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RESUMO. A utilizagio indiscriminada de agrotéxicos para o controle de doencas de
culturas tem ocasionado problemas de contamina¢io humana ¢ ambiental e sele¢io de
patégenos resistentes a esses produtos quimicos. Assim, o objetivo deste trabalho foi o de
estudar o potencial de um extrato citrico (produto comercial Ecolife*) na atividade
antibacteriana. O produto foi testado nas concentragdes de 1, 10, 100, 1000 ¢ 5000 ppm
sobre as bactérias Ralstonia solanacearum e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis avaliando-se
halo de inibi¢io, densidade Sptica ¢ nimero de unidades formadoras de colonias. Através
dos resultados obtidos verificou-se que o extrato citrico apresentou atividade antibacteriana
sendo dose-dependente. A concentragio de 5000 ppm foi a mais eficiente.
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ABSTRACT. Antimicrobial effect by citric extract on Ralstonia solanacearum and on
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. The widespread application of agrotoxics to
control crop diseases has caused human and environmental contamination problems and
also a selection of resistant pathogens to these chemical products. Thus, the aim of this
work was, by means of citric extract, (Ecolife® commercial product), to assess the
antibacterial activity. The effect of concentrations of 1, 10, 100, 1000 and 5000 ppm of citric
extract was carried out on bacteria Ralstonia solanacearum and Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis through observation of the following parameters: inhibition zone, optical density
and colony-forming units. Through the obtained results, it was verified that citric extract
showed antibacterial activities. The antibacterial activity was dosis-dependent, and it is more

efficient at 5000 ppm.
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Introdugdo

A redugio da produgio em uma lavoura pode ser
ocasionada por diversos fatores. A ocorréncia de
doengas flingicas, bacterianas, virdticas e nematoses
¢ uma das principais causas, podendo levar a perda
total de uma cultura, causando danos tanto na parte
aérea quanto no sistema radicular. Segundo Lyon et
al. (1995), a resisténcia genética ¢ o método mais
utilizado para a protegio de plantas contra
patégenos. No entanto, nem todas as plantas sio
resistentes a doengas e nem todo material resistente
¢ adaptado a diferentes regides. Dessa forma, o uso
de agrotéxicos no controle de doengas tem sido cada
vez mais freqiiente na agricultura. A adogio continua
do controle quimico pode acarretar o surgimento de
patégenos resistentes aos produtos utilizados (Ghini

e Kimati, 2000), além da contaminagio de alimentos
e do ambiente, intoxicagio de homens e animais,
ressurgimento de algumas pragas e outras, antes
consideradas secunddrias, tornando-se importantes
(Burg e Mayer, 1998). Tais efeitos tém estimulado a
busca por formas alternativas de controle de doengas
de plantas (Nakasone et al., 1999).

O controle alternativo de doengas pode ser
realizado através do controle bioldgico e da inducio
de resisténcia pela utilizagio de moléculas ou
substincias elicitoras, podendo ser de origem
abidtica ou bidtica. Dentre estas dltimas, pode-se
citar o uso de extratos vegetais e de 6leos essenciais
(Stangarlin ef al., 1999). Diversos produtos naturais,
entre os quais os extratos de plantas medicinais, t¢ém
mostrado a capacidade de controlar doengas em
plantas, tanto por sua atividade antimicrobiana direta
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quanto indireta (Stangarlin et al., 1999; Fiori et al.,
2000). Alguns produtos comerciais 2 base de extratos
citricos apresentam esse potencial, como é o caso do
Ecolife e Kilol LDF 100, este dltimo, um produto
comercial para o controle de Xanthomonas, Erwinia ¢
Pseudomonas. O Ecolife® ¢ um produto comercial
constituido por 4cidos ascérbico, citrico e latico,
flavondides e fitoalexinas citricas, segundo o boletim
técnico Ecolife® e ¢ utilizado como biofertilizante.

Diante do exposto, o presente trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a atividade
antimicrobiana de extrato citrico (produto comercial
Ecolife*) sobre as bactérias Ralstonia solanacearum e
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual de Maringi
(UEM). As bactérias R. solanacearum e X. axonopodis
pv. manihotis foram obtidas junto ao Laboratério de
Fitopatologia da Unioeste - “Campus” de Marechal
Cindido Rondon, Estado do Parani. O extrato
citrico foi utilizado nas concentracoes de 0, 1, 10,
100, 1000 e 5000 ppm. Em todos os experimentos
adotou-se o delineamento inteiramente casualizado
com 4 repeticdes. A andlise do experimento foi
descritiva.

Antibiograma (método do disco de papel de
filtro)

Aliquotas de 0,ImL de R. solanacearum ¢ X
axonopodis pv. manihotis cultivadas, separadamente, por
24 horas em Nutriente Glucose (NG) foram
transferidas para placas de Petri contendo o meio
Nutriente-Glucose-Agar (NGA). Em  seguida, 4
discos esterilizados de papel de filtro (8mm de
didmetro) foram mergulhados nas concentra¢ées do
extrato citrico (previamente esterilizado por filtragio)
e colocados eqiiidistantes em placas contendo as
bactérias, e estas, incubadas a 30°C em B.O.D., no
escuro. Foram utilizadas 4 repetigdes por tratamento.
No tratamento-controle, os discos de papel foram
umedecidos em dgua destilada esterilizada. A avaliagio
foi realizada ap6s 24 horas, através da medicio do
didmetro dos halos de inibi¢gio do crescimento
bacteriano (Mariano et al., 2000).

Determinacao da densidade ptica

Aliquotas de 0,1mL, obtidas a partir de suspensdes
contendo 1x107 células/mL, com 24 horas de
crescimento de cada uma das bactérias, foram
transferidas para tubos contendo 10mL de NG com
as diferentes concentragdes do extrato citrico. Apds 24
horas de incubagio em temperatura ambiente, a
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transmitincia foi determinada a 540nm (Urenha et al.,
1994). A densidade o6ptica (DO) foi calculada
conforme Larpent e Larpent-Gourgaud, (1975): DO
= log I/I, onde I e I correspondem as intensidades
das luzes incidente e transmitida, respectivamente.

Determinacao das unidades formadoras de
coldnias (UFC)

Aliquotas de 0,1lmL, de wuma suspensio
bacteriana  (10°élulas/mL), de cada uma das
bactérias, com 24 horas de crescimento em NG,
foram transferidas para placas de Petri com meio
NGA, contendo as diferentes concentracdes do
extrato citrico. As placas foram incubadas em BOD a
30°C por 24 horas, no escuro. No tratamento-
controle as bactérias foram cultivadas em NGA.
Foram realizadas 5 repeticGes por tratamento. Apés
esse periodo, foi avaliado o ndmero de UFC/mL
(Urenha et al., 1994).

Resultados e discussao

Efeito do extrato citrico na formacao do halo
de inibigao

Na avalia¢io do halo de inibigio, notou-se que
houve inibigdo das Dbactérias em todas as
concentragdes testadas, como apresentado na Tabela
1. A bactéria R. solanacearum apresentou uma inibigio
crescente até a concentragio de 100 ppm, seguida de
uma redugio no didmetro do halo formado em 1000
ppm. A maior inibi¢io ocorreu com a concentragio
de 5000 ppm. Em X. axonopodis pv. manihotis
observou-se que a partir de 100 ppm houve um
aumento na inibi¢io da bactéria, chegando a ser até
quatro vezes maior em 5000 ppm, quando
comparado 2 concentragio imediatamente inferior.

Tabela 1. Efeito de diferentes concentragoes do extrato citrico na
inibicdo in vitro das bactérias fitopatogénicas Ralstonia solanacearum
e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis

Extrato citrico Diimetro médio do halo de inibigio* (mm)

(ppm) R. solanacearum X. axonopodis pv. manihotis
Controle' 0,0 0,0
1 15 1,4
10 2,8 1,4
100 3,1 23
1000 2,5 2,4
5000 6,9 8,2

! Controle representado pelo crescimento bacteriano em meio nutriente-glicose sem
adicio do extrato citrico; * média de 4 repetigoes

Ha4 virios trabalhos que demonstram os efeitos
antimicrobianos de extratos vegetais e de O6leos
essenciais em fitopatégenos. Véras e Yuyama (2001)
verificaram que houve a formagio de halo de
inibi¢io em R. solanacearum ragas 1 e 2 na diluigio de
1:1 do éleo e do extrato de Piper aduncum. Pattnaik et
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al.(1996) testaram o efeito de 6leos essenciais através
do método de difusio em disco de virias plantas,
entre eclas uma laranja (Citrus  aurantium) ¢
verificaram que todas as bactérias testadas foram
sensiveis a Cymbopogon flexuosus, Eucalyptus citriodora,
Mentha piperita ¢ C. aurantium.

Padmavati ef al. (1997) avaliaram a sensibilidade
de Xanthomonas oryzae pv. oryzae a certos flavondides
usando disco de papel. Os autores observaram que
naringenina (primeiro intermediirio da via de
flavonéides) na concentragio de 25pg/disco inibiu o
crescimento de 6 estirpes de Xanthomonas. A
sensibilidade a naringenina (flavone),
dihidroquercetina (dihidroflavonol), kaempferol e
quercetina (flavonols) foi significativamente varidvel
entre os patdgenos. A dihidroquercetina inibiu
apenas duas estirpes ¢ nio teve efeito sobre as
demais. Muitos destes componentes estio presentes
na formulagio do Ecolife®, o produto comercial
utilizado neste trabalho.

Efeito do extrato citrico na densidade Sptica

Os resultados apresentados na Figura 1
permitem  observar que 0 extrato  citrico
proporcionou uma reduc¢io na concentragio de
células de R. solanacearum. A reducio foi acentuada a
partir de 100 ppm, chegando 2 totalidade em 5000
ppm.

Em X. axonopodis pv. manihotis (Figura 1) houve
um aumento na densidade em 1 e 10 ppm, em
relagio A testemunha. Em 100 ppm a densidade
diminuiu e em 1000 e 5000 ppm houve
praticamente inibic¢io total da bactéria. Foi avaliado
também o pH do extrato citrico nas diferentes
concentragoes a fim de se verificar sua influéncia nas
bactérias testadas. Entretanto, observou-se que a
méxima concentragio testada (5000 ppm) tinha o
pH 6,00, enquanto o controle apresentou pH 6,65.
Assim, provavelmente o efeito do Ecolife ocorreu
em fungio de sua composi¢io e nio proveniente de
uma alteragio no pH.

Em relagio ao efeito do extrato citrico na inibi¢io
de crescimento das bactérias e considerando-se que
os componentes deste podem influenciar o
desenvolvimento das mesmas, Lis-Balchin e Deans
(1997)  estudaram a  atividade  anti-Listeria
monocytogenes com Oleo essencial de virias plantas,
inclusive Citrus bergamia, observando a efetividade
dos 6leos contra estirpes desta bactéria.

Efeito do extrato citrico sobre Unidades
Formadoras de Colonias

Os dados das Figuras 2 ¢ 3 indicam que houve

efeito inibitério do extrato citrico em R. solanacearum
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e X. axonopodis pv. manihotis. A partir de 10 ppm,
houve uma diminui¢do no ndmero de coldnias
formadas por R. solanacearum. Ji para X. axonopodis
pv. manihotis, houve uma reducio na UFCem 1 ¢ 10
ppm. Em 100 ppm houve um aumento no niimero
de coldnias formadas reduzindo novamente em 1000
ppm e 5000 ppm. Os comportamentos apresentados
pelas bactérias foram semelhantes aos verificados no
experimento de densidade Sptica.
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Figura 1. Efeito do extrato citrico na densidade 6ptica de Ralstonia
solanacearum e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis apés 24 horas
de incubagio. As barras representam o desvio padrio
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Figura 2. Efeito do extrato citrico sobre Unidades Formadoras de
Colonias por Ralstonia solanacearum. As barras representam o
desvio padrao
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Figura 3. Efeito do extrato citrico sobre as Unidades Formadoras
de Colonias de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. As barras
representam o desvio padrio

Caldana et al. (2001) avaliaram o efeito de
micronutrientes no crescimento in vitro de Xylella
fastidiosa. Observaram que nio houve nenhum
crescimento da bactéria nas concentragdes minimas
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de 0,5mM, 0,056mM e 0,15mM de icido bdrico,
sulfato de zinco e sulfato de cobre respectivamente.
Dessa forma, pode sugerir que substincias como
flavondides, 4cidos ascérbico, citrico e litico,
encontrados no extrato citrico podem influenciar no
desenvolvimento das bactérias.
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