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RESUMO

O tomate é uma das culturas de maior expressao no mundo; entretanto varias pragas
podem atacar a cultura. A mancha bacteriana, causada pela bactéria Xanthomonas spp., € uma
das doencas que mais causa perdas na produtividade e na qualidade do tomate, sendo o uso de
sementes livres do patdgeno uma das formas mais eficazes de controlar a doenca atualmente.
O presente trabalho estudou uma nova modalidade de tratamento de sementes, eficaz no
controle de fitobactérias. Foi efetuado um estudo in vitro, da atividade fotodindmica dos
corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e uma combinacdo de ambos os corantes, em
varias concentragdes, sobre uma suspensao contendo Xanthomonas spp., onde sob condi¢cfes
de irradiacdo todos os corantes testados, em todas as concentragdes testadas, sdo capazes de
inibir o crescimento bacteriano de forma eficaz. O tratamento de sementes desenvolvido foi
eficaz no controle da bactéria sem causar danos a qualidade fisioldgica e sanitaria das
sementes, figurando uma nova modalidade de tratamento de sementes que dispensa o uso de

agrotoxicos.

Palavras-chave: Xanthomonas spp., Fotoinativacdo, Tratamento de sementes, Azul de

Metileno, Azul de Toluidina.
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ABSTRACT

The tomato crop is a one of the highest expressed cultivation in the world; however,
various pests may attack the crop. The bacterial spot, caused by the bacterium Xanthomonas
spp., is one of the most important diseases that cause losses in yield and quality of tomato and
one of the most effective ways to control the disease currently is the use of pathogen-free
seeds. This paper studied a new type of seed treatment, effective in controlling fitobactérias.
A study in vitro was performed of the photodynamic activity of the dyes Methylene Blue,
Toluidine Blue and a combination of both dyes in various concentrations, containing a
suspension of Xanthomonas spp. The tested dyes are able to inhibit bacterial growth
effectively, under irradiation conditions and with all concentrations tested. In this work we
developed a seed treatment, and the method tested was effective in controlling bacteria
without causing damage quality physiological seed, figuring a new type of seed treatment that

avoids the use of pesticides.

Keywords: Xanthomonas spp., Photoinactivation, Seed treatment, Methylene blue, Toluidine

blue.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fotossensitizacdo e geracao de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Ha& mais de trés mil anos os antigos egipcios, tratavam vitiligo usando extratos de
plantas seguido da exposicao a luz solar (SZEIMIES et al., 2001), tais extratos eram ativados
pela radiacdo UV provocando reacGes fototoxicas na pele (CESTARI et al., 2007). Em 1900,
Raab, estudou a morte de microorganismos através da fotossentizacdo do corante laranja de
acridina, na presenca da luz solar. Em 1920 Policard observou que o tecido tumoral continha
concentracfes mais elevadas de porfirinas que um tecido saudavel (MACDONALD et al.,
2001) e embora tais porfirinas fossem atdxicas no escuro, na presenca de luz e oxigénio
poderiam causar sérios danos ao tecido celular. Em 1903 o orientador de Raab, Von
Tappeiner, juntamente com Jesionek conduziu os primeiros testes clinicos; Tappeiner foi o
primeiro a introduzir o termo “efeito fotodinamico” para reacGes de fotossensitizacdo
(RIBEIRO et al., 2005).

Corantes fotossensiveis podem absorver luz, de comprimento de onda especifico, na
presenca de oxigénio molecular resultando na formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), citotoxicas, capazes de promover a morte celular por necrose ou apoptose.
(PELEGRINO et al., 2005; MACHADO, 2000). O oxigénio singlete é o principal agente
citotoxico produzido durante os processos de fotossensitizacdo, é altamente reativo, sendo
produzido pela inversdo do spin de um dos elétrons mais externos (MACDONALD;
DOUGHERTY, 2001).

Embora existam relatos do uso da fototerapia por volta de 1300 a.C., a descoberta do
oxigénio singlete s6 ocorreu em 1924, e somente em 1963 tornou-se objeto de estudo. Desde
entdo reacdes onde é produzido oxigénio na forma singlete tem ganhado bastante atencdo, em
particular, a producdo de oxigénio singlete através da fotossensitizagdo (DEROSA;
CRUTCHLEY, 2002).

O oxigénio molecular no estado fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos
orbitais moleculares degenerados, de mesma energia, Ty e n*y (MACHADO, 2000), tais
elétrons possuem spins paralelos, estdo em um estado de energia mais baixo, caracterizando o

estado fundamental do oxigénio (O,) como um estado triplete (°). Acima do estado triplete o
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oxigénio molecular possui trés estados eletronicamente excitados, chamados de oxigénio
singlete (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002), que diferem entre si nas formas de ocupacdo dos
orbitais moleculares antiligantes, conforme a Tabela 1. Os estados singlete, *Ax e Ay,

possuem a mesma energia e, portanto s&o representados por 'Ag.

Tabela 1: Possiveis configuragfes eletronicas para o oxigénio molecular

Estado Orbital molecular Energia , Ki.mol?  Tempo de vida (s) em
antiligante solucdo aquosa
g BESRES 0 —
'Ax IERES 92,4 10°
"Ay ESINES 92,4 10°
"Ig BESIES 159,6 10

(MACHADO, 2000)

A forma excitada do oxigénio, 'Sg, possui alta energia e tempo de vida muito curto, e
rapidamente decai para os estados ‘Ax e 'Ay. O oxigénio singlete é bem mais reativo do que
sua forma no estado triplete, logo somente a forma ‘Ag ¢ responsavel por sua reatividade
quimica (DEROSA; CRUTCHLEY, 2002).

Devido ao orbital molecular vazio presente nos estados 'Ag, o oxigénio singlete possui
carater eletrofilico, é cerca de 1,0 eV mais oxidante que seu estado triplete podendo reagir

rapidamente com substratos ricos em elétrons (SETUBAL, 2007).

Nas reacOes de fotossensitizacdo, moléculas fotossensiveis sdo irradiadas com luz uv-
vis de comprimentos de onda especificos, absorvem energia e sofrem transi¢cdo para o estado
singlete excitado (*S;’), o tempo de vida do estado singlete excitado é muito curto podendo
ocorrer decaimento do estado excitado (*S;) para o estado singlete fundamental (*Sg). A
desativacdo dos estados eletronicos excitados ocorre através de processos radioativos, com
emissdo de fluorescéncia, ou ndo radioativos onde hd uma inversdo espontanea do spin e
formacao do estado triplete excitado (°S;"). O estado *S; " pode ainda sofrer decaimento para o
estado fundamental via fosforescéncia (QUINTERO; MIRANDA, 2000). O fotossensitizador
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no estado triplete excitado pode interagir com moléculas do meio de duas formas, conhecidas

por mecanismos tipo I e tipo Il

1.1.1 Mecanismo tipo I

O mecanismo tipo | ocorre pela transferéncia de um elétron ou de um atomo de
hidrogénio entre o fotossensitizador no estado triplete excitado (3S;) e moléculas do meio,
produzindo ions radicais capazes de reagir com o oxigénio molecular no estado fundamental
dando origem a espécies reativas de oxigénio, tais como radicais superoxido (O;"), hidréxido
(‘OH), e perdxido de hidrogénio (H,0,) (SETUBAL, 2007).

A molécula do fotossensitizador absorve luz de comprimento de onda adequado (hv),
sofre transicdo para o estado singlete excitado (‘S;) e através de cruzamento intersistema
(ISC), processo no qual o spin do elétron € invertido, passando para o estado triplete excitado
(sy).

ISC

1Sy +hv — 'S,” — S, * (1)

O fotossensitizador no estado triplete excitado (3S;") sofre reacdes de transferéncia de
elétron ou de um atomo de hidrogénio com uma molécula substrato (M). Nas reacdes de
transferencia de elétron a molécula substrato pode sofrer oxidagédo ou reducéo.
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Transferéncia de a&tomos de hidrogénio também pode ocorrer:

35, -H+ M — 'S, + MH (4)

35, + MH — 'Sp-H + M' (5)

1.1.2 Mecanismo tipo Il

No mecanismo do tipo Il oxigénio singlete é gerado por transferéncia de energia entre o

fotossetizador no estado triplete excitado para o oxigénio no estado fundamental.

ISC
1Sy +hv - 1S, — S, (6)
381* + 302 — 180 + 102 (7)

Reac0Oes de fotossensitizacdo produzem EROs capazes de causar danos irreversiveis a
diversos constituintes celulares, tais como proteinas, lipideos e acidos nucléicos. Logo, as
reacOes de fotossensitizacdo tém ampla aplicagéo terapéutica, como terapia fotodindmica,
purificacdo do sangue, inativagdo de microorganismos bem como para finalidades estéticas
(QUINTERO; MIRANDA, 2000).

16



1.2 Fotossensitizadores

1.2.1 Porfirinas e hematoporfirinas

As porfirinas constituem uma classe de moléculas presente em Vvarios sistemas
bioldgicos, sdo moléculas ciclicas bastante coloridas, compostas por quatro unidades pirrol,
com um atomo de nitrogénio e quatro atomos de carbono (figura 1). As unidades pirrol sdo
conectadas entre si por pontes metinicas, formando um macrociclo, capaz de acomodar ions
metalicos em seu interior (SESSLER et al., 2012).

Compostos do grupo heme, contendo ferro, e a clorofila, contendo magnésio, sdo 0s
representantes mais comuns das porfirinas. Porfirinas sdo sistemas aromaticos com vinte e

dois elétrons ], sendo dezoito elétrons ressonantes.

Por volta de 1908, Walter Hausmann estudou os efeitos fotodindmicos de extratos de
clorofila e hematoporfirina em células vermelhas do sangue. Em 1912 Friedrich Meyer,
injetou-se 200 mg de hematoporfirina, em seguida irradiou seu antebraco com a luz de uma
lampada. O local irradiado sofreu uma leve ulceracdo, entretanto dias apds o tratamento
durante exposicdo a luz solar, Meyer sofreu com reagdes de fotossensibilidade, inchaco e
intenso ardor. (SZEIMMIES et al., 2001). As reacdes fototoxicas sofridas por Meyer eram
causadas por impurezas na mistura de porfirinas. Samuel Schwartz, em 1955 sintetizou um
derivado de hematoporfirina (HPD), contendo monomeros e oligdbmeros de duas a nove
unidades de porfirina, desde entdo, varios derivados de porfirinas foram testados para 0 uso
em terapia fotodindmica. Derivados hematoporfirinicos sdo conhecidos como

fotossensitizadores de primeira geracdo (SIMPLICIO et al., 2002).

O Photofrin ®, o fotossensitizador mais usado em terapia fotodinamica, € um exemplo
de uma porfirina de uso clinico. Constituido de uma mistura oligomérica de hematoporfina,
derivada da porfirina encontrada na hemoglobina, absorve luz de comprimento de onda de
aproximadamente 630 nm e, (STERNBERG; DOLPHIN, 1993) apesar de sua ampla
utilizagdo no tratamento de diversos tipos de cancer, o Photofrin ® causa fotossensibilidade

cutanea e possui baixa seletividade pelo tecido tumoral (SIMPLICIO et al.; 2002).
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Figura 1: Estrutura quimica do medicamento Photofrin ® (SIMPLICIO, 2002).

Na tentativa de solucionar as falhas dos compostos porfirinicos de primeira geracéo,

varios estudos e consequentemente novos compostos foram descobertos e sintetizados. Entre

0s compostos mais estudados estdo as clorinas.

Clorinas (Figura 2) sdo moléculas aromaticas, derivadas das porfirinas, possuem um
macrociclo com quatro anéis pirrol, onde um dos anéis esta na forma reduzida, todos ligados
por pontes metinicas. Clorinas contendo o cation Mg®*, no centro do macrociclo, s&o
chamadas clorofilas, e sdo os principais pigmentos fotossensiveis nos cloroplastos (SOARES,
2006). As clorinas possuem duas bandas de absorcéo, de intensidade similar, sendo uma
proxima a 400 nm e outra pd volta de 600 nm (DOLPHIN; STERNBERG, 1998).

Outro composto similar as clorinas, porém com dois anéis pirrélicos reduzidos é a

bacterioclorina.
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Porfirina Clorina Bacterioclorina

Figura 2: Estrutura dos compostos, porfirina, clorina e bacterioclorina (SETUBAL, 2007).

1.2.2 Ftalocianinas

A ftalocianina foi descoberta em 1907 por Brawn e Tcherniac, embora ambos ndo
tivessem dado importancia, a descoberta despertou o interesse pela investigagdo desses
complexos. Com grande potencial para ser usado como pigmento, as ftalocianinas

apresentavam alta estabilidade térmica e baixa solubilidade em dgua (ZOLLINGER, 2003).

Linsted, em 1933, propds a estrutura da ftalocianina de base livre (figura 3), e foi o
primeiro a usar o nome ftalocianina para descrever a nova classe de compostos organicos. Em
1935, por meio de andlises de difracdo de raio-X, Robertson, confirmou a estrutura proposta
por Linsted (ZOLLINGER, 2003).

Ftalocianinas sdo macrociclos de origem sintética, com estrutura semelhante a das
porfirinas, onde as pontes metinicas sdo substituidas por atomos de nitrogénio. A conjugacéo
do macrociclo, nas ftalocianinas, é estendida por anéis benzénicos periféricos, sobre as
unidades pirrol. Como consequéncia as porfirinas e as ftalocianinas possuem forte absorcao

na regido do vermelho no espectro visivel (PELEGRINO, 2007).
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Figura 3: Estrutura da ftalocianina de base livre (SETUBAL, 2007).

Ftalocianinas apresentam uma banda larga em 350 nm, e duas bandas em 600 e 680
nm, de alta intensidade. Essas bandas de absor¢do conferem as ftalocianinas uma cor azul
intensa (LI-YING et al.; 2007).

1.2.3 Fenotiazinicos

Os primeiros relatos acerca dos compostos fenotiazinicos datam de 1876, quando Caro
reportou a sintese do corante Azul de metileno. Guttmann e Ehrlich, em 1891, usaram azul de
metileno como uma nova modalidade de tratamento contra maléria. Embora o tratamento
tenha sido um sucesso, os corantes fenotiazinicos ndo foram considerados para o uso clinico,
devido a sua cor azul associada & sua caracteristica de corar diversos tecidos. A eficicia
antimalarica dos compostos fenotiazinicos continuou a ser estudada, mas a possivel coloracdo
da pele do paciente era vista como uma desvantagem inviabilizando o uso desses compostos
(WAINWRIGHT; AMARAL, L, 2005 ; PERUSSI, 2007).

Corantes fenotiazinicos sdo compostos azuis, catidnicos, com estrutura formada por
um sistema planar de anéis aromaticos altamente conjugados. A figura 4 mostra as estruturas
dos corantes azul de metileno (AM) e azul de toluidina (AT). Devido a suas caracteristicas
estruturais os fenotiazinicos s@o bons fotossensitizadores, com intensa absorcdo na regido

visivel, do espectro eletromagnético (PERUSSI, 2007).
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Figura 4: Estrutura quimica dos corantes azul de metileno e azul de toluidina (PERUSSI, 2007).

Os mondémeros do corante azul de metileno possuem bandas de absor¢do fortes em
comprimentos de onda entre 550 e 700 nm, com absor¢do maxima em 664 nm. O espectro de
absorcdo é dependente da concentracdo ja que em altas concentracfes, o azul de metileno
possui tendéncia de formar dimero. Enquanto monémeros tem absor¢do maxima em 664 nm,
os dimeros absorvem em 590 nm. Mondémeros e dimeros podem estar envolvidos em
diferentes tipos de reagdes fotoquimicas que podem afetar o mecanismo de morte celular
(TARDIVO et al.; 2005). A figura 5 mostra o espectro de absor¢do do azul de metileno em

trés concentracdes diferentes.
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Figura 5: Espectro de absorcdo de Azul de Metileno em &gua, nas concentragdes 5,0 x 10° mol. L™, 8,0 x 10°
mol. L e 1,0 x 10 mol. L™ (NEUMANN, 2000).
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Para a solugdo mais diluida observa-se somente uma banda com comprimento de onda
méaximo em aproximadamente 670 nm, correspondente aos mondmeros de Azul de Metileno.
A medida que a concentracio da solu¢do aumenta é observado o aparecimento de uma nova
banda em 605 nm atribuida aos dimeros do corante, acompanhada da diminui¢cdo na
intensidade da absor¢do, no comprimento de onda correspondente aos mondmeros
(NEUMANN, 2000). O corante azul de toluidina exibe comportamento parecido com o azul
de metileno, onde o aumento da concentracdo do corante esta associado ao aumento da
formacdo de dimeros e trimeros (JEBARAMY A, 2009).

Em condicBes em que a concentracdo de dimeros € alta, as reacdes fotoquimicas do
tipo | predominam e a geracdo de oxigénio singlete € praticamente abolida. Reacdes de
fotossensitiza¢do induzidas tanto por AM quanto por AT podem causar severos danos as
biomoléculas, tendo em vista que os corantes podem sofrer desativagdo do estado excitado
através de reac@es do tipo I e do tipo Il (TARDIVO et al., 2005).

1.3 Inativagdo de microorganismos

Microorganismos podem ser mortos através de reacOes de fotossensitizagdo em um
processo chamado de inativacdo fotodinamica. A inativacdo de microorganismos atraves da
fotossensitizacdo ja era conhecida antes da segunda guerra mundial, onde a eficacia e as
possiveis aplicacOes da terapia fotodindmica ja havia sido demonstrada contra virus, bactérias
e protozodrios, entretanto, devido a popularizagdo dos antibidticos a técnica foi abandonada.
(PERUSSI, 2007).

No entanto, muitos patdgenos, em especial bactérias, sdo resistentes as drogas
antimicrobianas disponiveis, no mercado, atualmente. A resisténcia de alguns
microorganismos pode ser natural ou adquirida, sendo que a droga antimicrobiana, embora
ndo seja a Unica causa da resisténcia, € capaz de selecionar em uma populacdo o0s
microorganismos mais resistentes (SVENSATER e WELIN, 2001; MARTINEZ et al.,2009).
E comum bactérias, como por exemplo, Staphylococcus aureus, desenvolverem resisténcia a
antibioticos, tais como a penicilina e a vancomicina. Apenas dois anos depois da introducéo
da penicilina em 1940, ja havia relatos de estirpes bacterianas resistentes a droga (PHOENIX
e SAYED, 2003).
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Jé& a selecdo de estirpes fangicas tolerantes ocorre tanto em espécies patogénicas quanto
em fungos fitopatogénicos, onde individuos imunocomprometidos e o uso indiscriminado de
fungicidas favorecem a selecdo de cepas resistentes aos agentes antimicrobianos utilizados
atualmente (GONZALES et al., 2010). Tem sido reportada, por exemplo, a resisténcia fungica
do dermatofito Trichophyton rubrum, principal agente causador da infecgdo onicomicose,
além do aumento de outras infeccdes dermatdfitas causado pelo crescimento do nimero de
pacientes com o sistema imune comprometido, ou portadores de diabetes mellitus (SMIJS e
PAVEL, 2010).

A maioria das drogas antifingicas ndo leva a morte do patégeno, mas apenas inibem
sua multiplicacdo. Do mesmo modo, devido & rapidez com que se multiplicam, qualquer
bactéria que possa viver na presenca de um antibiotico logo predominara sobre a populacédo
microbiana (TANAKA e KINOSHITA, 2012). Sendo assim, a inativacdo fotodinamica
mostra-se uma importante alternativa para o controle de microorganismos patogénicos e

fitopatogénicos, em resposta a crescente resisténcia desses microorganismos aos antibidticos.

Os mecanismos de acdo da inativacdo fotodindmica de microorganismos é bastante
diferente dos antibioticos, onde um mesmo fotossensitizador pode ser usado contra varios
microorganismos. Reacdes de fotossensitizacdo produzem espécies reativas de oxigénio, em
especial oxigénio singlete, capazes de oxidar compostos organicos insaturados tais como 0s
lipideos que compfe a membrana celular (PERUSSI, 2007). Além de danos as membranas
celulares os fotossensitizadores ainda podem causar severos danos ao DNA e inviabilizar
enzimas essenciais (PINTON et al., 2012; PHOENIX et al., 2003).

Experiéncias in vitro demonstraram a eficicia dos fenotiazinicos, azul de metileno e
azul de toluidina contra Staphylococcus aureus resistentes (ZOLFAGHARI e PACKER,2009;
HUSSAIN et al., 2006) demonstraram a eficacia dos corantes azul de metileno e azul de
toluidina contra Escherichia coli, embora ndo tenham elucidado os mecanismos precisos de
acdo dos corantes. DE PAULA (2010), mostrou que Azul de metileno em concentragdes
proximas & 50 umol dm™® foi capaz de inibir significativamente o crescimento de

Staphylococcus aureus in vitro.
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1.4 A cultura do tomate

O tomateiro é uma planta dicotileddnea pertencente a familia das Solanaceaes,
denominado de Lycopersicon esculentum Mill, mas reclassificado e agrupado na espécie
Solanum lycopersicum (PERALTA et al., 2006). Embora seja uma planta perene o tomateiro é
cultivado como uma cultura anual. A planta € incapaz de suportar o peso dos proprios frutos,
onde dependendo do destino da producéo a cultura pode ser estaqueada ou conduzida na
forma rasteira (Figura 6) (MARANCA, 1981; MINAMI, 1980).

(A) (B)

Figura 6: (A) Tomateiro cultivado de forma estaqueada. (B) Tomateiro cultivado de forma
rasteira.http://www.cnph.embrapa.br/public/folders/tomate.html

O tomate € originario da América do Sul (WARNOCK,1991; MINAMI, 1980), mais
precisamente da regido do Equador até o norte do Chile. Foi domesticado no México e levado
para a Europa por volta de 1935. Acreditava-se que o tomate era extremamente venenoso,
mas devido aos belos frutos amarelos era usado como planta ornamental. Os espanhdis
introduziram o tomate na alimentacdo e a planta foi difundida entre os povos do mediterraneo.
Levado para a Franca, o tomate, passou a ser comercializado com os Estados Unidos em
1835, e com o Canada, onde foi processado, industrialmente, pela primeira vez (MINAMI,
1980).
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Hoje o tomate estd espalhado por todo o planeta, é destaque entre as hortalicas
brasileiras. Em 2011 a producdo nacional chegou a 4,4 milhdes de toneladas, em 69 mil
hectares. Na ultima década a area plantada e a producéo agricola tem aumentado, mantendo a
produtividade agricola (IBGE, 2012).

O tomate e seus produtos derivados sdo fontes importantes de varios nutrientes tais
como a vitamina C, vitamina A e potassio (GIOVANNUCCI, 1999). Tambem € rico em
fitoquimicos sendo o licopeno o mais estudado devido suas propriedades antioxidantes. O
licopeno é o carotendide responsavel pela cor vermelha do fruto; é altamente lipofilico
conferindo resisténcia as células contra o dano oxidativo (HADLEY e CLINTON, 2003),
estudos apontam o licopeno como um poderoso anticarcinogénico. Devido as propriedades
antioxidantes do licopeno, o consumo do tomate esta relacionado a prevencdo de diversos
tipos de cancer (CAMPBELL e ADAMS, 2004; SINGH e GOYAL, 2008).

O tomate tem despertado o interesse dos pesquisadores, devido a qualidade nutricional
do fruto e ao intenso uso de defensivos agricolas usados na cadeia produtiva, tanto os frutos
quanto a cultura do tomateiro vem sendo amplamente estudada. Entre esses estudos destacam-

se a presenca de residuos toxicos e a determinacdo de compostos antioxidantes e nutrientes.

As induastrias quimicas que produziam venenos com finalidades militares, apds as
guerras mundiais, encontraram na agricultura um mercado promissor para seus produtos
desde entdo os pesticidas vem sendo amplamente usados em todo o mundo (LONDRES,
2011) impulsionado pela valorizacao estética dos produtos agricolas e como uma alternativa
capaz de garantir o aumento e a qualidade da produtividade agricola (ALVES FILHO, 2002).
No Brasil industria de formulacBes de agrotdxicos surgiu em 1948, a partir de entdo o
consumo e a produgdo de agrotdxicos cresceu significativamente. Segundo dados da FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION, (FAO, 2011) entre os anos de 1991 e 2001 o uso

de fungicidas e bactericidas no Brasil praticamente quadruplicou.

Vérias doencas podem atacar o tomateiro aumentando a frequéncia do uso de
agrotoxicos em lavouras (LATORRACA, 2008). Embora os pesticidas possam garantir
alimento suficiente e de qualidade para a populagao, seu uso traz riscos a saude humana e ao
meio ambiente (CALDAS; SOUZA, 2000). Seus residuos podem estar presentes nos
alimentos e na agua potavel causando doencas a salide humana que podem ser agudos ou
cronicos, alguns fungicidas, sdo associados a doengas como cancer, alergias respiratorias e
doenca de Parkinson (RIBAS e MATSUMURA, 2009).
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Atualmente a preocupacdo dos consumidores e cientistas com a saide humana e com o
meio ambiente tem pressionado a inddstria do agronegdcio a desenvolver produtos com
menos agrotoxicos e mais ricos nutricionalmente. Em uma pesquisa realizada em varias
cidades na Alemanha, sobre a preferéncia dos consumidores por alimentos organicos,
(KRIWY e MECKING, 2012) observaram que os motivos que levam tais consumidores a
comprarem produtos organicos sdo a preocupacdo com o meio ambiente e com a sadde. Os
consumidores consultados sdo dispostos inclusive a gastar mais com produtos organicos, onde
0 estudo mostrou que a renda nao tem relagcdo com os gastos no consumo, embora 0 consumo

aumente com o aumento da renda familiar.

E crescente também a preocupacdo dos governos com o uso indiscriminado de
pesticidas. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel
por controlar e fiscalizar o uso e a producdo de agrotéxicos. O programa de analise de
residuos de agrotdxicos em alimentos (PARA), criado em 2001 pela ANVISA, monitora o

limite maximo de residuos (LMR) de agrotoxicos nos alimentos in natura.

Existe entdo, a necessidade de pesquisas e do desenvolvimento de préticas agricolas e
técnicas capazes de garantir o0 aumento da produtividade agricola em bases sustentaveis,
minimizando os riscos a salde associados ao consumo de alimentos contaminados com

residuos toxicos.

1.5 Mancha-bacteriana do tomateiro

A mancha bacteriana é uma das mais sérias doencas do tomate, em regides com clima
quente e Umido o desenvolvimento da doenca se da& de forma extremamente grave
(MANSFIELD et al., 2012).

O patogeno pode atacar todas as partes aéreas da planta, destruindo o tecido foliar e
expondo os frutos ao sol (Figura 7). Essa intensa exposicdo a luz solar, dos frutos, leva a uma
diminuigdo no teor de agucar comprometendo assim a qualidade do produto. Outro sintoma
associado a mancha-bacteriana é o aparecimento de manchas marrons nas folhas, onde sob
condicdes de calor e alta umidade do ar tomam o aspecto encharcado. As manchas acometem
também o caule, as flores e os frutos, levando a queda dos frutos ou comprometendo sua
qualidade para o comércio (LOPES e DUVAL, 2005).
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Figura 7. Aspecto do tomateiro, planta e frutos, portador da mancha

bacteriana. http://www.cnph.embrapa.br/sistprod/tomate/Image20.jpg

O patogeno associado a mancha-bacteriana € composto por algumas espécies de
bactérias do género Xanthomonas. O qual é formado por bactérias gram-negativas e
aerdbicas, formam colénias amarelas em meio Nutriente Agar devido ao pigmento
xantomonadina, possuem em media de 1 a 1,8 um de diametro onde todas as espécies
descritas séo fitopatogénicas (FERREIRA e SALGADO, 1995).

As bactérias causadoras da mancha bacteriana, tanto em pimentdo quanto em tomate,
possuem uma variabilidade genética muito grande. Esta variabilidade do patégeno comecou a
ser mais bem esclarecida quando se observou que os isolados provenientes de tomate
hidrolisavam amido e os de pimentdo ndo (BURKHOLDER; LI, 1941). Posteriormente, Dye
(1966) confirmou que isolados oriundos de pimentdo hidrolisavam amido mais fracamente
que aqueles de tomate. Logo, estabeleceram-se dois diferentes grupos causadores da mancha
bacteriana (VAUTERIN et al., 2000): Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (sem
atividade amidolitica) e X. vesicatoria (amidolitico positivo). Estudos incluindo testes de
patogenicidade, bioquimicos, atividade enziméticas, marcadores genéticos, hibridizacdo
DNA-DNA e comparacdo de seqiéncias de RNA, concluiram que dentro do grupo das
Xanthomonas patogénicas ao tomate e pimentdo existem quatro grupos fenotipicos distintos,
que foram classificados como trés espécies distintas: X. axonopodis pv. vesicatoria (grupos A

e C), X. vesicatoria (grupo B) e X. gardneri (grupo D) (JONES et al., 2000). Jones et al.
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(2004) propuseram uma reclassificagdo do grupo, onde X. axonopodis pv. vesicatoria foi
denominada como Xanthomonas euvesicatoria (grupo A) e foi incluido no grupo, além das
trés espécies ja existentes, o taxon X. perforans (grupo C) entre os agentes causadores da
mancha bacteriana. Além disso, isolados de cada espécie podem ser caracterizados quanto a
racas, de acordo com o comportamento de causar ou ndo reagdo de hipersensibilidade, em
variedades diferenciais de tomate e pimentdo (STALL et al., 2009).

Isolados da raga T1 tem sido agrupados no grupo fenotipico “A”, da raga T2 no grupo
“B” ou no grupo “D” e da raga 3 no grupo “C” (QUEZADO-DUVAL; CAMARGO, 2004).
Sendo portanto, a composicado espécie, grupo e raga como: X. euvesicatoria (grupo A, raca
T1), X. vesicatoria (grupo B, raca T2), X. perforans (grupo C, ragas T3, T4 e T5) e X.
gardneri (grupo D, raca T2) (LOPES; QUEZADO-DUVAL, 2007).

A mancha bacteriana foi primeiramente observada em plantas de tomate na Africa do Sul
em 1914. No Brasil, a doencga foi relatada primeiramente por Batista em 1947, na regido
Nordeste, causando prejuizos em mudas e plantagbes de pimentdo, e um pouco mais tarde, no
estado do Rio de Janeiro (ROBBS, 1953).

A doenca apresenta uma gama de hospedeira bastante diversificada dentro da familia
boténica Solanaceae. Espécies como Capsicum frutescens, Lycopersicon pimpinellifolium,
Datura stramonium, Hyoscyamus niger, H. aureus, Lycium chinense, L. halimifolium,
Nicotiana rustica, Physalis minima, Solanum dulcamara, S. nigrum, S. rostratum, S.
tuberosum, S. melongena e Nicandra physaloides, ja foram verificadas como especies
hospedeiras naturais da bactéria ou a partir de inoculacdes artificiais (DYE et al., 1964;
LAUB; STALL, 1967; JONES; STALL, 1998).

Os sintomas da mancha-bacteriana ocorrem em toda parte aérea da planta, podendo
aparecer em qualquer estadio da cultura (GITAITIS et al., 1992). Nas folhas os primeiros
sintomas aparecem na forma de pequenas areas encharcadas de formato irregular, porém com
bordos definidos, que se tornam deprimidas passando de uma coloracdo amarelada ou verde-
clara para marrom-escura até a necrose dos tecidos (GOODE; SASSER, 1980). Nas pecas
florais, usualmente, o ataque resulta em sérios declinios de florescimento. Ja em frutos verdes,
aparecem manchas levemente elevadas, que comumente tém halos branco-esverdeados, e
alargam-se entre 3 a 6 mm de didmetro (HIGGINS, 1922; KUROZAWA,; PAVAN, 1997,
LOPES; QUEZADO-DUVAL, 2005).

Diferentemente do que ocorre em plantas de pimentdo, no tomateiro, a mancha
bacteriana ndo leva a queda das folhas. Com o coalescimento das lesdes foliares, ocorre a

secagem e a destruicdo da folhagem a partir da parte inferior da planta, favorecendo o
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aparecimento nos frutos com sintomas de queima de sol (LOPES; QUEZADO-SOARES,
1997).

A bactéria ndo sobrevive no solo por longos periodos, entretanto, pode sobreviver em
restos culturais ou epifitamente na superficie foliar do tomateiro ou demais hospedeiras
(RODRIGUES NETO, 2000). A doenga é favorecida por temperaturas entre 22,5 e 27,5°C e
alta umidade relativa (MORTON, 1965). As fitobactérias tém capacidade de multiplicarem-se
a custa de exsudados do hospedeiro sem infecta-lo, e assim incrementar a quantidade de
indculo até o suficiente para o surgimento de uma epidemia, como no caso de Xanthomonas
vesicatoria em tomate (LEBEN, 1963). A bactéria penetra na planta através dos estbmatos ou
através de ferimentos provocados por equipamentos ou tratos culturais como amarrio e
desbrota (VAKILI, 1967). A doenca é disseminada por respingos de agua a curta distancia
(ROMEIRO, 2005), por mudas (LEBEN, 1963), ou sementes infectadas a longa distancia
(LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997).

Opcdes de controle da mancha-bacteriana incluem o uso de cultivares resistentes a
doenca, e o controle quimico feito com antibidticos e produtos & base de cobre. Entretanto

poucos genotipos resistentes foram identificados (LOBO, 2005).

Entre os antibiéticos mais usados, no Brasil, para o controle da doenga no campo,
estdo a estreptomicina e a oxitetraciclina, além de produtos cupricos. No entanto existem
relatos de resisténcia de alguns patdgenos tanto a estreptomicina quanto ao cobre, tornando
baixa a eficicia dessas drogas em lavouras de tomate e de pimentdo. DUVAL et al., (2003)
avaliaram a frequéncia de isolados resistentes ao cobre e aos antibioticos estreptomicina e
oxitetraciclina em populacdes de Xanthomonas spp. provenientes de campos de tomate para
processamento industrial em diversas regides do Brasil. Entre 88 e 100% dos isolados
estudados foram resistentes a estreptomicina, a resisténcia ao cobre foi bem menor, no entanto

chegou a apresentar uma frequéncia de 78% de isolados resistentes.

O emprego de produtos a base de cobre e estreptomicina em lavouras de tomate, com
finalidade de controlar a mancha bacteriana, ndo apresenta perspectivas promissoras, tornando
imprescindivel o desenvolvimento de técnicas alternativas para o controle da doenca. A
eficiéncia de compostos a base de cobre na redugdo da populacdo de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria em isolados de pimentdo, ndo resultou na diminuicdo da severidade da doenca
(DUVAL et al., 2003; CARMO et al., 2001; AGUIAR et al., 2003), comprovando que 0

controle quimico é pouco viavel para o uso no campo de cultivo.
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1.6 Tratamento de sementes

A principal forma de contaminacdo da planta, por espécies de Xanthomonas, é através
de sementes infectadas pela bactéria. Baixos niveis de contaminacdo da semente, pelo
patdgeno, podem causar severas epidemias e grandes perdas no campo (CARMO et al., 2004).
Assim um dos métodos de controle da mancha-bacteriana mais eficiente, é 0 uso de sementes
livres do patdgeno obtidos através de tratamentos prévios ou provenientes de lavouras livres
da doenca (ROMEIRO, 2005; LOPES e DUVAL, 2005).

Tratamentos de semente eficientes devem ser capazes de inativar o patdgeno causando o
minimo de danos a viabilidade das sementes, podendo ser através dos métodos fisicos e
quimicos (CARMO et al., 2004).

A termoterapia é o principal método fisico utilizado, e incluem métodos de controle do
patdgeno através do calor. Entre esses métodos estd a imersdo das sementes em agua
aquecida, o uso de ar quente e de correntes de vapor. A temperatura, na termoterapia, deve ser
bem controlada ja que as sementes, assim como 0s patogenos, também podem ser sensiveis ao
calor (CARMO et al, 2004; GRONDEAU e SAMSON, 1994). Logo, a eficiéncia da

termoterapia depende da sensibilidade da semente a temperaturas elevadas.

SILVA et al (2002) observaram uma diminui¢cdo no vigor de sementes de tomate
tratadas em uma estufa, com circulacdo forcada de ar, a aproximadamente 70 °C, por um
periodo de 96 h. No entanto, devido a auséncia de patdgenos responsaveis pela reducdo da
qualidade fisioldgica das sementes, foi observado também uma melhora no desenvolvimento

das plantulas.

O tratamento quimico de sementes, visando o controle de fitobactérias, é feito
geralmente, utilizando substancias desinfetantes, tais como &cidos em baixas concentracdes e
bactericidas, mas tais compostos, podem influenciar negativamente a germinacdo e o vigor
das sementes. Estudos comparativos entre métodos termoterapicos e métodos quimicos,
usando acido cloridrico (CARMO et al., 2004) indicam que os tratamentos térmicos
utilizando &gua aquecida ou calor a seco, ndo possuem acdo residual. Embora tais
tratamentos sejam capazes de afetar a flora bacteriana das sementes, seu uso deve estar
associado ao uso complementar de fungicidas para a protecdo das sementes contra a

reinfestacdo por patdgenos presentes no solo. O tratamento quimico com acido cloridrico
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mostrou-se eficiente no controle da bactéria Xanthomonas spp., mas indicou prejuizo a
qualidade das sementes (MARINGONI e KUROZAWA, 1994; CARMO et al., 2004).

Diante dos problemas relacionados aos tratamentos de sementes mostrados, fica
evidente a necessidade de mais estudos e do desenvolvimento de novas técnicas capazes de
erradicar os patdgenos presentes nas sementes sem prejudicar a qualidade fisiologica das

mesmas.
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2

OBJETIVOS

Avaliar a eficacia dos corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e a combinacao
de ambos, em concentracGes diferentes na inativacdo fotodindmica da suspensao

bacteriana de Xanthomonas spp.

Efetuar o tratamento fotodindmico de sementes de tomate inoculadas com a bactéria,
utilizando os corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina bem como a combinacgéo

de ambos.

Avaliar a qualidade fisioldgica e sanitaria das sementes tratadas com os diferentes

corantes.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Preparo do in6culo e da suspensdo bacteriana

O isolado bacteriano UFU A35 de Xanthomonas spp., proveniente de Araguari MG,
pertencente a colecdo de trabalho do Laboratorio de Bacteriologia Vegetal do Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia foi cultivado em meio de cultura
523 (KADO e HESKETT, 1970), com a seguinte composi¢do: 10g de sacarose, 4g de extrato
de levedura, 8g de caseina hidrolisada, 2g de K,HPO, anidro, 0,3g de MgSQ,, 20g de agar e
1L de &gua destilada.

A suspensdo bacteriana foi preparada em solugédo salina (NaCl 0,85%), sendo ajustada
em espectrofotdmetro para ODsso=0,5 correspondendo a aproximadamente 1x10° UFC.mL™
(MARCUZZO et al., 2009).

3.2 Inativacao fotodinamica da suspensdo bacteriana

Os corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e a combinacdo dos dois (1:1) foram
preparados em solucéo salina (NaCl 0,85%) nas concentracdes de 25umol.L™ | 50pmol.L? e
100umol.L?, e esterilizados em autoclave horizontal, por 30 minutos & 120 °C.

Fracdes de 500 pL da suspensédo bacteriana foram colocadas em oito tubos plasticos de
1,5 mL onde, a dois tubos foi adicionado 500 pL de solugdo salina, aos outros tubos foi
adicionado, em pares, 500 pL de solugdo do corante, nas concentracdes de 25 umol.L™, 50
umol.L™ e 100 umol.L™.

Todos os tubos foram incubados no escuro, recobertos com papel aluminio, por 20
minutos, em estufa a 28°C. Ap6s o tempo de incubacdo um tubo de cada tratamento foi
deixado no escuro em temperatura ambiente, como controle, e os demais foram irradiados
com o equipamento AMS-I11 (DE PAULA, 2010), por 20 minutos; sendo que todos os tubos

irradiados foram mantidos a 5 cm de distancia da fonte de iluminacdo. O equipamento AMS-
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Il (Figura 8) € composto por um sistema de LED de alta poténcia, possuindo pico de emissdo

em 652 nm.

Figura 8: Equipamento de irradiacdo, AMS |l (DE PAULA, 2010).

Apbs a irradiacéo a suspensdo bacteriana foi diluida em série de 10® UFC.mL™ a 10?
UFC.mL™. Foi transferido 100 pL de cada tratamento, para todas as dilui¢des, para duas
placas de Petri contendo meio de cultura 523 e mantido em estufa bacteriologica & 28° C por
48h, quando foi avaliado a porcentagem de controle do niimero de UFC.mL™ . A Figura 9
mostra 0 esquema do procedimento descrito para a inativacdo fotodinamica da suspensédo

bacteriana.
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Figura 9: Esquema para o processo de inativagao fotodindmica da suspensdo bacteriana.

3.3 Inoculagéo e tratamento das sementes

Sementes comerciais de tomate da cultivar Santa Clara, gentilmente cedidas pela
empresa Sakata Seed Sudamerica LTDA, sem nenhum tipo de tratamento prévio foram

utilizadas.

Inicialmente 2000 sementes foram desinfetadas em solugéo de hipoclorito de s6dio 1%
por trés minutos e lavadas com agua deionizada. 1500 sementes foram imersas em uma
suspensdo de Xanthomonas spp., e as outras 500 sementes foi adicionado solucdo salina.
Todas as sementes foram mantidas em geladeira por 24h, em seguida foram secas em capela
de fluxo laminar. As sementes que ndo foram inoculadas com a suspensdo bacteriana foram

utilizadas como testemunha.
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Mil sementes inoculadas foram divididas em duas placas de Petri contendo 500

sementes cada uma, onde a cada placa foi adicionado 5 mL da solucdo dos corantes na

concentracdo de 50 pmol.L™ . Ambas as placas foram incubadas no escuro, em estufa a 28

°C, por 20 minutos. Em seguida uma placa foi mantida no escuro enquanto a outra foi

irradiada com o equipamento descrito no item 3.2, por 20 minutos. A Figura 10 mostra o

esgquema para o procedimento utilizado.

500 sementes inoculadas com a bactéria e ndo tratadas foram utilizadas como controle.

O tratamento das sementes foi repetido para cada um dos corantes AM, AT e para a

combinacdo de ambos. Onde foi avaliada a sanidade das sementes, teste padrdo de

germinacdo e o indice de velocidade de germinacédo das plantulas.

[ Sementes ]

Adicdo de

salina

geladeira 24h

Inoculacdo com a

suspensao
bactearina

geladeira 24h

Testemunha .
Adicdo de

salina

S

Controle

Adicdo de
corante 50

pmal/L

Y

Irradiagdo (20
min)

—

Inoculadas e
irradiadas

incubagéo no escuro (20 min)

Y

Escuro

—

Inoculadas e
ndo
irradiadas

Figura 10: Esquema para o tratamento de sementes de tomate inoculadas ou ndo com a bactéria Xanthomonas

spp., e tratadas com os corantes.
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3.3.1 Sanidade de sementes de tomateiro

Para o teste de sanidade das sementes ndo inoculadas, inoculadas com a bactéria e
tratadas pelos diferentes corantes, sob irradiacdo e ndo irradiadas foram utilizadas 100
sementes, as quais foram colocadas em placas de Petri, contendo o meio de cultura 523, e
incubadas em estufa a 28 °C por 48h. Apds esse periodo foi avaliado a porcentagem de
sementes contaminadas.

O ensaio foi conduzido em delineamento de blocos inteiramente casualizados, com 4
repeti¢des de 25 sementes. Os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia e teste
de médias (Tukey 5%), com o auxilio do software SISVAR® (FERREIRA, 2008).

3.3.2 Teste padrédo de germinacao das sementes

As sementes tratadas foram colocadas para germinacdo, com espacamento uniforme e
suficiente para minimizar a competicdo e a contaminacao entre elas, sobre papel. As folhas de
papel foram colocadas em caixas de plastico transparente, tipo gerbox, e umedecidas com
agua deionizada (BRASIL, 2009). As caixas foram levadas ao germinador, em temperatura
alternada de 20° C e 30°C, e fotoperiodo a cada 12h. Foram utilizadas 200 sementes com oito

repeticbes de 25 sementes (Figura 11).

Figura 11: Teste padréo de germinacéo de sementes de tomate tratadas com azul de metileno e irradiadas.
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A primeira contagem das sementes germinadas foi feita a partir do 5° dia e a contagem

final ao 14° dia e o resultado expresso em porcentagem de germinacao.

O ensaio foi em delineamento em blocos ao acaso, para a analise estatistica da
porcentagem de germinagdo os foram transformados em arco-seno (x/100)? e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do software SISVAR®
(FERREIRA, 2008).

3.3.5 Indice de velocidade de germinacéo

Para o indice de velocidade de germinacdo o ensaio foi conduzido em casa de
vegetacao, sendo avaliado 200 sementes de cada tratamento. As sementes foram colocadas em
bandejas de isopor, com dimensdes de 25 cm x 20 cm, contendo uma camada uniforme de
areia umedecida e cobertas com areia, de forma a se obter uma camada de aproximadamente 1

cm sobre as sementes, onde a umidade foi mantida a 60% (Figura 12).

Figura 12: Unidade experimental do indice de velocidade de germinagao
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A contagem de plantas emergidas foi realizada do 1° ao 14° dia, ap6s o inicio do teste.

Foi calculado o indice de velocidade de emergéncia (IVG) pela Equacéo 8:

VG = G]_/Nl + Gz/Nz + ..+ Gn/Nn (8)

IVG= indice de velocidade de germinagédo

Gi, Gy, G, = nimero de plantulas normais computadas na primeira, na segunda e na

altima contagem.

Ni, N2, N, = nimero de dias da primeira, segunda e ultima contagem.

O ensaio foi em delineamento de blocos casualizados, com 8 repeticdes, sendo a
unidade experimental composta por uma bandeja com 25 sementes, para a analise estatistica
da porcentagem de germinacdo os foram transformados em arco-seno (x/100) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do software SISVAR®
(FERREIRA, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inativacéo da suspensdo bacteriana

Nas suspensOes bacterianas tratadas com azul de metileno e irradiadas ndo foi
observado crescimento bacteriano (Figura 13), evidenciando que todas as concentracdes
testadas do azul de metileno, sdo tdxicas a bactéria exibindo um controle de 100%. No
entanto, embora em menor escala, o azul de metileno mostrou-se toxico também no escuro, a
Xanthomonas spp, onde a concentracdo de 25 pmol L' foi capaz de controlar
aproximadamente 44% do crescimento bacteriano, a concentracdo de 50 pmol L™ foi
responsavel por um controle de 16,6 % e o azul de metileno a uma concentracéo de 100 pumol

L controlou o crescimento da bactéria em 45%.

O Nao irradiadas
100+ O Irradiadas

80+

60 1

40
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Controle de UFC/ mL (%)

0 25 50 100
Azul de Metileno (umol/ L)

Figura 13: Suspensdo bacteriana tratada com Azul de Metileno nas concentracdes 0 pmol. L™, 25 pmol. L, 50
pmol. L™ e 100 pmol. L™, sob irradiacéo e néo irradiadas, UFU, Uberlandia.

O composto AM possui alta afinidade por proteinas presentes na membrana e na
parede celular bacteriana (USACHEVA et al., 2008), no entanto concentracdes maiores do
corante favorecem a formacdo de dimeros (TARDIVO et al., 2005) sugerindo que na

concentracdo de 50 umol. L™ a formacéo dos dimeros seria responsavel por inibir a interagdo do
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corante com tais proteinas, causando menor dano a célula bacteriana. Na concentragdo de 100 pmol.
L, embora haja a presenca de dimeros o excesso de AM seria responsavel pela inibicdo do

crescimento bacteriano no escuro.

O corante azul de toluidina mostrou-se extremamente toxico a bactéria, Xanthomonas
spp, em todas as concentracOes testadas, tanto em condigbes onde as amostras foram
irradiadas quanto em condicGes de escuro, sendo que ndo houve crescimento de unidades

formadoras de col6nia para nenhuma amostra tratada com azul de toluidina (Figura 14).
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Figura 14: Suspenséo bacteriana tratada com Azul de Toluidina nas concentragées 0 pmol. L™, 25 pmol. L, 50
umol. L™ e 100 pmol. L™, sob irradiacéo e néo irradiado, UFU, Uberlandia.

Embora AM e AT possuam propriedades fotofisicas e fotoquimicas semelhantes, os
corantes exibem eficiéncias fotodinamicas diferentes sobre bactérias. Uma possibilidade é que

0s corantes interagem com a membrana ou a parede celular de formas diferentes.

Os corantes AM e AT sdo cationicos e interagem predominantemente com moléculas
anibnicas tais como lipopolissacarideos e proteinas, entretanto AM interage melhor com
proteinas enquanto AT interage melhor com os lipopolissacarideos formando complexos
metacromaticos (USACHEVA et al., 2008). Tais complexos seriam responsaveis pelo

aumento do comportamento toxico do AT comparado ao AM.

41



A combinagdo dos corantes azul de metileno e azul de toluidina, em qualquer
concentracdo testada, nas amostras irradiadas é eficiente no controle do crescimento

bacteriano (Figura 15).
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Figura 15: Suspensdo bacteriana tratada com Azul de Metileno e Azul de Toluidina nas concentracfes: 0 umol.
L™, 25 pmol. L™, 50 umol. L™ e 100 umol. L™, sob irradiagéo e néo irradiado, UFU, Uberlandia.

Nas amostras mantidas no escuro houve controle da bactéria em menor escala do que
nas amostras irradiadas, entretanto na concentracdo final de 100 pmol L™ da mistura de
corantes foi observado um controle das unidades formadoras de col6nia de 58%, enquanto
que nas concentracdes de 25 pmol L™ e 50 pmol L™ a capacidade de controle foi menor que
10%. A combinagdo dos corantes exibe menor toxicidade no escuro do que o Azul de

Metileno e o Azul de Toluidina usados de forma individual.

De acordo com os resultados obtidos tanto o Azul de Metileno quanto o Azul de
Toluidina sdo agentes fotossensitizadores efetivos na inativagdo da bactéria Xanthomonas spp.
sendo capazes de erradicar completamente o crescimento bacteriano. A Figura 16 mostra duas
placas contendo a suspensdo bacteriana tratada com Azul de Metileno, sob condigdes de

escuro e sob condiges de irradiagéo.

Os corantes testados sdo hidrofilicos e catibnicos, tais caracteristicas permitem a

passagem desses compostos pela membrana celular através dos canais de proteinas presentes
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na parede celular das bactérias gram-negativas (USACHEVA et al., 2001). Corantes
fotossensiveis podem absorver luz, de comprimento de onda especifico, na presenca de
oxigénio molecular resultando na formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
citotoxicas, capazes de promover a morte celular por necrose ou apoptose (PELEGRINO et
al., 2005; MACHADO, 2000).

O Azul de Toluidina é considerado um eficaz agente fotodindmico destruidor da
membrana, o qual se liga aos polifosfatos da membrana externa e produz danos moleculares

para os lipidios e proteinas, inclusive a membrana enzimatica (mesossomo) (USACHEVA et

al., 2001) responsavel pela geracdo de energia.

Figura 16: Suspensdo bacteriana na concentragdo 10 UFC mL™, tratada com Azul de Metileno na concentragéo

de 25 pmol. L™. (A) amostra ndo irradiada e (B) amostra irradiada, UFU, Uberlandia.

Devido as diferencas na composicdo quimica da parede celular, bactérias gram-
positivas sdo mais suscetiveis a terapia fotodindmica do que as gram-negativas. Fatores
responsaveis pelas diferengas na susceptibilidade & inativacdo fotodindmica incluem a
permeabilidade da membrana celular, mecanismos de repara¢do do DNA, ou o tamanho da
célula microbiana (DEMIDOVA e HAMBLIN, 2004).

A susceptibilidade das espécies gram-positivas é explicada por sua fisiologia. A
membrana plasmatica é rodeada de uma camada relativamente porosa de peptideoglicano, que
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permite a passagem do fotossensitizador pela membrana celular. Bactérias gram-negativas
possuem além da membrana plasmatica, uma parede celular que funciona como uma barreira
fisica entre a célula e o ambiente. Na parede celular externa das bactérias gram-negativas
encontram-se diferentes proteinas envolvidas na integridade estrutural da membrana, na
funcdo enzimatica e na formacdo de poros responsaveis pela passagem de nutrientes. O
mecanismo de morte celular pode ocorrer devido a danos ao DNA ou a parede celular
(HAMBLIN e HASAN, 2004; JORI et al., 2006).

No entanto organismos gram-negativos possuem a membrana citoplasmética com alto
teor de lipideos anibnicos e zwiteridnicos, e assim moléculas catidnicas podem interagir com
a membrana formando uma espécie de cobertura sobre a camada lipidica carregada
negativamente ou promovendo agrupamento dos lipideos em uma regido da membrana onde
os céations se encontram, formando poros capazes de levar ao vazamento lento do contetdo
intracelular. Moléculas cationicas podem ainda provocar uma redistribui¢do dos lipideos da
membrana diminuindo a disponibilidade desses lipideos, necessarios a funcdo de proteinas
especificas (EPAND e EPAND, 2011).

4.2 Sanidade de sementes de tomateiro

As sementes inoculadas com a bactéria apresentaram uma porcentagem de contaminacao
de 94%, enquanto que nas sementes ndo inoculadas (testemunha) ndo foi observada

contaminacéo (Figura 17).

Figura 17: Sementes de tomateiro inoculadas com Xanthomonas spp. sem tratamento (A), e a testemunha (B) em
meio de cultura 523, apds 48 h de incubagéo a 28 °C, UFU, Uberlandia.

44



As sementes de tomateiro tratadas com Azul de Metileno e irradiadas ou néo (Tabela 2)
apresentaram 40 e 49% de contaminacdo, respectivamente, diferindo significativamente das
sementes inoculadas (94%), o que significa uma reducdo de 58 e 48% de sementes
contaminadas. O Azul de Toluidina mostrou maior toxicidade a bactéria do que o Azul de
Metileno, onde as sementes tratadas apresentaram 24 e 34% de contaminagdo quando
irradiadas ou néo, respectivamente, correspondendo uma redugéo de sementes contaminadas

de 75 e 64%, respectivamente, quando comparada com as sementes inoculadas (94%).

A combinacéo dos corantes Azul de Metileno e Azul de Toluidina apresentou maior efeito
fototoxico sobre as bactérias contidas nas sementes do que os corantes individuais. Para
sementes tratadas com os dois corantes simultaneamente e irradiadas a contaminacédo foi de
apenas 1% e nas sementes tratadas e mantidas no escuro a contaminacdo foi de 13%,
diferindo significativamente das sementes inoculadas. Somente a associa¢do dos dois corantes

mostrou maior eficacia em amostras irradiadas do que em amostras que nao receberam luz.

Tabela 2: Porcentagem de sementes de tomateiro contaminadas, inoculadas com Xanthononas
spp., tratadas com os corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e Azul de
Metileno e Toluidina, irradiadas ou ndo com o equipamento AMS-II. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia MG, 2011.

Sementes Sementes contaminadas (%)
Azul de Metileno | Azul de Toluidina | (Azul de Metileno + Toluidina)
Controle 94 c 94 c 9c
Testemunha 0,0a 0,0a 0,0a
Inoculadas e
irradiadas 40 b 24D 10a
Inoculadas e nédo
irradiadas 49 b 34D 13b
CV (%) 12,56 12,25 14,21

Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey 5%.
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Figura 18: Sementes de tomateiro inoculadas com Xanthomonas spp (A), tratadas com Azul de Toluidina e ndo

irradiadas (B) e tratadas com Azul de Toluidina e irradiadas (C), em meio de cultura 523, ap6s 48 h de incubacéao
a 28 °C, UFU, Uberlandia.

As sementes de tomateiro quando inoculadas com Xanthomonas spp. (Figura 18A)
apresentaram 94% das sementes contaminadas, e ap6s o tratamento com Azul de Toluidina e
irradiadas (Figura 18C) houve uma erradicagdo total da bactéria nas sementes.

Cabe salientar que este € um trabalho inédito em que se utiliza os corantes Azul de
Metileno e Toluidina associados a irradiacdo no tratamento de sementes de importancia
agricola para o controle de bactérias fitopatogénicas, demonstrando ser uma técnica
promissora, excluindo o uso de agrotoxicos e preservando o meio ambiente. Além de nédo

existir no mercado produtos eficazes para o controle de fitobactérias.

4.3 Teste padrao de germinacao, vigor e indice de velocidade de germinacao

Na primeira contagem do teste padrdo de germinacdo (Tabela 3) ndo houve diferenca
significativa entre as sementes inoculadas, as sementes inoculadas irradiadas ou ndo na

porcentagem de germinacédo para os corantes utilizados.

Para o indice de velocidade de germinacdo ndao houve diferenca entre os tratamentos, no

entanto as sementes inoculadas e irradiadas apresentaram um indice ligeiramente maior.
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Os diferentes corantes ndo interferiram na qualidade fisioldgica das sementes, podendo
figurar uma nova modalidade de tratamento de sementes, capaz de promover o controle de

bactérias fitopatogénicas, sem prejudicar a qualidade fisioldgica e sanitaria das sementes.

As sementes tratadas com Azul de Metileno e ndo irradiadas apresentaram maior
germinacdo do que sementes inoculadas e ndo tratadas, e sementes ndo inoculadas. Resultados
similares foram observados em sementes tratadas com Azul de Toluidina, indicando que o uso
de Azul de Metileno ou de Azul de Toluidina, tanto sob acdo da luz quanto no escuro tem

efeito positivo sobre a germinacgdo das sementes.

Embora o tratamento das sementes feito com a combinacdo dos corantes tenha exibido
excelentes resultados sobre a sanidade das sementes, seu uso pode causar danos sobre a

germinacdo das mesmas quando comparado com a testemunha.

Tabela 3: Sementes de tomateiro inoculadas com Xanthononas spp., tratadas com Azul de Metileno,
Azul de Toluidina e Azul de Metileno e Toluidina, na concentracdo de 50 pumol Lt irradiadas ou nao,
pelo teste padrdo de germinagdo (TPG), vigor (18. G) e indice de velocidade de emergéncia (IVG) .
Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia MG, 2011.

Azul de Metileno e Azul

Azul de Metileno Azul de Toluidina o
de Toluidina
Sementes 18.G TPG 138G TPG 18 G TPG
VG VG VG
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 64 a 66a 263a 72a 73a 350a 44a 47a 3,75a

Testemunha 75a 79ab 3,00a 74a 86ab 4,00a 75b 77b 3,75a

Inoculadas
) ) 79 a 90b 3,13a 86a 92b 4,00a 64ab 70ab 4,00a
e irradiadas
Inoculadas
e ndo 77 a 82ab 2,75a 83a 87ab 400a 64ab 65ab 3,75a
irradiadas
CV (%) 16,92 13,92 17,39 10 8,68 7,45 1458 16,22 12,56

Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey 5%.

47



Espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo presentes em todas as fases de vida das
sementes e exercem papel fundamental sobre sua fisiologia (LEYMARIE, et al., 2012).
Durante a embebicdo de sementes, aproximadamente 3% do oxigénio utilizado pelas
mitocondrias € convertido em anion superdxido e peroxido de hidrogénio (BAILLY et al,
2008).

Tem sido mostrado que durante a germinacdo de sementes de varias espécies ha uma
acumulacdo de espécies reativas de oxigénio e de Oxido nitrico, sugerindo que EROs podem
ter diversas funcgdes no processo de germinagdo. EROs podem promover a morte programada
de células que revestem o endosperma, oxidar proteinas e desencadear a expressdo do gene
especifico; quebrando a dorméncia das sementes e favorecendo a germinagdo (BAILLY etal,
2008).

BAILLY et al., (2008) proporam um conceito de janela oxidativa para a germinacéo,
onde qualquer concentracdo de EROs abaixo ou acima dos limites dessa janela impede a

germinacao ou diminuem o vigor das sementes.
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5 CONCLUSOES

Os corantes foram eficazes no controle da bactéria Xanthomonas spp., sendo que a
combinacédo de Azul de Metileno e Azul de Toluidina possui maior potencial citotoxico, sobre

a bactéria, em condi¢des com irradiacdo, do que os corantes usados individualmente.
Os corantes ndo interferiram na qualidade fisioldgica das sementes.

Os corantes Azul de Metileno e Azul de Toluidina exibem efeitos semelhantes sobre a
germinacdo e o vigor das sementes tratadas. Ambos sdo capazes de melhorar a germinagao
sem prejudicar o vigor das sementes, podendo figurar uma nova modalidade de tratamento de
sementes capaz de promover o controle de bactérias fitopatogénicas sem prejuizos a sua

qualidade fisioldgica e sanitaria.

Os corantes podem ser uma tecnologia promissora no tratamento de sementes para o

controle de fitobactérias, excluindo o uso de agrotoxicos.
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7. PROPOSTA DE PESQUISAS FUTURAS

Trabalhos futuros poderiam, depois de efetuar o tratamento das sementes, acompanhar

o0 crescimento da planta, bem como avaliar a produtividade e a qualidade dos frutos.

Tratar as sementes utilizando outros fotossensitizadores e outras fontes de irradiacéo,
em especial uma formulacdo que possa ser eficiente quando irradiada com luz branca ou

mesmo usando a luz solar, a fim de simplificar o tratamento em condic¢&o de campo.

E possivel, através de técnicas espectrofotométricas, avaliar e quantificar a formagéo
de complexos de AT e lipopolissacarideos presentes especialmente na inativacéo

fotodindmica de bactérias gram-negativas.

Os corantes testados nesse trabalho foram capazes de melhorar a germinacdo das
sementes, podendo ser usados na quebra de dorméncia de sementes. Os experimentos

poderiam ser efetuados sobre diversas sementes.

Por fim, outras sementes poderiam ser tratadas com o método desenvolvido nesse
trabalho, coma finalidade de avaliar a eficiéncia do método sobre diferentes sementes e sobre

diferentes tipos de organismos fitopatogénicos.
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