluated in vitro by using aqueous extract
of four turmeric genotypes from Jaboticabal-SP, Mara Rosa-GO, Maringa-PR and Mercedes-PR, as well
as in vivo, by treatment of infected cassava stems and their cultivation at field conditions. The results
showed that in vitro experiment, turmeric extract inhibited completely the bacteria growth in the
concentration of 10% for the genotype from Mercedes, while for the Jaboticabal’s turmeric there was a
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total control at 15% and for Mara Rosa at 20%. Turmeric genotype from Maringa did not show full
inhibition of the bacterial growth in none of the extract concentrations used. At field conditions, sproutings
were extremely low, due to the stems infection degree. Turmeric extract at 10%, from Mercedes, was
harmful for the cassava, reducing stand regarding the control treatments. Possibly there was a direct
toxic action on the plant physiology or susceptibility induction. But in the concentration of 1% of
turmeric from Maringa, there was no statistical difference in relation to the control treatment for the plant
stand. The chemical control was not completely efficient. There was no statistical difference among
treatments for both severity and productivity. The results indicate that, although presenting antibacterial
activity to X. axonopodis pv. manihotis, the turmeric extracts, in the used concentrations, did not
present curative effect in cassava stems infected with the pathogen.

Key words: Bacterial blight of cassava, alternative control, medicinal plant

Introducio

Muitas sdo as doengas da mandioca, porém,
poucas com a importancia da bacteriose ou murcha
bacteriana (POLTRONIERI; TRINDADE, 1999).
Esta doenga ¢é causada por Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (BONDAR, 1915 apud
VAUTERIN et al., 1995), que coloniza os vasos do
xilema, de onde retira seus nutrientes. Encontra-se
espalhada em todas as regides produtoras de
mandioca do mundo, tendo como principal causa o
modo de propagacdo da planta, o qual ¢ realizado
através de partes vegetativas (MASSOLA JUNIOR;
BEDENDO, 1997). Escassas sdo as medidas de
controle de bacterioses, pois desde a década de
cinqiienta até atualmente, os bactericidas sao
praticamente os mesmos ¢ somente utilizados em
culturas de alto valor econdmico (LOPES, 1998).

O método de controle mais eficaz é o uso de
manivas sadias, pratica dificil para os agricultores,
quando praticamente todas as regides produtoras
apresentam lavouras com sintomas da doenca
(MIURA; MONTEIRO, 1997). Outra alternativa ¢
uso de resisténcia genética, mas a maioria das
variedades com resisténcia sdo destinadas a industria.
Para consumo humano e animal sdo cultivadas
variedades de mesa as quais, na sua maioria, sao
suscetivelis.

Assim, uma opg¢ao ¢ o emprego de medidas para
o controle alternativo, o qual pode incluir o uso de
microrganismos antagonicos/hiperparasitas (controle
bioldgico) e a aplicagdo de produtos naturais com
atividade antimicrobiana e/ou indutora de resisténcia

(SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ,
2003). As plantas medicinais apresentam varios
metabolitos secundarios capazes de exercerem essas
ultimas fun¢des (STANGARLIN et al., 1999).

A ctircuma ou agafrao (Curcuma longa L.), uma
Zingiberacea originaria do sudeste da Asia, possui o
corante curcumina como um dos principais
componentes do rizoma (CECILIO FILHO;
SOUZA, 1999; CECILIO FILHO et al., 2000).
Pesquisas tém indicado o potencial de extratos de
cuarcuma para o controle de fitopatogenos,
especialmente fungos, a exemplo de Colletotrichum
gloeosporioides, Rhizoctonia solani e Aspergillus sp.
(SAJU; VENUGOPAL; MATHEW, 1998), Fusarium
udum (SINGH; RAI, 2000) e Macrophomina
phaseolina (RAJA; KURUCHEVE, 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
bactericida do extrato aquoso de rizomas de
diferentes genodtipos de curcuma sobre X.
axonopodis pv. manihotis in vitro e o efeito do
tratamento de manivas para o controle da murcha
bacteriana da mandioca.

Material e Métodos

Isolamento, cultivo e manutencdo da bactéria

Em lavouras da regido Oeste do Parana foram
coletadas ramas de plantas de mandioca apresentando
lesOes caracteristicas da forma sistémica provocadas
por X. axonopodis pv. manihotis.
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O isolamento foi a partir das ramas ¢ a
caracterizagdo bioquimica e patogénica do isolado
bacteriano foi realizada através de reacdo de
hipersensibilidade em folhas de fumo, hidrolise do
amido, coloragdo de gram e reproducdo de sintomas
pela inoculagao do patdégeno em folhas de mandioca.

O cultivo foi em meio 523 de (KADO; HESKETT,
1970), constituido de 10 g de sacarose, 8 g de caseina
acida hidrolisada, 4 g de extrato de levedura, 2 g de
K,HPO,, 0,3 g de MgSO,.7H,0 e 15 g de agar para
1000 mL de agua destilada e os isolados da bactéria
preservados através do armazenamento em glicerina
a —20 °C (MARIANO; ASSIS, 2000a).

Obtencdo da curva de crescimento bacteriano

A curva de crescimento bacteriano foi obtida pelo
método de determinagdo da concentracao do inoculo
pela contagem em placas de Petri (MARIANO;
ASSIS, 2000b). Foram ajustadas suspensdes
bacterianas (em solucdo salina — NaCl 0,85%) para
obter leituras de absorbancia a 580 nm de 2,4; 2,0;
1,6;1,2;0,8 ¢ 0,4. Para as absorbancias 2,4;2,0e 1,6
foram realizadas dilui¢des de até 108 e, para as demais
absorbancias dilui¢des de até 107, tendo sido
plaqueados 100 mL das trés ultimas dilui¢des no meio
523 solido. O calculo da concentrag@o da suspensao
foi efetuado com base no nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC).

Obtencdo do extrato de ciurcuma

Foram empregados rizomas de circuma de quatro
diferentes regides produtoras do Brasil: Jaboticabal/
SP, Mara Rosa/GO, Maringa/PR e Mercedes/PR,
os quais foram colhidos na época de colheita
recomendada para cada regido, e armazenados a —
20 °C. O extrato bruto foi obtido de acordo com
Stangarlin et al. (1999), a partir da trituragdo de
rizomas (200 g/L de 4gua destilada) em liquidificador,
filtragem em gaze e em papel Whatman n° 41,
obtendo-se o extrato liquido a 20%. A partir deste

foram feitas diluigdes, para obter-se o extrato nas
concentragdes de 15%, 10%, 5% e 1%, empregados
no preparo do meio de cultura para medir o
crescimento bacteriano.

Avaliagdo in vitro da atividade antimicrobiana do
extrato de curcuma

O meio de cultura 523 liquido foi preparado
contendo 20%, 15%, 10%, 5% e 1% de extrato de
curcuma, de cada uma das procedéncias. O controle
negativo foi com o meio sem a presenga de extrato e
o controle positivo com a presenga de antibiotico (22,5
mg/L de oxitetraciclina + 225 mg/L de
estreptomicina). Para cada tratamento foram
realizadas cinco repeti¢des. A bactéria foi repicada
pipetando-se uma aliquota de 0,1 mL de solugdo
contendo 10® UFC/mL, sendo entdo incubada a 25
°C, por 48 h, sob agitagdo. A avaliacdo do numero
de bactérias foi em espectrofotometro a 580 nm.

Tratamento das manivas com extrato de curcuma

Na tentativa de separar possiveis efeitos de
atividade antimicrobiana e indutora de resisténcia,
ramas de mandioca infectadas, da variedade
Verdinha, foram cortadas em manivas com
aproximadamente 12 cm e tratadas com extrato de
curcuma nas concentragdes de 1% e 10% das duas
procedéncias que apresentaram o melhor e o pior
comportamento em relagao a inibi¢ao do crescimento
bacteriano in vitro. Foram realizados dois tratamentos
controle: um com 4gua destilada esterilizada (ADE)
e outro com solu¢ao de 22,5 mg/L de oxitetraciclina
+ 225 mg/L de estreptomicina. Para cada tratamento
foram utilizadas 144 manivas.

As manivas foram colocadas na posicao vertical
no interior de recipientes contendo os tratamentos,
ficando uma porgao correspondente a metade do seu
comprimento submerso, por 72 h, em temperatura
ambiente (+/- 28 °C) (FRANZENER et al., 2001).
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Plantio a campo para avaliagdo da severidade e
produtividade

O plantio foi na estagdo experimental Antonio
Carlos dos Santos Pessoa, pertencente ao Nucleo
de Estagoes Experimentais da Universidade Estadual
do Oeste do Parana, Campus de Marechal Candido
Rondon/PR, em area sob cultivo anterior com rotagao
milho/soja/trigo. As manivas tratadas com extrato
foram plantadas a campo em espagamento de 1 m
entre linhas e 0,6 m entre plantas, com quatro linhas
de nove plantas. O delineamento experimental foi o
de blocos ao acaso com quatro repeti¢cdes sendo as
parcelas constituidas por 36 manivas e consideradas
como parcela util as 14 centrais. O plantio foi efetuado
sem o uso de adubagio, seguindo-se pratica utilizada
na regido Oeste do Parana.

Foram avaliados: a) o percentual de brotamento
das manivas; b) a presenca de sintomas da doenga
nas plantas de acordo com a escala proposta por
Miura et al. (1990), considerando-se notas de 0 a 5,
onde 0: planta sem sintoma; 1: presenga de pequenas
manchas angulares nos foliolos; 2: aparecimento de
lesdes do tipo requeima nos foliolos ¢ murcha de
folhas; 3: exsudagao de gomas nos peciolos, murcha
de folhas e queda de folhas; 4: lesdes necréticas em
hastes, com ou sem exsuda¢ao de goma, murcha de
folha, desfolhamento parcial ¢ morte dos brotos
apicais e 5: presenca de grandes lesdes necroticas
nas hastes, intenso desfolhamento, morte acentuada

de hastes ou ainda, morte total da planta; c) a

produtividade um ano ap6és o plantio pela
determinagdo da massa de raizes produzidas.

Analise dos resultados

Os dados obtidos na avaliacdo da atividade
antimicrobiana in vitro foram submetidos a analise
de variancia, segundo arranjo fatorial com dois
fatores: gendtipo (quatro subniveis: genotipos de
curcuma: Mara Rosa, Jaboticabal, Maringa e
Mercedes) e concentragdes (seis subniveis: 0, 1, 5,
10, 15 e 20% de extrato bruto dos rizomas), com
cinco repetigdes, comparados a testemunha com
antibidtico.

Os dados do ensaio a campo foram submetidos a
analise de variancia de um delineamento em blocos
ao acaso, sendo os tratamentos: ADE, antibidtico,
gendtipos de Maringd e¢ de Mercedes em
concentragdes de 1 e 10%, com quatro repeticdes.

Resultados e Discussao

Caracteriza¢do bioquimica e patogénica do
isolado bacteriano

O isolado de X. axonopodis pv. manihotis avaliado
foi caracterizado como gram negativo, apresentou
consumo de amido, ndo induziu reagdo de
hipersensibilidade em folhas de fumo e induziu sintomas
tipicos da doenga em folhas de mandioca inoculadas.
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Figura 1. Ajuste da curva de concentragdo bacteriana (em unidades formadoras de colonia — UFC) em fungao da

absorbancia a 580 nm.
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Acdo antibacteriana in vitro

A curva de crescimento bacteriano do isolado ¢
apresentada na Figura 1. O comportamento da
concentracdo bacteriana em relacdo a absorbancia
foi linear, com equacdo da reta y = 37,843x, a qual
apresentou coeficiente de determinagdo (R?) igual a
0,9552.

O efeito da concentracdo do extrato aquoso dos
rizomas de clircuma sobre X. axonopodis pv. manihotis
¢ apresentado na Figura 2. Para os quatro gendtipos de
curcuma avaliados foi observado efeito das dosagens
utilizadas indicado pela regressao significativa a 1%,
tendo sido observada inibi¢ao do crescimento nas doses
crescentes do extrato de circuma.
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Figura 2. Crescimento de X. axonopodis pv. manihotis (UFCs) em diferentes concentrag¢des de extrato bruto aquoso

de quatro genotipos de C. longa in vitro

Para os valores de unidades formadoras de
colonias (UFC) observados para cada concentracao
e gendtipo de curcuma utilizado, foi observado que o
gendtipo de Mercedes reduziu o crescimento
bacteriano a partir da concentragao 5% em
comparacdo a testemunha com antibidtico (Tabela
1). O maximo de inibi¢do foi na concentracdo de
10% de extrato bruto da circuma. Para os demais
gendtipos avaliados o controle foi apenas a partir da
concentragdo de 10%, observado para Mara Rosa,
Jaboticabal e Maringa. O genotipo de curcuma
proveniente de Maringé foi o inico que nao inibiu
totalmente o crescimento bacteriano na concentragao
maxima de 20%. Os gendtipos de Mara Rosa,
Jaboticabal e Maringa, todos a partir de concentragao
de 10%, e o de Mercedes, a partir da concentragdo
de 5%, promoveram inibi¢cdo do crescimento
bacteriano maior do que o tratamento com antibidtico.

As diferencas no comportamento entre os
genotipos de ciircuma avaliados estdo intimamente
ligadas aos compostos presentes nos rizomas, nao
identificados neste trabalho, mas com acao
antibacteriana, uma vez que o extrato bruto possui
composi¢do complexa. Foi observado que o efeito
in vitro pode estar associado a coloracao do extrato,
uma vez que extrato de coloracdo mais alaranjada
resultou em maior efeito inibidor quando comparado
ao de coloragdo amarelada. Os rizomas provenientes
de Mercedes (alaranjado) inibiram mais que o de
Maringa (amarelo claro), € os extratos de Jaboticabal
e Mara Rosa, com tonalidade intermediaria de
amarelo, valores

apresentaram também

intermediarios de inibicao.
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Tabela 1. Crescimento de X. axonopodis pv. manihotis (10° UFC mL™"), em meio de cultivo com diferentes concentragdes
do extrato bruto aquoso de quatro gendtipos de C. longa (circuma).

Concentracoes do extrato

Genétipos 0 1% 5% 10% 15% 20%
UFCs
Mara Rosa 76,61 a 68,00ab™” 37,202 11,3220 14,27a") 0,00 b®
Jaboticabal 76,54 a " 71,602 23,876 5,79b 0 0,00 ¢ 0,00 b
Maringa 73,052 72,972 38,532 14,452 3,40 b© 0,40
Mercedes 74,02 a " 62,066 826c¢" 0,00 ¢ © 0,00 ¢ 0,00 b
Testemunha* 16,42

Médias seguidas de letras distintas nas colunas indicam diferencgas pelo teste de Tukey a 1%;
) Indica diferenca significativa da testemunha, sendo superior a esta;

© Indica diferenga significativa da testemunha, sendo inferior a esta;

* Testemunha: antibiotico (22,5 mg/L de oxitetraciclina + 225 mg/L de estreptomicina).

Pereira e Stringheta (1998) relatam que
curcuminoéides (curcumina, desmetoxicurcumina e
bis-desmetoxicurcumina) e o 6leo essencial
(contendo tumerona e zingibereno, entre outros)
possuem agao bacteriostatica (MARTINS; RUSIG,
1992; ZWAVING; BOS, 1992). Os curcuminoides,
apresentam coloragdo amarelada e o 6leo essencial pode
variar de amarelo palido a alaranjado. Desse modo, a
influéncia da coloracdo dos rizomas no controle do
patogeno observado no presente estudo indica que esta
associada com a concentracao desses compostos.

Ag¢do terapéutica in vivo sobre manivas em
condi¢oes de campo

O percentual de plantas remanescentes no periodo
de conducdo (um ano) estao apresentados na Tabela
2. Percebe-se os mesmos percentuais de plantas para
manivas sem tratamento, tratadas com antibiotico ou
tratadas com extrato de circuma proveniente de
Maringa na concentracao de 1%. Coincidentemente,
esse gendtipo foi o que apresentou o menor controle
da bactéria no teste in vitro. A carcuma de Maringa,
na concentracdo de 10%, juntamente com o extrato
proveniente de Mercedes a 1%, quando comparada
a testemunha (agua destilada), mostrou-se prejudicial

para a mandioca. Também o extrato do genotipo
proveniente de Mercedes a 10% foi fitotoxico as
manivas e resultou em menor percentual no estande
de plantas. Os resultados indicam que os extratos
foram prejudiciais para a bactéria e para as plantas
de mandioca, possivelmente porque as plantas
encontravam-se fisiologicamente debilitadas devido
ao ataque do patogeno.

Os compostos presentes nos rizomas de ciircuma
podem ser prejudiciais para a mandioca de trés modos
que precisam ser melhores estudados: agdo direta
dos compostos da circuma sobre os processos
fisiologicos do brotamento;
desenvolvimento fisioldgico inicial da maniva com
favorecimento do desenvolvimento do patéogeno;
inducao do hospedeiro a suscetibilidade ao patdgeno.

alteragdo do

Na condi¢ao de campo plantas foram mortas pelo
desenvolvimento da doenga, ndo de modo significativo
até o fim do periodo e ndo houve interagdo entre os
tratamentos e épocas de avaliacdo do brotamento,
aos 15,90, 180 e 370 dias da emergéncia dos brotos.
Esse resultado indica que os tratamentos nao
interferiram no processo patogénico € na morte apds
o estabelecimento das plantas, ficando seu efeito
restrito ao periodo do plantio a emergéncia.
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Tabela 2. Percentual de plantas de mandioca cv. Verdinha infectadas com X. axonopodis pv. manihotis e produtividade
de plantas tratadas com extrato aquoso de rizomas de C. longa (circuma) em condigdes de campo. Mal. Candido

Rondon/PR (2001/2002).
Tratamentos Plantas no estande Produtividade
(%) (kg/ha)***
Agua destilada 37,36 a** 10.386,9
Quimico* 30,12 ab 10.535,7
Extrato de circuma de:
Maringa 1% 38,73 a 9.642,8
10% 25,01 be 9.642,8
Mercedes 1% 20,36 be 9.464,2
10% 16,39 ¢ 7.232,1
C.V. (%) 19,38 44,48
M¢dia geral 27,38 9.484,1

*22,5 mg/L de oxitetraciclina + 225 mg/L de estreptomicina;
** Valores seguidos de letras distintas indicam diferenca pelo teste de Tukey a 5%;

*** Sem diferenga estatistica.

Para a severidade da doenga no campo
constatou-se que todos os tratamentos apresentaram
nivel 4 da escala proposta por Miura et al. (1990) o
qual compreende lesdes necrodticas nas hastes, com
ou sem exsudacdo de goma, murcha de folha,
desfolhamento parcial e morte dos brotos apicais e
escurecimento de vasos abaixo da lesdo apical.

Para a produtividade da mandioca nao foram
observadas diferencas significativas. Os valores de
produtividade podem ser observados na Tabela 2.
De acordo com Groxko (2001) a produtividade da
mandioca no oeste do Parana ¢ de 25 t/ha, superior
a observada neste experimento. Provavelmente a
baixa produtividade obtida no ensaio deve-se ao baixo
estande de plantas provocado pela ocorréncia da
bacteriose.

Franzener et al. (2001) utilizaram o extrato bruto
de canfora (Artemisia camphorata) em solo
esterilizado e também ndo obtiveram controle
satisfatorio da bacteriose da mandioca quando do
tratamento de manivas infectadas mas conseguiram
resultados positivos quando do emprego da
termoterapia no controle da bacteriose. Também o
extrato de canfora ndo proporcionou controle da

doenca mas nao foi fitotdéxico, como observado no
presente estudo com extrato do rizoma de curcuma
nos experimentos.

Os resultados obtidos indicam que, embora a
curcuma exerc¢a atividade antibacteriana in vitro
contra X. axonopodis pv. manihotis, sdo necessarios
novos ensaios para definir em que concentragdes os
extratos aquosos exercem efeito curativo sem
provocar fitotoxidez em manivas de mandioca
infectadas com o patdgeno.
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