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RESUMO

As culturas da videira e do tomateiro possuem importante papel econémico no Brasil. Porém
problemas fitossanitarios podem comprometer a produtividade dessas culturas, entre 0s quais
se destacam doencas causadas por fungos e bactérias que causam prejuizos imensuraveis para
os agricultores. Considerando o impacto econémico, ambiental e a saude da populacéo,
decorrentes do uso massivo de defensivos agricolas, € de extrema importancia estudos
visando o controle alternativo de doencas, como o uso de produtos naturais com atividade
antimicrobiana. Os extratos vegetais e 0s 6leos essenciais surgem como potenciais produtos
alternativos que podem ser incorporados ao manejo de fitopatdgenos, uma vez que podem ser
altamente volateis e de baixa persisténcia, o que resulta em menor contaminacéo do ambiente.
Neste contexto as espécies da familia Lamiaceae destacam-se por apresentar atividades
bioldgicas importantes, dentre elas elevada atividade antimicrobiana. Diante do exposto o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato metandlico
e dos Oleos essenciais das espécies Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha
martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore contra as bactérias Xanthomonas campestris pv.
viticola (Naydu) Dye e Ralstonia solanacearum (Smith), causadoras do cancro bacteriano da
videira e da murcha bacteriana do tomateiro, respectivamente, e dos fungos causadores de
podriddes pds-colheita da videira Aspergilus niger Van Tieghem, Cladosporium herbarum
(Pers.:Fr.) Link, Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl e Rhizopus sp. A coleta das
espeécies vegetais foi realizada no municipio de Feira de Santana - BA. O material coletado
(folhas), apds a secagem em temperatura ambiente, foi destinado ao preparo dos extratos
(metandlico bruto) e a extracdo de Oleos essenciais. Os constituintes quimicos dos 6leos
essenciais foram quantificados e identificados através das técnicas de CG/DIC e CG/EM. Para
a verificacdo da atividade antibacteriana dos extratos e Oleos essenciais foi empregada a
metodologia de difusdo em &gar pelo método de discos. Estes foram impregnados com o0s
Oleos essenciais e extratos em diferentes concentracfes. A varidvel analisada foi o diametro
do halo de inibicdo do crescimento bacteriano. Para a verificacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM) dos extratos e dos 6leos foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo.
Para a avaliacdo da atividade antifungica foi empregada a metodologia de difusdo em éagar. Os
extratos metanolicos e Oleos essenciais foram incorporados ao meio de cultura BDA em
diferentes concentragfes. A varavel analisada foi o didametro do crescimento micelial. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as suas medias comparadas pelo teste
de scott-knott a 5% de probabilidade de erro e para as concentracdes analise de regressdo. De
acordo com os resultados obtidos pode-se inferir que os 6leos essenciais de E. fruticosa, M.
martiusii e G. platanifolia apresentam como compostos majoritarios o ¢xido de cariofileno,
espatulenol e E-cariofileno; epi-longipinanol, a-humuleno e E-cariofileno e espatulenol, 6xido
de cariofileno e a-muurolol, respectivamente. Os extratos metandlicos e 0leos essenciais das
especies Eplingiella fruticosa, Medusantha martiusii e Gymneia platanifolia apresentaram
atividade antibacteriana contra as bactérias X. campestris pv. viticola e R. solanacearum, nas
diferentes concentracdes utilizadas e as CIMs variaram entre 125 pL mL™ a 1000 pL mL™,
Os extratos metandlicos e 6leos essenciais estudados apresentaram atividade antifingica
contra os fitopatdgenos A. niger, C. herbarum, L. theobromae e Rhizopus sp.

Palavras-chave: Controle alternativo de doencas. Fitopatdogenos. Lamiaceae.
essenciais. Extratos vegetais.



ABSTRACT

The cultures of vine and tomato have an important economic role in Brazil. However
phytosanitary issues can compromise the productivity of crops, one issue which stands out are
diseases caused by fungi and bacteria that result in immeasurable harm to farmers.
Considering the economic, environmental impact and health of the population resulting from
the massive use of pesticides it is extremely important that there as studies done to find an
alternative control of diseases, such as the use of natural products with antimicrobial activity.
Plant extracts and essential oils appear as potential alternatives that can be incorporated into
management of phytopathogens, since they can be highly volatile and low persistence, which
results in less contamination of the environment. In this context, the Lamiaceae family species
Is notable for presenting important biological activities, among them high antimicrobial
activity. Based on the above, the present study aimed to evaluate the antimicrobial activity of
methanol extract and essential oils of species of Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.)
Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore and
Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore against bacteria as Xanthomonas
campestris pv. viticola (Naydu) Dye e Ralstonia solanacearum (Smith), causing bacterial
canker of grapevine and tomato bacterial wilt, respectively, and fungi causing rots post-
harvest vine Aspergilus niger Van Tieghem, Cladosporium herbarum (Pers.:Fr.) Link, Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl e Rhizopus sp. The plant species were harvested at Feira de
Santana, BA. The collected material (leaves) after drying at ambient temperature, were used
for the preparation of the extracts (crude methanol), and the extraction of essential oils. The
chemical constituents of essential oils were quantified and identified through the techniques
of GC/FID and GC/MS. To check the antibacterial activity of extracts and essential oils the
diffusion method in agar by the method of discs was used. These were impregnated with
essential oils and extracts at different concentrations. The variable studied was the halo
diameter of bacterial growth inhibition. For the verification of the minimum inhibitory
concentration (MIC) of the extracts and oils microdilution broth method were used. For the
evaluation of the antifungal activity diffusion on agar method was used. The methanol
extracts and essential oils were incorporated into the PDA culture at different concentrations.
The variable analyzed was the diameter of the mycelial growth. The data were submitted to
analysis of variance and their means compared by Scott-Knott test at 5% probability of error
and the analysis concentrations of regression. According to the obtained results can infer that
the methanolic extracts and essential oils of Eplingiella fruticosa, Medusantha martiusii and
Gymneia platanifolia species showed antibacterial activity against bacteria X. campestris pv.
viticola and R. solanacearum, in two concentrations and MICs ranging from 125 pL mL™ to
1000 puL mL™*, with a strong to moderate antibacterial activity. The methanol extracts and
essential oils studied have antifungal activity against phytopathogens such as Aspergilus
niger, Cladosporium herbarum, Lasiodiplodia theobromae and Rhizopus sp.

Keywords: Alternative control of diseases. Phytopathogens. Lamiaceae. Essential oils. plant
extracts.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 A familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae abrange vasto numero de espécies, com cerca de 300 géneros e
7500 espécies com distribuicdo cosmopolita, mas com particular ocorréncia na regiao
Mediterranea, onde constitui parte integrante da vegetacdo (SOUZA; LORENZI, 2005;
BORDIGNON, 1990).

Esta familia destaca-se pela elevada quantidade de espécies arométicas, dentre elas a
alfavaca (Ocimum basilicum L.), a lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), erva cidreira
(Melissa officinalis L.), orégano (Origanum vulgare L.), alecrim (Rosmarinus offinalis L.),
tomilho (Thymus vulgaris L.) e hortela-da-folha grossa (Plectranthus barbatus Andrews),
com uma ampla utilizacdo na medicina popular (LORENZI; MATOS, 2008) e nas indUstrias
farmacéutica, quimica e cosmética (SIMOES; SPITZER, 2000). E relativamente bem
estudada do ponto de vista quimico, apresentando uma variedade de classes de
micromoléculas provenientes da via do acetato, do &cido chiquimico e através de biossintese
mista (MENEZES, 1994).

No Brasil a familia Lamiaceae apresenta ampla distribuicdo de espécies, como, por
exemplo, as pertencentes ao género Hyptis, que ocorrem nos campos cerrados do Brasil
Central, mais especificamente nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goids (BORDIGNON,
1990), sendo que algumas espécies, como Hyptis tetracephala Bordignon e Hyptis heterodon
Epling sdo encontradas exclusivamente no Brasil (Bordignon, 1990). Diversas espécies dentro
do género Hyptis apresentam grande endemismo na vegetacdo do bioma caatinga. Harley
(2002) descreve 11 especies de Hyptis como sendo endémicas na caatinga, sendo trés espécies
com ampla distribuicdo (H. martiusii Benth, H. leucocephala Mart. e H. platanifolia Mart.);
duas com distribuicdo restrita a poucas areas (H. leptostachys e H. calida) e seis espécies com
distribuicdo exclusiva a um ou poucos locais (H. longicaulis Harley, H. pinheiroy Harley, H.
sanctigabrielii Harley, H. stachydifolia Epling, H. viaticum Harley e H. simulans Epling),

sendo que as quatro primeiras sdo exclusivas de locais especificos do estado da Bahia.

1.2 Fitoquimica e atividade biologica de espécies da familia Lamiaceae
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As espécies da familia Lamiaceae sdo alvos constante de pesquisas, uma vez que Sao
detentoras de Oleos essenciais e diversos metabdlitos que apresentam importante acéo
biologica (ARAUJO et al., 2003; MAKRI; KINTZIOS, 2008).

Estudos realizados com espécies do género Scutellaria L. mostraram importantes
propriedades terapéuticas, tais como: atividades antiespasmaddica, antifingica, febrifuga,
antioxidante, anticancer, anti-HIV, bactericida, antiviral, antiinflamatéria e anticonvulsiva
(ERSOZ et al., 2002; LIN et al., 2009; SHANG et al., 2010). Cerca de 300 substancias
biologicamente ativas foram isoladas de 35 espécies desse género, sendo 0S compostos
fendlicos (flavonoides, glicosideos feniletanoides) e os terpenos (glicosideos iridoides,
diterpenos e triterpenoides) os principais grupos constituintes de sua composi¢do quimica,
porém, podem ser encontrados nestas plantas outros metabdlitos, tais como, os alcaloides,
fitosterois, polissacarideos, entre outros (SHANG et al., 2010).

Dentre as plantas da familia Lamiaceae, o alecrim é o mais extensivamente estudado e
seus extratos sdo conhecidos por apresentar propriedades antioxidantes naturais. A atividade
antioxidante dos extratos de alecrim é atribuida principalmente a presenca de compostos
fenolicos, volateis e ndo volateis, como os flavonoides, os &cidos fenolicos e os diterpenos
fenolicos, tais como o &cido carnosico e o carnosol (hidrofébicos) e o &cido rosmarinico e o
rosmanol (hidrofilicos) (JUSTO et al., 2008).

O manjericdo (Ocimum basilicum L.) é uma das espécies de maior importancia
econbmica pertencente a essa familia. Lee e Scagel (2009) caracterizaram a composicao
qguimica de compostos fenolicos presentes no manjericdo e identificaram a presenca de acido
chicérico e &cido caftérico, conhecidos pelos efeitos imunoestimulantes, assim como pelas
propriedades antioxidantes. Compostos presentes nos extratos de manjericdo e tomilho, em
particular eugenol, timol e carvacrol sao amplamente estudados e caracterizam-se por sua
elevada atividade antibacteriana (NETO, 2010). Politeo et al. (2007) analisaram a composic¢éo
quimica e a capacidade antioxidante de agliconas do manjericdo comparando ao do Oleo
essencial, verificando quatro compostos comuns, o eugenol, chavicol, linalol e a-terpineol,
com elevado potencial antioxidante.

Outro género de elevada importancia pertencente a essa familia é o Hyptis,
destacando-se por apresentar plantas com o metabolismo especial de elevada variabilidade.
Esse género sofreu modificacGes taxonémicas apés revisao recente da subtribo Hyptidinae,
baseada em marcadores moleculares, quando boa parte de suas espécies foram redistribuidas
em onze géneros: Cantinoa Harley & J.F.B. Pastore, Condea Adanson, Cyanocephalus (Pohl
ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore, Gymneia (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore, Hyptidendron
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Harley, Leptohyptis Harley & J.F.B. Pastore, Martianthus Harley & J.F.B. Pastore,
Medusantha Harley & J.F.B. Pastore, Oocephalus (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore,
Physominthe Harley & J.F.B. Pastore e Eplingiella Harley & J.F.B. Pastore (HARLEY;
PASTORE, 2012).

Estudos realizados com 25 espécies desse género revelaram a presenca de substancias
com atividade antiinflamatdria, anti-HIV, citotoxica, inseticida, antimicrobiana e antiflngica
(FALCAO; MENEZES, 2003). Botrel (2009) verificando a atividade inseticida da espécie
Hyptis marrubioides Epling, observou gque o seu 6leo essencial apresentou efeito tdxico sobre
a formiga cortadeira (Atta sexdens rubropilosa FOREL). O potencial antimicrobiano do
extrato de Hyptis spicigera Lam foi avaliado contra micro-organismos resistentes a
ampicilina. Os resultados indicaram que H. spicigera apresenta amplo espectro
antimicrobiano (LADAN et al., 2009). Esta espécie ainda possui um significativo potencial
tripanosomicida contra Trypanosoma brucei (LADAN et al., 2011) e uma consideravel agdo
repelente e inseticida contra Sitophilus zeamais, uma praga de importante interesse para
agricultura (WEKESA et al., 2011).

Estudos realizados com a espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit revelaram como
constituintes majoritarios de seu O6leo essencial 0s compostos sabineno, limoneno,
biciclogermacreno, B-felandreno e 1,8-cineol (AZEVEDO et al., 2001). Essa espécie possuli
significada atividade atividade antifungica e antibacteriana (IWU et al., 1990; ASEKUN et
al., 1999).

A atividade antimicrobiana sobre fitopatdgenos de interesse agricola também vem
sendo pesquisada para espécies da familia Lamiaceae. Tyagi e Malik (2011) avaliaram o
efeito antimicrobiano do 6leo de horteld-pimenta sobre os fitopatdgenos Penicillium digitatum
(Pers.) Sacc, Aspergillus flavus, A. niger e Fusarium oxysporum e constaram que o 6leo
essencial foi eficaz sobre o crescimento desses fitopatdgenos. J& Combrinck et al. (2011),
observaram que 6leo de horteld-pimenta nas concentragdes de 2 uL mL™ e 3 pL mL™,
promoveu inibicdo completa do crescimento micelial de P. digitatum e Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc., respectivamente. Estudos mostram que o 6leo essencial de
Ocimum gratissimum L. apresenta atividade antifingica sobre R. solani e S. rolfsii, em todas
as dosagens testadas (20, 40 e 60 uL) (BENINI et al., 2010). O oleo essencial de Rosmarinus
officinalis L. apresentou acdo inibitoria in vitro sobre a Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, agente causal do crestamento bacteriano do feijoeiro, em que foi observada
atividade antibacteriana do 6leo essencial a partir da concentracdo de 1% (VIGO et al., 2009).

Do mesmo modo Martins et al. (2011) verificou que o extrato aquoso de Hyptis crenata
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apresenta efeitos fungicidas in vitro sobre o crescimento do fungo fitopatdgeno Aspergillus
niger em sementes de pepino. E Al-Rahmabh et al. (2013), relataram a eficiéncia do extrato da
espécie Thymus vulgaris (Lamiaceae) sobre o crescimento micelial de fungos fitopatogénicos

do tomate (Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum e Rhizoctonia solani).

1.3 Espécies em estudo

1.3.1 Eplingiella fruticosa

Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, anteriormente
designada Hyptis fruticosa, é conhecida popularmente no Nordeste brasileiro como "alecrim-
do-campo" (DANTAS; RIBEIRO, 2010). E uma planta aromatica de arbusto alto, verde-
musgo, com flores azul-lilds (Figura 1) e teve sua origem em vérios locais do Nordeste
brasileiro (HARLEY, 1988).

Figura 1. Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B. A) Planta inteira. B)
Folhas e flores. Feira de Santana, BA.

A infusdo das folhas de E. fruticosa é utilizada na medicina popular no tratamento de
disturbios gastrointestinais, infeccdes de pele, congestdo nasal, colicas, febres, bronquites e
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efeito analgésico (SEPTIMIO, 1994; SILVA, 2006). Estudos realizados com essa espécie
revelaram seus principais efeitos terapéuticos, entre eles estdo atividades anticonvulsivantes,
analgésica e antinociceptiva (MENEZES et al., 2007; SILVA et al., 2006; CANDIDO, 2006),
atividade anti-inflamatoria, antioxidante (ANDRADE et al., 2010) e atividade vasorelaxante
(MOREIRA et al, 2010).

Em estudos preliminares sobre a atividade antimicrobiana desta espécie, De Aradjo et
al. (1974) utilizando extratos metandlicos extraidos das raizes de E. fruticosa detectaram
atividade antimicrobiana na presenca de quinonoides isolados do extrato, com inibicdo do
crescimento dos micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos testados.

Moreno et al. (2005) em analise fitoquimica preliminar do extrato acetato de etila
observaram a presenca de alcaloides, saponinas, flavonoides, terpenos e esteroides. Franco et
al. (2011) observou que o efeito antinociceptivo do 6leo essencial de E. fruticosa pode estar
relacionado com a maior porcentagem dos compostos a-pineno de B-pineno presentes nas
flores dessa espécie. J& o Oleo essencial de E. fruticosa tem sido considerado como uma
importante alternativa de inseticida para o controle de larvas de Aedes aegypti, uma vez que
proporciona uma rica fonte de compostos bioativos que sdo biodegradaveis e ndo toxicos ao
meio ambiente (SILVA et al., 2008).

1.3.2 Gymneia platanifolia

Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, anteriormente
designada Hyptis platanifolia Mart. ex Benth é uma espécie aromatica endémica da regido do
semiarido brasileiro, perene com caule herbaceo ramoso, folha membranosa peciolada e flores
com calice tubuloso e corola branca (Figura 2). Analises fitoquimicas e fitofarmacoldgicas
tém revelado rendimento médio de 0,5% de dleo nas folhas, com atividade contra Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e Candida albicans, com a-
farneseno e y-bisaboleno como constituintes majoritarios (LUCCHESE et al., 2005; 2006).

O fracionamento cromatografico do extrato diclorometano de folhas de G. platanifolia
demonstrou ac¢do antioxidante frente ao DPPH de todas as subfragdes obtidas (SILVA et al.,
2011).
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Figura 2. Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore. A) Planta inteira;
B) Folhas. Feira de Santana, BA.

1.3.3 Medusantha martiusii

Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J. F. B. Pastore, anteriormente designada
Hyptis martiusii Benth. € um pequeno arbusto (Figura 3), conhecido popularmente como
“alfazema-de-caboclo”, “louro” e cidreira-do-campo (AGRA et al., 2008). Esta espécie é
endémica, ocorrendo nas regides sudeste e nordeste do Brasil e pode ser encontrada no
cerrado e na caatinga (HARLEY et al., 2015).

Estudos realizados com M. martiusii revelaram atividade citotoxica (ARAUJO et al.,
2006) e antimicrobiana (COUTINHO et al., 2008). Como também potencial inseticida contra
Aedes aegypti, Bemisia argentifolii (mosca branca), praga comum de frutas (ARAUJO et al.,
2003) e contra as larvas de Culex quinquefasciatus, agente transmissor da filariose (COSTA
et al., 2005).
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Figura 3. Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore. A) Planta inteira; B)
Folhas. Feira de Santana, BA.

1.4 Doencas de importancia agricola no Submédio do Vale do S&o Francisco

1.4.1 Doengas da videira

A videira é uma espécie do género Vitis que é pertencente a familia Vitaceae. Esta
familia esta dividida em varias subfamilias que compreendem um grande nimero de géneros e
espécies, dentre os quais se destacam as espécies V. vinifera L. (de origem europeia) e V.
labrusca L. (de origem americana), que sdo as mais cultivadas devido as suas caracteristicas
agrondmicas superiores (TEIXEIRA; AZEVEDO, 1996). Existem cerca de 10 mil variedades
de videira, adaptadas a diferentes tipos de solo e clima, o que possibilita o cultivo em mais de
40 paises no mundo. A uva é amplamente explorada e comercializada, porém é extremamente
sensivel e o seu cultivo varia de acordo com as condi¢cdes edafoclimaticas em que se
desenvolve, apresentando caracteristicas diferenciadoras como sabor, brix, acidez, formato,
coloracgdo, resisténcia da casca, tamanho, formato dos cachos e quantidade de sementes
(QUEIROZ-VOLTAN; PIRES, 2003; GUERRA, 2009).

A viticultura tem uma significativa contribui¢do para o crescimento do agronegocio
brasileiro de frutas, ocupando uma &rea de aproximadamente 80.388 hectares, com producéo
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anual de 1.482.544 toneladas de frutos. A regido Sul aparece em primeiro lugar na producao
de uva no Brasil (67,5% de producdo anual), seguida da regido Nordeste (21,3%),
contribuindo significativamente com a producéo nacional (IBGE, 2015).

Entretanto a videira esta sujeita a diversos problemas fitossanitarios, entre os quais,

doencas causadas por virus, bactérias e fungos (LIMA; MOREIRA, 2002).

1.4.1.1 Xanthomonas campestris pv. viticola

Dentre as doengas que prejudicam a videira, encontra-se o cancro bacteriano, causado
pela bactéria Xanthomonas campestris pv. viticola (Naydu) Dye. No Brasil, no inicio do ano
de 1998, os sintomas do cancro bacteriano da videira foram detectados, pela primeira vez, em
parreirais comerciais do Submédio do Vale Sao Francisco, doenca, até entdo, desconhecida na
regido (MALAVOLTA JUNIOR et al., 2003).

Figura 4. Xanthomonas campestris pv. viticola (Naydu) Dye. A) Colbnias caracteristicas da
bactéria; B) Sintomas do cancro bacteriano em folhas de videira.

Essa bactéria caracteriza-se por produzir col6nias arredondadas, brilhantes com bordos
lisos e de coloracdo esbranquicada em meio &gar-nutritivo (Figura 4A), devido a ndo
producdo de xantomonadina, pigmento caracteristico das bactérias do género Xanthomonas, é

gram-negativa, sem pigmentacdo, possui metabolismo aerobio e pode sobreviver de um ciclo
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para outro em plantas infectadas ou epifiticamente em 6rgdos da parte aérea, em condicgdes de
alta umidade e temperatura (CHAND et al., 1999; ARAUJO, 2001).

O diagndstico do cancro bacteriano da videira é feito com base nos sintomas
observados nas folhas (Figura 4B), cachos e caules. Os sintomas manifestam-se, inicialmente,
nas folhas, como pontos necréticos e pode-se evoluir causando crestamento e morte de
extensas areas do limbo foliar. Nas nervuras e peciolos das folhas, ramos e raquis dos frutos,
formam-se manchas escuras alongadas, que evoluem para fissuras longitudinais de coloragédo
negra, conhecidas como cancros. O diagnostico do cancro bacteriano da videira é feito com
base nos sintomas observados nas folhas, cachos e caules, seguido pelo isolamento bacteriano
e identificacdo por meio de testes bioquimicos, nutricionais e de patogenicidade (LIMA et al.,
1999; MALAVOLTA JUNIOR. et al., 1999).

O controle da doenca em condi¢bes que sdo favoraveis ao seu desenvolvimento é
considerado dificil. Geralmente o seu controle é feito com a utilizacdo de produtos a base de
cobre, porém nem sempre eles séo efetivos, devido a existéncia de estirpes de Xanthomonas
campestris pv. viticola que apresentam tolerancia a esses compostos. 1sso torna 0 uso
continuo destes produtos quimicos, no Submédio do Vale do Sdo Francisco, pouco promissor
no manejo da doenca, em médio prazo, devido a selecdo e dominancia de estirpes tolerantes
na populagéo bacteriana (MARQUES et al., 2009).

1.4.1.2 Aspergillus niger

O Aspergillus niger Van Tieghem (Figura 5A) é um fungo que atinge as colheitas
geralmente em periodos chuvosos. A infeccdo inicia-se ainda no campo e o0s sintomas podem
aparecer antes da colheita ou permanecer quiescente e manifesta-se gradativamente durante o
periodo de armazenamento. No inicio ocorre um escurecimento e amolecimento do local
infectado nas bagas (Figura 5B), seguido de rompimento da casca e consequentemente 0
desenvolvimento de um bolor escuro, que corresponde as estruturas de frutificagdo do fungo.
Com o passar do tempo adquirem uma tonalidade acinzentada, que podera ser confundida
com o mofo cinzento, logo as bagas ficam inviaveis, resultando em grande prejuizo ao
produtor (CAMARGO et al., 2012).
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Figura 5. Aspergillus niger Van Tieghem. A) Aspergillus niger com 15 dias de crescimento
proveniente da colecdo de fungos da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE; B) Cachos afetados
por Aspergillus spp. (Foto: CANTUS; REYES, 2005).

Esta podriddo é comum em localidades de clima com altas temperaturas e elevada
umidade relativa. Em condi¢es de temperaturas entre 20-32° C, o fungo pode penetrar
diretamente a pelicula de frutos (PEARSON, 1994). A podriddo po6s-colheita causada por A.
niger pode ocorrer em todas as fases de desenvolvimento das uvas, com isso, pode ser uma
infeccdo adquirida ou ndo (BARKAI-GOLAN, 2001).

O género Aspergillus € um dos principais representantes flngicos responsaveis por
produzir micotoxinas, metabolitos secundarios altamente toxicos, cuja a proliferacdo ocorre
em uma ampla variedade de produtos agricolas destinados aos consumidores, inclusive a uva
(HUSSEIN; BRASEL, 2001).

1.4.1.3 Cladosporium herbarum

A podriddo causada pelo fungo Cladosporium herbarum (Pers.:Fr.) Link (Figura 6A),
conhecida como podridao-de-Cladosporium ou mal-negro (Figura 6B), é uma doenca que
ocorre em uvas mantidas sob armazenamento refrigerado por longo periodo, sendo capaz de
crescer mesmo a temperatura de 0° C (BENATO, 2005).
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Figura 6. A) Cladosporium herbarum (Pers.:Fr.) Link. A) Cladosporium herbarum com 20
dias de crescimento proveniente da colecdo de fungos da Embrapa Semiéarido, Petrolina, PE;
B) Frutos de videira afetados por Cladosporium herbarum (Foto: CAMILI; BENATO, 2005).

O C. herbarum infecta a uva por meio da pelicula, penetrando nas bagas, na fase pré-
colheita ou no armazenamento. Posteriormente aparecem lesdes circulares, bem definidas.
Sob condicbes de alta umidade relativa, o fungo se desenvolve na superficie das bagas
afetadas, resultando em col6nias de coloracdo verde oliva nas quais ha producdo de elevadas
quantidades de esporos. A infeccdo pode ocorrer em uma ampla faixa de temperatura, com
variacdo de 4-30°C, com o6timo de 20-24°C. Sua infecgdo também estd relacionada com
periodos chuvosos (PEARSON, 1994; BENATO, 2003). De acordo com Rezende (1997), este
fungo é, frequentemente, um invasor secundario e segundo Silveira et al. (2001), pode
comprometer a area externa das frutas infectadas, desta forma, pode comprometer diretamente

no seu valor comercial.
1.4.1.4 Lasiodiplodia theobromae
O fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl (Figura 7A) é responsavel

por causar a podriddo-de-diplodia, que ao infectar a planta causa morte descendente, podridao
seca ou botriodiplodiose (Figura 7B). E comum a penetragdo deste fungo na planta durante ou
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logo ap6s o florescimento e em seguida permanece quiescente até o amadurecimento dos
frutos e retornam o seu crescimento quando o teor de agUcar das bagas infectadas atinge 12-
15%, causando podriddes (PEARSON, 1994).

Figura 7. Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. A) Lasiodiplodia theobromae
com 2 dias de crescimento proveniente da colecdo de fungos da Embrapa Semiérido,
Petrolina, PE; B) Ramos de videira com coloracdo castanha causado por Lasiodiplodia
theobromae (Foto: BATISTA, 2010).

A penetracdo direta do fungo em frutos maduros ndo é comum, entretanto, pode
ocorrer. Os sintomas em videiras surgem, principalmente, nos seus ramos e troncos e resultam
no declinio ou até mesmo na morte da planta infectada. Em frutos infectados, as bagas exibem
manchas levemente encharcadas e com o desenvolvimento da infecgéo, a pelicula pode rachar
e ha a liberacdo de um suco. As bagas ficam cobertas por micélio do fungo, podendo ficar
secas e mumificadas, com a formacdo de frutificacGes do patégeno (picnidios) na pelicula. O
suco das bagas apodrecidas pode atrair insetos que contaminam os frutos com patdgenos
secundarios (fungos e leveduras) (PEARSON, 1994).

Esta doenca ocorre, principalmente, em regides com altas temperaturas, como as
regides tropicais semiaridas. O fungo se desenvolve na faixa de temperatura de 9-39° C, com
crescimento maximo entre 27 e 33° C (PEARSON, 1994). Outras condicdes que favorecem a

infeccdo e o seu estabelecimento na planta sdo baixa umidade relativa, plantas sob condicdes



31

de estresse hidrico e com nutricdo desbalanceada, além da presenca de ferimentos sem
protecdo quimica. O patdgeno sobrevive em partes infectadas das plantas e em restos de
cultura, como também, em diversas outras espécies de plantas. A disseminacgédo do fungo se da

pelo transporte de conidios pelo vento, agua de irrigacdo ou chuva (LIMA, 2008).

1.4.1.5 Rhizopus sp.

Algumas espécies de Rhizopus (Figura 8A), podem causar a podriddo-mole na videira,
como é o caso do fungo Rhizopus stolonifer, que apesar da baixa incidéncia no Submédio do
Vale do Sdo Francisco, pode ocorrer em todas as regifes que mantém o cultivo da videira,
assim como o fungo Lasiodiplodia theobromae, destacando-se por ser comum sua ocorréncia
em bagas maduras (GALLOTI et al. 2002; BENATO, 2003).

Esta podriddo ocorre sob condicBes de clima quente e imido. Quando os frutos sdo
infectados observa-se sintomas de podriddo nas bagas que tornam-se moles e de coloracéo
marrom. Com o desenvolvimento do fungo estruturas emergem através das rachaduras na
pelicula das bagas afetadas (Figura 8B). Em condi¢fes de alta umidade a disseminacdo do

fungo pode ocorrer para outras bagas, causando a podriddo do cacho (PEARSON, 1994).

Figura 8. Rhizopus sp. A) Rhizopus sp. com 2 dias de crescimento proveniente da colecdo de
fungos da Embrapa Semiéarido, Petrolina, PE; B) Cachos de uva afetados por Rhizopus spp.
(Foto: CAMILI; BENATO, 2005).



32

1.4.2 Doencas do tomate

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é uma espécie de origem andina e
pertence a familia Solanaceae. Essa espécie possui ampla capacidade adaptativa, herbacea e
de ciclo anual, que pode chegar a mais de dois metros de altura. O inicio da colheita de seus
frutos pode ser realizado 45-55 dias apds a florescéncia, ou 90-120 dias depois da sementeira
(NAIKA et. al., 2006).

O tomate é uma das olericolas mais difundidas no mundo, pois ocupa lugar de
destaque na mesa do consumidor. As perspectivas para a evolugédo da cultura sdo promissoras,
tendo em vista o potencial de mercado do tomate orgéanico e convencional, tanto da forma in
natura como industrializada. O tomateiro € uma das principais hortalicas de valor econémico
no mundo e é a segunda solanacea mais cultivada, sendo superada apenas pela batata
(ABREU, 2006).

Dentre os fatores bidticos envolvidos na diminui¢do da rentabilidade da cultura do

tomateiro as doencas causadas por fitobactérias assumem papel de destaque.

1.4.2.1 Ralstonia solanacearum

A bactéria fitopatogénica Ralstonia solanacearum (Smith) (Figura 9A) possui elevado
interesse agricola mundial e é causadora da murcha bacteriana em solanéaceas (Figura 9B).
Esta bactéria é considerada uma espécie heterogenia ou um complexo de espécie, devido a
grande variabilidade em relacdo a gama de hospedeiro, distribuicdo geografica, viruléncia,
transmissibilidade por insetos, propriedades fisiolégicas e adaptacdo a diferentes
temperaturas. Atualmente a bactéria é classificada em quatro niveis taxonémicos: espécie,
filotipo, sequer e clone. Esta se caracteriza por ser uma bactéria sisttmica e capaz de causar
danos em 54 familias boténicas, atingindo cerca de 450 espécies, entre as quais banana,
amendoim, gengibre, mamao, batata, berinjela, piment&o e tomate (XU et al., 2009).

R. solanacearum pode ser disseminada por meio de material de plantio infectado,
ferimentos e contatos entre as raizes das plantas e insetos vetores, através da invasdo dos
vasos xilematicos; Espalha-se rapidamente para as partes aéreas da planta hospedeira via
sistema vascular. A disfungéo vascular proveniente da colonizacao extensiva, causa murcha e
consequentemente morte do vegetal (CORDEIRO et al.,, 2005; TANS-KERSTER et al.,
2004).
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Figura 9. Ralstonia solanacearum (Smith). A) Coldnias caracteristicas da bactéria em Meio
TZC (tetracloreto de trifenil tetrazdlio). B) Sintomas da murcha bacteriana em tomateiro.

Universidade do Estado da Bahia, Juazeiro, BA

1.5 Controle alternativo de doencas de plantas

O controle de doencgas na agricultura tem-se intensificado cada vez mais, sendo
realizado basicamente através do emprego de produtos sintéticos (VENTUROSO et al.,
2011). Estes produtos em curto prazo auxiliam de maneira eficaz o agricultor no alcance de
altas produtividades. No entanto, em longo prazo, estes resultados tornam-se negativos, isso
porque podem surgir isolados de fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas utilizadas,
além de prejudicar a sociedade como um todo e ao meio ambiente, devido aos problemas de
salde decorrentes e a poluicdo causada pelos residuos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

Um dos enfoques da agricultura moderna é o controle alternativo de doencas, o qual
inclui o controle bioldgico, a inducdo de resisténcia em plantas e 0 uso de produtos naturais
com atividade antimicrobiana (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003).

A busca de substitutos para produtos sintéticos tem-se intensificado e estudos
relacionados a produtos bioativos provenientes de plantas medicinais e aromaticas sao
promissores (SOUZA et al., 2007). A obtengdo dos metabdlitos secundarios de plantas, bem

como a determinacdo da atividade bioldgica de suas moléculas, com respeito a atividade
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elicitora e/ou antimicrobiana poderd contribuir para a aquisi¢cdo de maiores conhecimentos
que reforcam a possivel utilizacdo como um método alternativo de controle de doencas de
plantas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

As plantas medicinais sdo detentoras de importantes substancias bioativas. Com isso 0
uso de extratos vegetais e 0leos essenciais sdo frequentemente estudados e empregados para o
controle de bactérias e fungos fitopatogénicos. Oliveira et al. (2010), trabalhando com 6leo
essencial, extratos vegetais e sais sobre bactérias fitopatogénicas, obtiveram a inibi¢do do
crescimento de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria Doidge e X. campestris pv.
campestris Pammel quando utilizados extratos de hortela. O controle do fungo F. gutiforme
foi possivel quando utilizado extratos de alho em diferentes concentracfes (20, 30 e 40%)
(OLIVEIRA, 2008).

Souza et al. (2007) relataram que os extratos de alho (Allium sativum L.) e capim-
santo (Cymbopogon citratus Stapf) inibiram a germinagdo do fungo Fusarium proliferatum.
Bastos (1997) comprovou, in vitro e in vivo, a acdo inibitéria do 6leo essencial de Piper
aduncum L. contra Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Philips-Mora, agente causal
da vassoura-de bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.) e a inibi¢&o in vitro do crescimento
micelial de varios fitopatdgenos. O crescimento dessas bactérias, e de Pectobaterium
carotovorum subsp. carotovorum Jones, também foi inibido com extratos de alho. O 4leo
essencial e extrato de pimenta-longa (Piper aduncum L.) e extrato etanélico de comigo-
ninguém-pode (Dieffenbachia picta Schott) apresentam capacidade de inibicdo do
crescimento de Ralstonia solanacearum (VERAS; YUYAMA, 2001; VERAS et al., 2002).

As atividades realizadas por extratos vegetais séo amplamente estudadas, isso porque
estes sdo normalmente, misturas complexas constituidas quase sempre por diversas classes de
produtos naturais como acidos graxos; terpenoides, esteroides, fenois, alcaloides, cumarinas e
flavonoides. Sdo compostos extremamente importantes nos estudos farmacologicos, quimicos
e agrondmicos (MARQUES et al., 2004; SIMOES et al., 2000). O processo de separacio
desses produtos naturais bioativos presentes nos extratos corresponde a trés fases principais:
extracdo a partir da matéria vegetal, fracionamento do extrato e purificagdo do principio ativo
(MACIEL et al., 2002). Dentre os métodos de extracdo pode-se destacar a extracdo a frio
(maceracdo), percolacdo e extracdo a quente (infusdo e decoccdo) (BARRETO JUNIOR;
BISCAIA JUNIOR, 2005). Para uma Unica extracdo utiliza-se geralmente um solvente polar
(metanol e etanol); ja para mais de uma extracdo utiliza-se trés ou mais tipos de solventes:
apolar (hexano ou éter de petrdleo), de polaridade moderada (cloroférmio ou diclorometano) e
polar (metanol e etanol) (MACIEL et al., 2002).
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As atividades exercidas pelos 6leos essenciais de plantas, também sdo amplamente
estudas, pois estes desempenham importantes fun¢Bes bioldgicas no reino vegetal, como a
atracdo de agentes polinizadores e a protecdo contra determinados fitopatogenos (CINIGLIO,
1993; MEDICE et al., 2007). Sdo compostos volateis localizados principalmente em tricomas
glandulares, e podem ser encontrados em diferentes 6rgdos vegetais. Sdo extraidos de plantas,
geralmente, atraves da técnica de arraste a vapor, porém podem ser extraidos também pela
prensagem do pericarpo de frutos citricos, que no Brasil dominam o mercado de exportacao
(B1ZZO, 2009). S&o constituidos, principalmente de mono e sesquiterpenos e de
fenilpropanoides, metabolitos que conferem suas caracteristicas organolépticas. Devido a sua
composicdo quimica apresenta elevado valor econdmico, com aplicacdo nas industrias de
perfumarias, cosméticas, de alimentos e como coadjuvantes em medicamentos. S&o
empregados principalmente como aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em
composigdes farmacéuticas e orais, sendo comercializados na sua forma bruta ou beneficiada,
fornecendo substancias purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e
safrol (SILVA-SANTOS et al., 2004; CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993).
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RESUMO: As culturas da videira e do tomateiro possuem importante papel econémico no
Brasil, porém problemas relacionados a fitossanidade podem acarretar uma diminuigdo na
producdo dessas culturas, causando prejuizos imensuraveis. Dentre esses problemas
destacam-se 0 cancro bacteriano da videira, causado pela bactéria Xanthomonas campestris
pv. viticola (Naydu) Dye e a murcha bacteriana do tomateiro, causada pela Ralstonia
solanacearum (Smith). O emprego de extratos vegetais e Oleos essenciais de plantas
medicinais ou aromaticas surgem como potenciais alternativas para o manejo de
fitobacterioses, jd& que o uso indiscriminado de agroquimicos podem ocasionar isolados
resistentes, assim como causar impactos para 0 meio ambiente e a saide humana. O presente
trabalho teve como principal objetivo avaliar a acdo antimicrobiana dos extratos metanolicos
e Oleos essenciais de trés espécies da familia Lameaceae, Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex
Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, sobre o crescimento
das bactérias fitopatogénicas Xanthomonas campestris pv. viticola (Naydu) Dye e Ralstonia
solanacearum (Smith). O material vegetal foi coletado na Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), Bahia, e suas folhas foram secas em temperatura ambiente e, em seguida,
destinadas ao preparo do extrato (metandlico bruto) e a extracdo do Gleo essencial. Para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana foi empregado o método de difusdo em agar utilizando
discos (5,5 mm) impregnados com extratos e 6leos em diferentes concentragdes. Apds 48 e 72
horas para X. campestris pv. viticola e R. solanacearum, respectivamente, foi avaliado o
didmetro do halo de inibicdo (mm). Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) dos 6leos essenciais e extratos metanolicos foi utilizada a técnica de microdiluicdo em
caldo. Os resultados obtidos mostraram que os extratos metandlicos e 0leos essenciais das
espécies E. fruticosa, M. martiusii e G. platanifolia apresentaram atividade antibacteriana
contra as bactérias X. campestris pv. viticola e R. solanacearum, nas diferentes concentracoes
utilizadas. As CIMs variaram entre 125 pL mL™ a 1000 pL mL™, demonstrando que os 6leos
essenciais e extratos vegetais possuem atividade antibacteriana contra as bactérias
fitopatogénicas testadas.

Palavras-chave: Cancro bacteriano. Murcha bacteriana. Oleos essenciais. Extratos vegetais.
Familia Lamiaceae.
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ABSTRACT: The cultures of vine and tomato have an important economic role in Brazil,
however, problems related to phytosanitary can lead to a decrease in the production of these
crops, causing immeasurable damage. Among these problems include the bacterial canker of
grapevine, caused the bacteria Xanthomonas campestris pv. viticola (Naydu) Dye and
bacterial wilt of tomato caused by Ralstonia solanacearum (Smith). The use of plant extracts
and essential oils of aromatic and medicinal plants emerge as potential alternatives for
handling fitobacterioses as the indiscriminate use of pesticides can cause resistant isolates, as
well as causing impacts on the environment and human health. This study aimed to evaluate
the antimicrobial activity of methanol extracts and essential oils of three species of
Lameaceae family, Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia
platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore and Medusantha martiusii (Benth.)
Harley & J.F.B.Pastore, on the growth of phytopathogenic bacteria Xanthomonas campestris
pv. viticola (Naydu) Dye e Ralstonia solanacearum (Smith). The plant material was collected
at the State University of Feira de Santana (UEFS), Bahia, and the leaves were dried at
ambient temperature and then aimed at the preparation of the extract (crude methanol), and
the essential oil extraction. For the evaluation of the antimicrobial activity, the agar diffusion
method using disks (5.5 mm) impregnated with extracts and oils in different concentrations
was applied. After 48 and 72 hours for X. campestris pv. viticola and R. solanacearum,
respectively, the inhibition zone diameter (mm) was evaluated. To determine the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) of essential oils and methanol extracts in a broth
microdilution technique was used. The results showed that methanolic extract and essential
oils of species E. fruticosa, M. martiusii and G. platanifolia showed antibacterial activity
against bacteria X. campestris pv. viticola and R. solanacearum, the different concentrations
used. MICs ranging from 125 pL mL™ to 1000 pL mL™, demonstrating that essential oils and
plant extracts have antibacterial activity against plant pathogenic bacteria tested.

Keywords: Bacterial chancre. Bacterial wilt. Essential oils. Plant extracts. Lamiaceae.



47

INTRODUCAO

A regido nordeste é a segunda maior produtora de uva no Brasil (21,3%), a qual tem
importante influéncia na economia do pais (IBGE, 2015). Nesse contexto, 0 Submédio do Séo
Francisco se destaca no cendrio Nacional, pois é caracterizado como a area de maior
concentracdo de uva no Nordeste, em continua expansdo (LIMA, 2012). Outra cultura de
importancia econdmica para o Brasil € o tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), situando-se
entre as olericolas mais difundidas, pois ocupa lugar de destaque na mesa do consumidor.
Melo e Vilela (2004) destaca o Brasil como o principal produtor de tomate da América do
Sul, seguido pelo Chile e pela Argentina. O levantamento sistematico da producgdo agricola
dessa cultura no pais chegou a 3.686.816 toneladas no ano de 2015 (IBGE, 2016).

Entretanto, varios fatores tém afetado essas culturas, levando a diminuicdo da
produtividade e consequentemente a rentabilidade, entre eles destacam-se problemas
fitossanitarios causados por bactérias fitopatogénicas (LIMA; MOREIRA, 2002). Dentre as
doencas de interesse agricola destaca-se o cancro bacteriano da videira, causada pelo agente
etioldgico Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye. Esta bactéria caracteriza-se
por ser gram-negativa, sem pigmentacao, metabolismo aerdbio e pode sobreviver de um ciclo
para outro em plantas infectadas ou epifiticamente em érgdos da parte aérea, em condicgdes de
alta umidade e temperatura (ARAUJO, 2001). Seu controle é considerado dificil e 0 uso de
produtos cupricos nem sempre € efetivo, devido a existéncia de isolados que apresentam
tolerancia a esses compostos (SANTOS et al., 2014).

Outra fitobacteriose de elevado interesse agricola mundial ¢ a murcha bacteriana,
causada pela bactéria Ralstonia solanacearum, considerada uma espécie heterogénia ou um
complexo de espécie. Devido a grande variabilidade em relacdo a gama de hospedeiro,
distribuicdo geografica, viruléncia, transmissibilidade por insetos, propriedades fisioldgicas e
adaptacdo a diferentes temperaturas essa tem sido considerada a principal doenca do
tomateiro. Caracteriza-se por ser uma bactéria sisttmica e capaz de causar danos em 54
familias boténicas, atingindo cerca de 450 espécies, entre as quais banana, amendoim,
gengibre, mamao, batata, berinjela, piment&o, inclusive o tomate (XU et al., 2009).

As fitobacterioses sdo doencas de dificil controle e, uma vez instaladas no campo, é
dificil curar a planta infectada. Até 0 momento nédo existem medidas adequadas de controle
curativo para o cancro bacteriano e a murcha bacteriana, visto que no Brasil ndo ha
antibidticos registrados para o controle quimico de Xanthomonas campestris pv. viticola e
Ralstonia solanacearum (MARQUES, 2009; COSTA, 2007), fazendo-se necessario a busca
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de fontes alternativas para 0 manejo dessas doencas. Sistemas de cultivo mais sustentaveis e
menos dependentes do uso de agroquimicos tém sido desenvolvidos, objetivando a
minimizacdo dos impactos ao ambiente e ao homem, por meio da utilizacdo de métodos
alternativos no combate a patdgenos causadores de doencas em plantas (BRUM, 2012).

As plantas medicinais ou arométicas surgem como uma alternativa promissora para a
substituicdo de produtos sintéticos, visto que possuem substancias bioativas com elevada
importancia, tanto econdmica quanto ecoldgica (SOUZA et al., 2007). Desse modo, produtos
secundarios envolvidos na defesa da planta podem ser Uteis como agentes antimicrobianos de
interesse agricola (V1ZZOTO, 2010; SANTOS et al., 2007). Neste contexto destacam-se 0s
6leos essenciais e extratos vegetais, que sdo amplamente estudados e podem ser importantes
fontes para a producdo de novos defensivos agricolas, pois sdo altamente volateis e de baixa
persisténcia, o que pode resultar em menor contaminacdo do ambiente, assim como menores
danos aos demais organismos que ndo sejam o alvo de controle (SILVA; BASTQOS, 2007).

A familia Lamiaceae possui aproximadamente 300 géneros e 7.500 espécies
distribuidas nos diferentes continentes (ALARCON-AGUIAR et al., 2002; AFONSO, 2010).
Em funcdo da composicdo fitoquimica, as plantas pertencentes a essa familia tém sido
alvo constante de pesquisas, pois possuem importante valor econémico (VEIGA-JUNIOR;
MELLO, 2008). Cerca de 300 substancias biologicamente ativas foram isoladas desse género,
sendo os compostos fendlicos (flavonoides, glicosideos feniletanoides) e os terpenos
(glicosideos iridoides, diterpenos e triterpenoides) os principais grupos constituintes de sua
composicdo quimica. Os grupos quimicos presentes nas espécies dessa familia tém revelado
elevada acdo toxica, com propriedades antimicrobianas comprovadas (SILVA et al., 2010;
VALERIANO et al., 2012).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a acéo
antimicrobiana dos extratos metandlicos e 0Oleos essenciais de trés espéecies da familia
Lameaceae, Eplingiella fruticosa, Medusantha martiusii e Gymneia platanifolia, sobre o
crescimento das bactérias fitopatogénicas Xanthomonas campestris pv. viticola e Ralstonia

solanacearum.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal
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As folhas de E. fruticosa e M. martiusii foram provenientes da Cole¢do de Plantas
Medicinais e Aromaticas da Unidade Experimental do Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia, Brasil, localizada a 12°16°00” de latitude sul e
38°58°00” de longitude oeste e as folhas de G. platanifolia foram coletadas no campus da
Universidade de Feira de Santana, Bahia, Brasil, localizada a 12°12°08” de latitude sul e
38°58°15” de longitude oeste. As coletas ocorreram nos meses de Julho, Agosto e Setembro
de 2014.

Obtencdo dos extratos metandlicos

Apds secagem do material em temperatura ambiente (Figura 1A), por sete dias, 0
material vegetal foi pulverizado em moinhos de facas e, em seguida, submetido a extracdo,
por trés vezes consecutivas, por maceracdo com metanol durante 72 horas. Os extratos
metanolicos (EM) foram concentrados em evaporador rotatorio, sob pressdo reduzida, em
temperaturas de 40-42°C (Figura 1B). O residuo do solvente do extrato metanolico foi

retirado por evaporacdo em capela de exaustao.

Obtencao e caracterizacdo quimica do 6leo essencial

Para a extracdo dos 6leos, 100g de folhas secas foram adicionadas em baldo de vidro
contendo agua destilada em volume suficiente para cobertura total do material vegetal. O
método de extracdo foi por hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de Clevenger, acoplados
em balGes de vidro, que foram aquecidos por mantas térmicas elétricas com termostato
(Figura 1D). A extracdo foi conduzida durante 3 horas, contadas a partir da condensacao da
primeira gota, sendo verificado o volume de dleo extraido na coluna graduada do aparelho de
Clevenger (Figura 1E). Apos a extracdo o oleo foi coletado utilizando pipeta do tipo Pasteur e
posteriomente foi adicionado ao Oleo o sulfato de sodio anidro para eliminacdo da agua
residual, em seguida o 6leo foi acondicionado em frasco de cor ambar e mantidos em freezer a
uma temperatura de 4°C, até a realizacdo das analises quimica do 6leo e da atividade
antimicrobiana.

Para a analise da composi¢do quimica, 25 mg do dleo essencial foram previamente
diluidos em diclorometano. A quantificacdo foi realizada por Cromatografia de Fase Gasosa

acoplada a um Detector de lonizagdo em Chama (CG/DIC) (Figura 1F). Para a identificagcéo
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dos constituintes foi utilizada a Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/EM) (Figura 1G).
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Figura 1. A) Folhas secas em temperatura ambiente, Laboratério de Produtos Naturais (UEFS), Feira
de Santana - BA. B) Concentracdo do extrato em evaporador rotatorio (rota evaporador). C) Extrato
metanoélico bruto. D) Obtencdo de 6leo essencial - Processo de hidrodestilacdo em aparelho do
tipo Clevenger. E) Oleo essencial extraido na coluna graduada do aparelho de Clevenger. F)
Cromatografo a gas acoplado a um Detector de lonizagdo em Chama CG/DIC. G)
Cromatografo acoplado ao Espectrometro de Massa (CG/EM). H) Inoculagdo da suspensdo
bacteriana em meio NYDA. I) Adicdo de disco de papel filtro (5,5mm) no meio semeado com

inoculo bacteriano. J) Discos embebidos com extrato metandlico.

Na analise por CG/DIC foi utilizado um Cromatografo Varian® CP-3380, equipado
com DIC e coluna capilar Chrompack CP-SIL 5 (30 m x 0.5 mm), espessura do filme 0.25
um, temperatura do injetor 220 °C e do detector 240 °C, hélio como gas de arraste (1 mL.min-
1), com programa de temperatura do forno de: 60 a 240 °C (3 °C.min-1), e isoterma de 240 °C
por 20 min. As analises por CG/EM foram realizadas em Cromatografo Shimadzu® CG-2010
acoplado a Espectrébmetro de Massas CG/MS-QP 2010 Shimadzu®, coluna capilar DB-5ms
(30 m x 0.25 mm), espessura do filme 0.25 pm, temperatura do injetor 220 °C, gas de arraste
hélio (1 mL.min-1), temperatura da interface e da fonte de ionizacdo 240 °C, energia de
ionizacdo 70 eV, corrente de ionizagdo 0.7 kV e programa de temperatura semelhante a
descrita acima. A identificacdo dos constituintes foi realizada através do célculo dos indices

de Kovats, obtidos pela co-injecdo da amostra com uma série homdloga de n-alcanos (C8 a



51

C24), da comparagéo dos espectros de massas com a biblioteca do equipamento e da consulta
a literatura especializada (ADAMS, 2007). Ja a quantificacdo do percentual relativo dos
constituintes identificados foi obtida com base nas areas dos picos cromatograficos

correspondentes, pelo método da normalizacéo.

Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Os ensaios da atividade antibacteriana dos extratos metanolicos e Oleos essenciais
foram realizados no Laboratdrio de Fitopatologia da UNEB, Departamento de Tecnologia e
Ciéncias Sociais (DTCS), Campus Ill, Juazeiro, BA.

O isolado de Ralstonia solanacearum, caracterizado molecularmente como Filotipo Il,
foi obtido de uma area de producdo de tomateiro, no projeto de irrigacdo Maria Tereza em
Petrolina-PE. Este foi previamente selecionado de quatro isolados testados atraves de plantas
de tomateiro da variedade Santa Clara com 21 dias de idade. E o isolado de Xanthomonas
campestris pv. viticola (Xcv3), foi proveniente da colecdo de culturas bacterianas do
Laboratorio de Fitopatologia da UNEB, que se encontrava preservado em agua destilada
esterilizada (ADE) a temperatura de 25°C.

Para a obtencdo dos indculos bacterianos, a bactéria R. solanacearum foi cultivada em
meio TZC (tetracloreto de trifenil tetraz6lio) modificado por 48 horas a 28°C. As coldnias
caracteristicas da bactéria (brancas mucdéides com centro roseo) foram transferidas para meio
NYDA (&gar nutritivo, dextrose e extrato de carne e de levedura). A bactéria X. campestris
pv. viticola foi cultivada em meio NYDA solidificado e as suspensdes bacterianas foram
feitas com adicdo de agua destilada e esterilizada (ADE) e a concentracdo foi ajustada em
fotocolorimetro para 5x10% UFC mL™.

Para a avaliacdo da atividade dos extratos e Oleos essenciais foi empregada a
metodologia difusdo em &gar, pelo método de discos, baseado na técnica descrita por Bauer et
al. (1966) com adaptacgdes. Para isso foi dispensado 100 pL do indculo bacteriano (Figura 1H)
e, em seguida, foi semeado em toda a superficie da placa de Petri contendo meio NYDA com
auxilio de uma al¢a de Drigalski. Posteriormente foram adicionados discos de papel filtro
(5,5mm) impregnados com 10 pL de extrato ou 6leo essencial da planta testada (Figura 11 e
1J). Foram utilizadas as concentracdes de 125, 250, 500 e 1000 pg mL™ para os extratos e
125, 250, 500 e 1000 uL mL™ para os 6leos essenciais, dissolvidos previamente em ADE,
utilizando-se como emulsificante o Tween 20. Como controles negativos foram utilizados

discos embebidos apenas com o Tween 20 (dose 0) e com a ADE (testemunha absoluta) e
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como controle positivo foram utilizados discos com oxicloreto de cobre (antibi6tico) na
concentracdo de 50 mg mL™. As placas foram incubadas a 30 °C, por 48 horas para X.
campestris pv. viticola e 72 horas para R. solanacearum, em incubadora do tipo BOD
(Demanda Bioguimica de Oxigénio). As avaliagdes foram realizadas medindo-se o diametro
do halo de inibicdo (mm) do crescimento bacteriano formado ao redor de cada disco com o
auxilio de um paquimetro digital, descontando-se o valor do didmetro do disco (5,5 mm). Os
testes foram realizados em duplicata. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com tratamentos distribuidos em esquema fatorial 3 (espécies vegetais) x 2
(extratos e 6leos) x 4 (concentragdes) + 3 (testemunhas), com 5 repeti¢cGes por tratamento e 3
parcelas por repetigdo, contendo 2 discos por placa. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as suas médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro, e para as concentracfes analise de regressao.

Para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos e extratos foi
utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo (Figura 2). Foram utilizadas placas de ELISA
contendo 96 micropogos cada uma. Em cada micropoco foram dispensados 60 pL de caldo

NYD (NYDA sem adi¢do de agar) e logo em seguida foi inoculada 40 uL da suspensdo
bacteriana ajustada para 5x10® UFC mL™, incubando-se a 29 °C por 24 horas em incubadora

do tipo BOD. Apds a formacéo e sedimentacdo das col6nias nos fundos dos pocos das placas,
foram dispensados 100 puL dos 6leos e dos extratos, ambos diluidos em DMSO, obtendo uma
primeira concentragdo de 1000 uL mL™ nas cavidades da coluna 1 (um) e linha A, ap6s foram
realizadas diluicdes em série até a linha H, seguindo com 8 (oito) dilui¢des, retirando-se 100
pL do micropogo mais concentrado para o sucessor, obtendo assim, concentragdes
decrescentes. Em seguida foi adicionado 10 uL de cloreto de tetrazolio (TZC) a 1% como
indicador de crescimento bacteriano, sendo as coloragdes rosa e vermelha indicativas da
presenca de células viaveis em crescimento e a ndo coloracdo indicaram a auséncia de
crescimento microbiano. Apoés trés horas de reincubacdo foi realizada a leitura pelo método
visual (LIMA, 2016). Como controles foram utilizados ADE e o DMSO (dimetilsuféxido). Os

testes foram realizados em triplicata.
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@ Extrato ou 6leo essencial de Medusantha martiusii
. Extrato ou 6leo essencial de Eplingiella fruticosa
. Extrato ou 6leo essencial de Gymneia platanifolia

O Controle: DMSO
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Figura 2. Esquema da técnica de microdiluicdo em caldo utilizada para determina da
Concentracdo Inibitéria Minima de extratos metandlicos e dleos essenciais de Eplingiella
fruticosa, Gymneia platanifolia e Medusantha martiusii.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

As analises dos cromatogramas dos Oleos essenciais permitiram a identificacdo
quimica de 43, 39 e 22 constituintes das espécies E. fruticosa, M. martiusii, e G. platanifolia,
respectivamente, com ocorréncias de monoterpenos e sesquiterpenos, totalizando 82,93; 89,1
e 67,37% dos compostos identificados, respectivamente (Apéndice A). O 6leo essencial de E.
fruticosa apresentou como compostos majoritarios o Oxido de cariofileno (12,63%),
espatulenol (9,23%), E-cariofileno (8,67%), biciclogermacreno (6,40%) e 1,8-cineol (5,30%).
Para a espécie M. martiusii as substancias majoritarias foram epi-longipinanol (15,03%), o-
humuleno (14,90%), E-cariofileno (9,83%), 1,8-cineol (7,40%), 5-3-careno (5,17%). E para a
espécie G. platanifolia os compostos majoritarios foram espatulenol (27,93%), 6xido de
cariofileno (10,23%), a-muurolol (5,57%) e a-cadinol (4,73%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Compostos majoritarios presentes nos 6leos essenciais de Eplingiella fruticosa
(Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore (EF), Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.)
Harley & J.F.B.Pastore (GP) e Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore (MM).
Feira de Santana, Bahia, 2016.

Compostos Kt 1K calc EF GP MM
(%) (%) (%)
4-3-careno 1011 1013 - - 5,17+0,74
1,8-cineol 1031 1032-35 5,93+0,75 - 7,40+0,66
E-cariofileno 1419 1421-26 8,67+0,70 0,50+0 9,83+0,06
a-humuleno 1454 1456-60 1,53+0,21 0,700 14,9+0,36
biciclogermacreno 1496- 1497- 6,40£2,41 - 3,07+£0,49
1500 1501
epi-longipinanol 1563 1564 - - 15,03+1,08
espatulenol 1578-83  1579-84 9,23+1,52 27,93+0,71 0,33+0,06
Oxido de cariofileno 1583 1584-87  12,63+1,29  10,23%0,29 2,6310,40
a-muurolol 1646 1648 - 5,57+0,47 -
a-cadinol 1654 1655 1,33+0,42 4,73+1,12 -

*Kl,;= indice de Kovats da literatura; IK . = indice de Kovats calculado; (t): tracos do composto.

Menezes et al. (2007) estudando a espécie E. fruticosa identificaram como compostos
majoritarios o biciclogermacreno (12,32%), 1,8-cineol (16,86%), a-pineno (11,32%) e -
cariofileno (8,82%). Ja Silva et al. (2008) identificaram os compostos espatulenol (10,23%),
B-cariofileno (9,79%), biciclogermacreno (8,57%) e canfora (8,12%), como majoritarios. Os
compostos espatulenol, biciclogermacreno e 1,8-cineol também estdo presentes entre 0s
majoritarios do 6leo essencial de E. fruticosa avaliada no presente trabalho.

Em estudos com a espécie M. martiusii Costa et al. (2005) observaram que 0s
constituintes quimicos majoritéarios do 6leo essencial foram 1,8-cineol (24,3%) e o 5-3-careno
(22,5%). Ambos os constituintes também foram encontrados neste trabalho como
majoritarios, porém em menor porcentagem, 7,4% e 5,17%, respectivamente. Entretanto,
Caldas et al. (2011) identificaram como compostos majoritarios do 6leo dessa espécie o
biciclogermacreno (10,60%), trans-cariofileno (9,21%), Oxido de cariofileno (7,4%), 1,8-
cineol (7,01%), 3-careno (6,88%) e ledeno (5,41%).
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E importante ressaltar que um dos compostos majoritarios presente no 6leo essencial
de M. martiusii, 0 a-humuleno, possui efeito anti-inflamatorio, inibindo significativamente a
expressao da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e oxido nitrico (FERNANDES et al., 2007). Esse
composto ¢ a base do fitofarmaco Acheflan®, primeiro fitoterapico produzido completamente
no Brasil, a partir do dleo essencial da espécie Varronia curassavica (anteriormente designada
Cordia verbenacea DC.), que apresenta 2,3-2,9% de a-humuleno. Dessa forma, séo
importantes estudos posteriores que possam avaliar a atividade anti-inflamatoria do 6leo
essencial de M. martiusii, ja que este apresentou uma porcentagem de 14,90% de a-humuleno,
quantidade superior a utilizada no fitofarmaco Acheflan®.

Os sesquiterpenos espatulenol e 6xido de cariofileno aparecem em maior porcentagem
nos oleos das espécies E. fruticosa e G. platanifolia. Outros trabalhos reportam a presenca
desses constituintes volateis na composicdo quimica do 6leo essencial de espécies
pertencentes a familia Lamiaceae, como Hyptis suaveolens (L.) Poit. e Ocimum basilicum L.
(BENELLI et al. 2012; HUSSAIN et al., 2008).

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Houve diferenca estatistica significativa para o halo de inibicdo do crescimento
bacteriano de Ralstonia solanacearum e Xanthomonas campestris pv. viticola quando testado
0s extratos metanolicos e 6leos essenciais das trés espéecies em estudo (Apéndice B). A tabela
2 apresenta os valores medios do halo de inibicdo do crescimento bacteriano de R.
solanacearum e X. campestris pv. viticola, encontrados a partir das diferentes concentragoes
testadas dos extratos e dleos essenciais de E. fruticosa, G. platanifolia e M. martiusii.

Os ensaios da atividade antimicrobiana revelaram que 0s extratos metandlicos das trés
espécies estudadas apresentaram atividade antibacteriana contra a Ralstonia solanacearum,
porém esta bactéria foi mais sensivel ao antibiotico oxicloreto de cobre, em que obteve
maiores valores de inibi¢do (11,54 mm), como também, ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os extratos testados.
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Tabela 2. Valores médios para o halo de inibicdo do crescimento (mm) de Ralstonia
solanacearum (Smith) e Xanthomonas campestris pv viticola (Naydu) Dye cultivadas em
meio de cultura adicionado de extratos metandlicos e dleos essenciais de Eplingiella fruticosa
(Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore. Feira de Santana,
Bahia, 2016.

Ralstonia solanacearum

Extrato metanoélico Oleo essencial
E. fruticosa 1,42 bA 0,38 bB
G. platanifolia 1,47 bA 0,62 bB
M. martiusii 2,50 bA 0,79 bB
ADE (CN) 0,00 ¢ 0,00 b
TWEEN (CN) 0,00 ¢ 0,00 b
OXICLORETO (CP) 1154 a 1154 a
CV (%) 28,18 30,15

Xanthomonas campestris pv. viticola

Extrato metandlico Oleo essencial
E. fruticosa 4,09 aA 1,21 bB
G. platanifolia 4,62 aA 2,40 aB
M. martiusii 2,43 bA 0,15cB
ADE (CN) 0,00c 0,00c
TWEEN (CN) 0,00 c 0,00 c
OXICLORETO (CP) 1,24 ¢ 1,24 b
CV (%) 22,74 32,34

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferenciam entre si pelo teste de
Scott-Knott (a 5%). A variavel halo foi transformada pela equagao Raiz quadradade Y + 1.0 - SQRT (Y + 1.0).
XCV: Xanthomonas campestris pv. viticola; RS: Ralstonia solanacearum; ADE: Agua destilada esterilizada;
Tween: Emulsificante; Oxicloreto: Oxicloreto de cobre (antibiotico). CN: Controle negativo; CP: Controle
positivo.
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Rattanata (2014), testando extratos das espécies Ageratum conyzoides L., Alysicarpus
vaginalis L., Commelina bengalensis L., Euphorbia hirta L., Parthenocissus quinquefolia L.,
Trianthema portulacastrum L., inclusive a espécie Hyptis suaveolens (Lamiaceae) contra as
bactérias Ralstonia spp., Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Edwardsiella tarda,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae, Plesiomonas shigelloide, Shigella spp. e
Salmonella spp., concluiram que a zona de inibigdo do crescimento de Salmonella spp. e
Shigella spp. cresciam de acordo com o aumento de polaridade crescente do solvente extrator,
como também todos os extratos testados foram menos eficazes que o controle positivo
(penicilina + estreptomicina) para todas bactérias utilizadas, corroborando com os resultados
encontrados para 0s extratos metandlicos testados no presente estudo contra Ralstonia
solanacearum, em que o oxicloreto de cobre obteve maiores valores médios de halo de
inibicéo.

Em relacdo aos Oleos essenciais, apesar de ter verificado a formagdo de halo de
inibicdo do crescimento de R. solanacearum na presenca dos 6leos obtidos das trés espécies,
ndo houve diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle negativo (4gua destilada),
sendo inferior aos resultados obtidos com o controle positivo (oxicloreto de cobre).

Hussain et al. (2008) relataram a sensibilidade da bactéria Escherichia coli ao dleo
essencial de Ocimum basilicum L., verificando um halo de inibicdo de 11,4 mm. Resultados
similares foram encontrados por Bozin et al. (2006), que estudando a composi¢do quimica
dos constituintes volateis dos 6leos essenciais de trés espécies da familia Lamiaceae, bem
como a sua atividade antimicrobiana, verificaram meédias superiores para o diametro de halo
de inibicdo das espécies O. basilicum, Origanun vulgare L. e Thymus vulgaris L., quando
comparadas ao controle testado (penicilina) sobre bactérias multirresistentes a antibidticos
comerciais. Estes resultados contrastam com o0s encontrados neste trabalho em que o OE de
Eplingiella fruticosa, Medusantha martiusii e Gymneia platanifolia apresentaram halos de
inibicdo do crescimento bacteriano de R. solanacearum inferiores aos obtidos pelo oxicloreto
de cobre.

Contrariamente, o0 extrato metandlico da espécie G. platanifolia e E. fruticosa
promoveram maiores valores de inibigdo quando testados contra a bactéria X. campestris pv.
viticola, apresentando médias de 4,62 e 4,09 mm, respectivamente, sendo superior
estatisticamente em relagdo ao antibidtico controle (1,24 mm) (Tabela 2). Da mesma forma, a
bactéria X. campestris pv. viticola mostrou-se mais sensivel ao dleo essencial de G.
platanifolia (2,40 mm) em relagdo aos demais 6leos essenciais testados, assim como em

relacdo ao controle positivo (1,24 mm). Produtos a base de cobre tém sido utilizados pelos
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produtores de uva no Submédio do Vale do S&o Francisco no controle do cancro bacteriano,
visto que, no Brasil, ainda ndo ha produtos registrados junto ao Ministério da Agricultura e
Abastecimento para o controle desta doenca, porém, o uso continuo de produtos cupricos
pode tornar o controle de X. campestris pv. viticola mais dificil, pois varias estirpes da
bactéria ja possuem tolerancia adquirida aos produtos com formulaces a base de cobre
(Marques et al., 2009). Neste trabalho foi possivel notar que a X. campestris pv. viticola foi
pouco sensivel ao oxicloreto de cobre na dosagem utilizada (50 mg mL™). Resultado similar
foi encontrado por Quezado-Duval et al. (2003), que ao testar o cobre, oxitetraciclina e
estreptomicina em 389 isolados de Xanthomonas spp. detectaram isolados resistentes a esses
produtos quando submetidos a baixas concentragdes (50 mg mL™).

Ao comparar 0s extratos metanélicos e 0s 6leos essenciais das trés espécies em estudo,
é possivel inferir que as bactérias R. solanacearum e X. campestris pv. viticola sdo mais
sensiveis aos extratos metanolicos testados. Kavitha e Satish (2011) também observaram
atividade antibacteriana significativa entre os extratos metandlicos e etanolicos de Emblica
officinalis GAERTN, Acacia nilotica (L.), Carum copticum L., Pedalium murex Linn, Hyptis
suaveolens (L.), Millingtonia hortenesis Linn e Eupatorium odoratum L. contra as bactérias
fitopatogénicas de interesse agricola Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Xanthomonas
axonapodis pv. malvacearum, Xanthomonas oryzae pv. oryzae, e Erwinia carotovora subsp.
carotovora. A maior atividade dos extratos vegetais, provavelmente, decorre da elevada
diversidade quimica, constituidas por diversas classes de produtos naturais, que podem conter
diferentes principios ativos, como alcaloides, terpenoides, flavonoides, cumarinas, glicosideos
cardiacos, saponinas, entre outros, 0s quais s80 compostos extremamentes importantes e que
possuem elevada atividade biologica (ZUANAZZI, 2002; MBATCHOU et al., 2010;
MONTEIRO et al. 2005).

Apesar dos 6leos essenciais das espécies E. fruticosa, M. martiusii e G. platanifolia
terem apresentado atividade abaixo do observado com o oxicloreto, excetuando-se 0s
resultados obtidos com G. platanifolia contra Xanthomonas campestris pv. viticola,
apresentam em sua composi¢cdo compostos quimicos com atividade antibacteriana
comprovada. O Oleo essencial das folhas de Baccharis notosergila Griseb. apresentaram o
espatulenol entre seus compostos majoritarios e revelaram atividade antimicrobiana contra as
bactérias gram-positivas Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, gram-negativa Proteus mirabilis e contra o fungo Candida albicans (COBOS et
al., 2001). Resultado similar foi encontrado por Estanislau et al. (2001), que concluiram que 0
1,8-cineol (eucaliptol) foi responsavel pela atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
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Eucaliptus mycrocorys atuando contra bactérias S. aureus, E. coli e Salmonella choleraeseus.
Santos et al. (2005) estudando os componentes quimicos presentes no 6leo essencial de
Croton blanchetianus Baill. observaram a presenca de biciclogermacreno, E-cariofileno e
espatulenol entre os compostos majoritarios. Melo et al. (2013) relataram a atividade
antimicrobiana do Gleo essencial dessa espécie contra as bactérias Aeromonas hydrophila,
Listeria monocytogenes e Salmonella Enteritidis.

As diferentes concentracbes dos extratos metandlicos e Oleos essenciais testados
apresentaram um comportamento quadratico, com efeito significativo na inibicdo do
crescimento de R. solanacearum e X. campestris pv. viticola (Apéndice C). De acordo com a
equacdo obtida pode-se inferir que o extrato metandlico de M. martiusii pode promover o
maior halo de inibicdo do crescimento bacteriano de R. solanacearum (3,74 mm) na
concentracdo estimada de 676,87 ug mL™, com decréscimo no didmetro do halo a partir dessa
concentracdo (Figura 3A). Em relacdo aos 6leos essenciais observa-se que a espécie M.
martiusii promoveu a maior inibicdo dessa bactéria, em que o aumento do didametro do halo
de inibicdo do crescimento bacteriano foi proporcional ao aumento das concentracdes testadas
a partir da concentragéo estimada de 231,92 uL mL™ (Figura 3B).

Amorim et al. (2011) estudando o efeito in vitro de diferentes doses de extratos
vegetais e 0leos essenciais sobre o crescimento de R. solanacearum, observou que o0 extrato
de gengibre e Oleos essenciais de citronela, cravo e gengibre proporcionaram uma
significativa regressdo a 5% de probabilidade de erro, constatando que o halo de inibicdo de
crescimento da bactéria aumentou significativamente com o aumento da concentracdo dos
6leos essenciais até a concentracdo de 3,75%, enquanto para o extrato de gengibre, 0 aumento
do halo de inibicdo foi linear, ou seja, a medida que se aumentou a concentracdao do produto,
houve aumento significativo do halo de inibicao.

Em relacdo a bactéria X. campestris pv viticola ndo se detectou diferencas
significativas para os resultados obtidos entre os extratos metandlicos das espécies Eplingiella
fruticosa e Gymneia platanifolia na inibicdo desse fitopatdgeno (Tabela 2). A anélise de
regressdo revelou um modelo quadratico para o efeito dos extratos de ambas as espécies,
podendo-se constatar que os maiores halos de inibicdo podem ser obtidos nas concentracfes
estimadas de 850 uL mL™* e 7125 pL mL™ (Figura 4A), para os extratos das espécies E.
fruticosa e G. platanifolia, respectivamente.
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Figura 3. Halo de inibicdo do crescimento de Ralstonia solanacearum (Smith) em meio de
cultura suplementado com diferentes concentracdes de extratos metanolicos (A) e 6leos
essenciais de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia
platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii (Benth.) Harley
& J.F.B.Pastore. Feira de Santana, Bahia, 2016.

A eficécia do extrato etandlico de Mikania glomerata (guaco) foi avaliada sobre a X.
campestris pv. Campestris, observando-se uma inibigdo de 38% quando utilizada a
concentracdo de 1 g L™ e de 24% na concentracdo de 0,5 g L™ (VIGO-SCHULTZ et al.,
2006). Resultado similar foi encontrado por Motoyama et al. (2003), estudando o efeito de
diferentes concentracdes do extrato citrico comercial (constituido por &cidos ascérbico, citrico
e latico, flavondides e fitoalexinas citricas) sobre a inibicdo do crescimento de Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis, concluindo que a partir de 100 ppm houve um aumento na inibigéo
da bactéria, podendo se tornar até quatro vezes maior na concentracdo de 5000 ppm, quando
comparado a concentracdo imediatamente inferior.

Para o efeito dleo essencial de Gymneia platanifolia contra a bactéria Xanthomonas
campestris pv. viticola a andlise de regressdo indicou o comportamento quadratico como o
mais significativo. Verifica-se na equacdo um possivel aumento do halo de inibi¢do do
crescimento bacteriano até & concentracéo estimada de 808,13 uL mL™ do 6leo, onde pode-se
obter maior halo de inibicdo (4,43mm) e a partir dessa concentracdo espera-se um decréscimo

no didmetro desse halo (Figura 4B).
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Figura 4. Halo de inibicdo do crescimento de Xanthomonas campestris pv viticola (Naydu)
Dye em meio de cultura suplementado com diferentes concentracfes de extratos metandélicos
(A) e oleos essenciais de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore,
Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii
(Benth.) Harley & J.F.B.Pastore. Feira de Santana, Bahia, 2016.

Efeito quadratico para doses de 6leo essencial sobre o crescimento microbiano
também foi verificado por Costa et al. (2009), onde constataram que nas maiores
concentracOes utilizadas (2, 4 e 8%), o 6leo essencial de O. basilicum (manjericdo) houve
maior inibicdo do crescimento de Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum (agente
causal da podriddo mole), com formacdo de halos que variaram entre 10 e 17 mm. Resultados
similares também foram encontrados por Silva et al. (2012) com o éleo dessa espécie, onde
concentragOes abaixo de 1% n&o inibiu o crescimento de P. carotovorum subsp. carotovorum.

O teste de microdiluicdo em caldo, utilizado para a determinacdo da concentracao
inibitéria minima dos extratos demonstrou que os extratos das espécies E. fruticosa e G.
platanifolia possibilitaram a inibicdo do crescimento bacteriano de X. campestris pv. viticola
até a concentracdo de 500 pug mL™, enquanto que o extrato da espécie M. martiusii foi capaz
de inibir em uma menor concentracdo (250 pg mL™) (Tabela 3), demostrando maior efeito
bacteriostatico dessa espécie. Ja para o efeito dos extratos contra a bactéria R. solanacearum
foi possivel observar que houve inibic4o do fitopatdgeno até a concentracdo de (125 pg mL™,

para ambas as espécies.
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Tabela 3. Concentracdo inibitéria minima de extratos metandlicos e 6leos essenciais de
Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart.
ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore
contra Xanthomonas campestris pv viticola (Naydu) Dye e Ralstonia solanacearum (Smith).
Feira de Santana, Bahia, 2016.

CIM
Xcv Rs
E. fruticosa 500 125
M. martiusii Extratos (ug mL™) 250 125
G platanifolia 500 125
E. fruticosa 500 250
M. martiusii Oleos (UL mL™) 1000 500
G. platanifolia 250 500
Controles ADE - -
DMSO - -

Xcv: Xanthomonas campestris pv. viticola; Rs: Ralstonia solanacearum. (-) N&o houve inibicéo.

A atividade antibacteriana dos extratos metanolicos apresentada pode estar associada
aos fitocompostos neles presentes, que conferem efeitos antimicrobianos significativos,
atuando de diversas formas sobre as células bacterianas (GREY; HAMMER et al., 2011).
Taninos, por exemplo, promove a precipitacdo de proteinas, proporcionando um efeito
antibacteriano e antifungico (MONTEIRO et al., 2005). A atividade antimicrobiana de alguns
extratos pode estar relacionada a alta quantidade de compostos lipofilicos presentes neles,
visto que a lipofilicidade esta intimamente ligada a permeacéo através da camada lipidica dos
microorganismos (TOKUYAMA, 2001). Para Kamel (2000) pesquisas realizadas com
produtos naturais para o controle de doencas em plantas tém revelado resultados promissores,
extremamente proximos aos encontrados em antibioticos comerciais.

A analise da concentracdo inibitério minima dos 6leos essenciais das espécies G.
platanifolia e E. fruticosa apresentaram inibicdo do crescimento sobre X. campestris pv.
viticola, até as concentragbes de 250 e 500 puL mL™, respectivamente. Em contrapartida o
6leo de M. martiusii inibiu a bactéria apenas na concentracdo mais elevada testada (1000 pL
mL™). Deve-se salientar que a constituicio quimica do 6leo essencial da espécie G.
platanifolia apresenta 95,45% de sesquiterpenos, consequentemente sua forte atividade
antibacterina contra X. campestris pv. viticola, deve esté associada a estes compostos.

Santos et al. (2015) avaliando a atividade antimicrobiana de Martianthus

leucocephalus (Lamiaceae) sobre oito cepas bacterianas pelo método de microdiluicdo em
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caldo, detectou niveis elevados de precursores biogenéticos dos fendis: p-cimeno (18,13%) e
y-terpineno (10,72%), bem como valores de CIMs entre 50 a 250 g mL™, com atividade
antibacteriana mais ativa contra Bacillus pumillus, E. coli e S. aureus (50 pg mL™%). A anélise
da concentracdo inibitorio minima, contra a bactéria R. solanacearum revelou que os 06leos
essenciais das espécies M. martiusii e G. platanifolia foram ativos quando utilizada até a
concentracdo de 500 pL mL™, ja o 6leo essencial da espécie E. fruticosa foi capaz de inibir
em concentracdo ainda menor (250 uL mL™). Com isso é possivel observar que o 6leo
essencial das trés espécies estudadas no presente trabalho possui atividade antibacteriana
significativa contra essa bactéria fitopatogénica. A atividade antimicrobiana exercida por
terpenos, principais componentes dos oOleos essenciais, e derivados tem sido amplamente
pesquisada (SOUZA et al., 2011; QIU et al., 2011). Estudos relatam que o mecanismo de acao
provavel de terpenoides envolve a ruptura da membrana celular por compostos lipofilicos (LA
STORIA et al., 2011; XU et al., 2008). Silva et al. (2011), constataram que a atividade
antibacteriana do 6leo essencial de coentro (Coriandrum sativum L.) se d& através de sua
permeabilidade sobre a membrana plasmatica de bactérias gram-positivas e gram-negativas,
promovendo efeitos também sobre outras funcbes celulares, como 0s processos respiratorios,
bomba de efluxo e potencial de membrana. Esse tipo de mecanismo de ag&o pode explicar a
atividade antimicrobiana dos compostos quimicos presentes no 6leo essencial das espécies E.
fruticosa, G. platanifolia e M. martiusii sobre as bactérias X. campestris pv. viticola e R.

solanacearum.
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CONCLUSOES

Os oleos essenciais de E. fruticosa, M. martiusii e G. platanifolia apresentam como
compostos majoritarios o 6xido de cariofileno, espatulenol e E-cariofileno; epi-longipinanol,
a-humuleno e E-cariofileno e espatulenol, O6xido de cariofileno e a-muurolol,
respectivamente; O extrato metandlico e o 0Oleo essencial das espécies E. fruticosa, M.
martiusii e G. platanifolia mostraram-se promissores para o0 controle da Xanthomonas
campestris pv. viticola e Ralstonia solanacearum; Estudos posteriores devem ser realizados,
buscando o fracionamento do extrato, testes em in vivo e isolamento dos provaveis

metabolitos responsaveis pela atividade antibacteriana das espécies vegetais estudadas.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE Eplingiella fruticosa,
Gymneia platanifolia e Medusantha martiusii SOBRE O CRESCIMENTO
DE FUNGOS CAUSADORES DE PODRIDOES POS-COLHEITA DA
VIDEIRA
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RESUMO: A regido Nordeste € a segunda maior produtora de uva no Brasil,entretanto, a
ocorréncia de problemas fitossanitarios na fase pds-colheita pode restringir sua rentabilidade.
Entre esses problemas pode citar as doencas flngicas causadas por fitopatdgenos causadores
de podriddes pos-colheita, como o Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon e Maubl,
Rhizopus sp., Aspergilus niger Van Tieghem e Cladosporium herbarum (Pers.:Fr.) Link. Um
dos enfoques da agricultura moderna é o controle alternativo de doencas, o qual inclui o uso
de produtos de plantas medicinais, como extratos e 0leos essenciais. Neste contexto, destaca-
se a familia Lamiaceae, cujas espécies sao amplamente estudadas, apresentando atividades
bioldgicas importantes, entre elas elevada atividade antimicrobiana. Assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a acdo antifingica de extratos metandlicos e 6leos essenciais das espécies
Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart.
ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore
sobre o crescimento micelial dos fungos pés-colheita da videira Aspergilus niger,
Cladosporium herbarum, Lasiodiplodia theobromae e Rhizopus sp. O material vegetal foi
coletado na Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia. Suas folhas foram
secas em temperatura ambiente durante sete dias e, em seguida, foram destinadas ao preparo
dos extratos metanolicos e a extracdo dos Gleos essenciais. O teste de crescimento micelial foi
realizado no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Semiérido, utilizando-se discos
contendo estruturas dos fungos em estudo, os quais foram depositados no centro de placas de
Petri contendo meio de cultura BDA (batata, dextrose e 4gar) homogeneizado com 0s extratos
metanolicos e Oleos essenciais em diferentes concentracBes. Para avaliacdo da inibicdo do
crescimento micelial foram realizadas medicdes do crescimento radial da colénia em dois
eixos ortogonais. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as suas médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro e para as
concentragOes andlise regressdo. Os extratos metanolicos e os 6leos essenciais de Eplingiella
fruticosa, Gymneia platanifolia e Medusantha martiusii apresentaram acdo antifungica in
vitro sobre fungos causadores de podriddes pds-colheita da uva, destacando-se o0 extrato
metandlico de Medusantha martiusii e o 0leo essencial de Eplingiella fruticosa.

Palavras-chave: Controle alternativo. Extrato metandlico. Oleos essenciais. Fitopatdgenos.
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ABSTRACT: The Northeast region is the second largest grape producer in Brazil. However,
the occurrence of phytosanitary problems in the post-harvest stage can narrow profitability.
Among these problems there may be mentioned fungal diseases caused by plant pathogens
causing postharvest decay, such as Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon e Maubl,
Rhizopus sp., Aspergilus niger Van Tieghem and Cladosporium herbarum (Pers.:Fr.) Link.
One of the approaches of modern agriculture is the alternative disease control, which includes
the use of herbal products, such as essential oils and extracts. In this context, there is the
Lamiaceae family, whose species are widely studied, with important biological activities,
including high antimicrobial activity. The objective of this study was to evaluate the
antifungal activity of methanol extracts and essential oils of Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex
Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore species on the mycelial
growth of the fungus post-harvest vine Aspergilus niger, Cladosporium herbarum,
Lasiodiplodia theobromae and Rhizopus sp. The plant material was collected at the State
University of Feira de Santana (UEFS), Bahia. The leaves were dried at ambient temperature
for seven days and then were aimed at the preparation of the methanolic extracts and
extraction of essential oils. The mycelial growth test was conducted in Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Semiarido, using disks containing fungal structures studied, which
were deposited in the center of Petri dishes containing PDA (potato, dextrose and agar)
culture medium homogenized with the methanolic extracts and essential oils in different
concentrations. To evaluate the inhibition of mycelial growth were carried out measurements
of the radial growth of the colony in two orthogonal axes. The data were submitted to analysis
of variance and their means compared by Tukey test at 5% probability of error and the
analysis concentrations regression. The methanol extracts and essential oils of Eplingiella
fruticosa, Gymneia platanifolia and Medusantha martiusii presented antifungal activity in
vitro on fungi causing grape post-harvest rots, highlighting the methanolic extract of
Medusantha martiusii and essential oil of Eplingiella fruticosa.

Keywords: Alternative control. Methanolic extract. Essencial oils. Plant pathogens.
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INTRODUCAO

A introducdo da videira (Vitis spp.) no Brasil ocorreu pelos Portugueses apresentando
grande desenvolvimento devido a excelente adaptacdo as condi¢des de clima e solo
(POMMER, 2003; POMMER; MAIA, 2003). Segundo dados do IBGE, em 2015 a area
plantada com videira no Brasil atingiu 80.388 hectares e uma producdo de 1.482.554
toneladas de frutos. A regido Sul aparece em primeiro lugar na producdo de uva no Brasil
(67,5%), sequida da regido Nordeste (21,3%), contribuindo significativamente com a
producdo nacional (IBGE, 2015).

Entretanto, apesar do elevado nivel tecnoldgico utilizado no manejo da videira, alguns
aspectos relacionados & pos-colheita tém restringido a comercializacdo de uvas (ARTES-
HERNANDEZ; TOMAS-BARBERAN, 2006), como as doencas pos-colheita, que
representam uma das causas mais severas de perdas de frutas e hortalicas, elevando o custo de
producdo (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Nesse contexto, destacam-se as infeccoes
fangicas, que sdo responsaveis por 80 a 90% do total das perdas pos-colheitas causadas por
agentes microbianos (OLIVEIRA et al., 2006).

As doencas na pos-colheita de uva podem ser provenientes de infeccdes quiescentes
ou adquiridas. As infeccdes quiescentes, geralmente, iniciam-se na fase de pré-colheita,
guando os frutos ainda se encontram unidos as plantas, sendo imprescindivel conhecimento
do comportamento da doenca para o seu controle. Porém, a partir do momento que os frutos
sdo colhidos, estes sofrem alteracfes fisiologicas, tornando-se, em geral, mais suscetiveis ao
ataque de patdgenos, que normalmente se encontram em estado de quiescéncia
(CAVALCANTI et al., 2005; CHITARRA; CHITARRA, 2005). Entre os fungos causadores
de infeccBes quiescentes destaca-se o Lasiodiplodia theobromae, responsavel por causar a
podrid&o-de-diplodia, que ao infectar a planta pode causar morte descendente, podriddo seca
ou botriodiplodiose (PEARSON, 1994). E, no caso de infeccBes adquiridas, que ocorrem por
ferimentos apds a colheita, destacam-se os fungos dos géneros Cladosporium, Aspergilus,
Rhizopus, que manifestam rapidamente sintomas de podriddes (OLIVEIRA et al., 2006).

Algumas alternativas de controle sdo utilizadas no intuito de reduzir a atividade desses
patdgenos e minimizar a ocorréncia de podriddes na videira. Geralmente, o controle de
doencas pds-colheitas de frutos baseia-se principalmente na utilizagdo de fungicidas sintéticos
(LI et al., 2011). Porém, estes podem causar elevados danos, tanto ambientais quanto para a
saude do homem, principalmente quando sdo aplicados pos-colheita em produtos in natura
(PERES; MOREIRA, 2003).
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Um dos enfoques da agricultura moderna € o controle alternativo de doengas, o qual
inclui o uso de produtos de plantas medicinais, devido a sua imensa riqueza quimica, sendo
detentoras de principios ativos com elevada atividade antimicrobiana, tornando-se fontes
potenciais de moléculas que podem ser empregadas na defesa de plantas contra fitopatogenos
(RODRIGUES et al., 2006). Esses compostos podem ser pertencentes a Vvarias classes
distintas de substancias quimicas, como alcaloides, terpenos, lignanas, flavonoides,
cumarinas, benzenoides, quinonas, xantonas, lactonas e esteroides, entre outras (DI STASI,
1996). Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto e 6leo essencial, obtidos a partir de plantas
medicinais, indicam um elevado potencial antimicrobiana no controle de fitopatdgenos
(CUNICO et al., 2003), tanto por sua agdo fungitdxica direta, inibindo o crescimento micelial
e a germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de fitoalexinas (LYON et al., 1995;
SCHWAN-ESTRADA, 2000).

A familia Lamiaceae possui aproximadamente 300 géneros e 7.500 espécies
distribuidas nos diferentes continentes (ALARCON-AGUIAR et al., 2002; AFONSO, 2010).
Em funcdo da composicdo fitoquimica, as plantas pertencentes a essa familia sdo alvos
constantes de pesquisas, pois possuem importante valor econémico (VEIGA-JUNIOR;
MELLO, 2008). Devido aos grupos quimicos presentes nas espécies dessa familia, estudos
tém revelado elevada acdo tdxica, com propriedades antifingicas comprovadas, como
verificado nas espécies Thymus vulgaris, Ocimum gratissimum e Hyptis ovalifolia Benth.
(BENINI et al., 2010; AL-RAHMAH et al., 2013; SOUZA et al., 2002).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo fungicida in
vitro de extratos metanolicos e 6leos essenciais das espécies M. martiusii, E. fruticosa e G.
platanifolia (Lamiaceas) sobre o crescimento micelial dos fungos pos-colheita da uva

Lasiodiplodia theobromae, Rhizopus sp., Aspergilus niger e Cladosporium herbarum.

MATERIAL E METODOS

Obtencao do material vegetal

As folhas de E. fruticosa e M. martiusii foram provenientes da Colecdo de Plantas
Medicinais e Aromaticas da Unidade Experimental do Horto Florestal da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia, Brasil, localizada a 12°16°00” de latitude sul e
38°58°00” de longitude oeste e as folhas de G. platanifolia foram coletadas no campus da

Universidade de Feira de Santana, Bahia, Brasil, localizada a 12°12°08” de latitude sul e
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38°58°15” de longitude oeste. As coletas ocorreram nos meses de Julho, Agosto e Setembro
de 2014.

Obtencédo dos extratos metanolicos

ApoOs secagem do material em temperatura ambiente (Figura 1A), por sete dias, 0
material vegetal foi pulverizado em moinhos de facas e, em seguida, submetido a extracao,
por trés vezes consecutivas, por maceracdo com metanol durante 72 horas. Os extratos
metanolicos (EM) foram concentrados em evaporador rotatorio, sob pressdo reduzida, em
temperaturas de 40-42°C (Figura 1B). O residuo do solvente do extrato metanolico foi

retirado por evaporacdo em capela de exaustao.

Figura 1. Metodologia utilizada para avaliacdo da atividade antifingica de 6leos essenciais e

extratos metanodlicos. A) Folhas secas em temperatura ambiente, Laboratério de Produtos Naturais
(UEFS), Feira de Santana - BA. B) Concentracdo do extrato em evaporador rotatério (rota
evaporador). C) Extrato metandlico bruto. D) Obtencdo de dleo essencial - Processo de
hidrodestilagio em aparelho do tipo Clevenger. E) Oleo essencial extraido na coluna graduada
do aparelho de Clevenger. F) Cromatografo a gas acoplado a um Detector de lonizagdo em
Chama CG/DIC. G) Cromatografo acoplado ao Espectrometro de Massa (CG/EM). H) extrato
em meio BDA homogeneizado com DMSO. I) Transferéncia de discos contendo estruturas
fangicas ao meio de cultura. J) Fungos inoculados em meio BDA com extrato metandlico.
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Obtencao e caracterizacdo quimica do 6leo essencial

Para a extracdo dos 6leos, 100g de folhas secas foram adicionadas em baldo de vidro
contendo agua destilada em volume suficiente para cobertura total do material vegetal. O
método de extracdo foi por hidrodestilacdo, utilizando-se o aparelho de Clevenger, acoplados
em balGes de vidro, que foram aquecidos por mantas térmicas elétricas com termostato
(Figura 1D). A extracdo foi conduzida durante 3 horas, contadas a partir da condensacao da
primeira gota, sendo verificado o volume de 6leo extraido na coluna graduada do aparelho de
Clevenger (Figura 1E). Apos a extracdo o 6leo foi coletado utilizando pipeta do tipo Pasteur e
posteriomente foi adicionado ao 6leo o sulfato de sodio anidro para eliminagdo da &gua
residual, em seguida o 6leo foi acondicionado em frasco de cor ambar e mantidos em freezer a
uma temperatura de 4°C, até a realizacdo das analises quimica do 6leo e da atividade
antimicrobiana.

Para a analise da composicdo quimica, 25 mg dos 6leos essenciais foram previamente
diluidos em diclorometano. A quantificacdo foi realizada por Cromatografia de Fase Gasosa
acoplada a um Detector de lonizacdo em Chama (CG/DIC) (Figura 1F). Para a identificacdo
dos constituintes foi utilizada a Cromatografia de Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/EM) (Figura 1G). Na analise por CG/DIC foi utilizado um Cromatdgrafo
Varian® CP-3380, equipado com DIC e coluna capilar Chrompack CP-SIL 5 (30 m x 0.5
mm), espessura do filme 0.25 pm, temperatura do injetor 220 °C e do detector 240 °C, hélio
como gas de arraste (1 mL.min-1), com programa de temperatura do forno de: 60 a 240 °C (3
°C.min-1), e isoterma de 240 °C por 20 min. As andlises por CG/EM foram realizadas em
Cromatografo Shimadzu® CG-2010 acoplado a Espectrometro de Massas CG/MS-QP 2010
Shimadzu®, coluna capilar DB-5ms (30 m x 0.25 mm), espessura do filme 0.25 um,
temperatura do injetor 220 °C, gas de arraste hélio (1 mL.min-1), temperatura da interface e
da fonte de ionizagdo 240 °C, energia de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizacdo 0.7 kV e
programa de temperatura semelhante a descrita acima.

A identificagdo dos constituintes foi realizada através do calculo dos indices de Kovats,
obtidos pela co-injecdo da amostra com uma série homoéloga de n-alcanos (C8 a C24), da
comparacdo dos espectros de massas com a biblioteca do equipamento e da consulta a
literatura especializada (ADAMS, 2007). Ja a quantificacdo do percentual relativo dos
constituintes identificados foi obtida com base nas areas dos picos cromatograficos

correspondentes, pelo método da normalizagéo.
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Atividade antifingica

O teste de crescimento micelial foi realizado no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Semiarido no municipio de Petrolina, PE. Os fungos utilizados foram provenientes
da colecdo de fungos do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Semiérido. Para a
avaliacdo da atividade antifingica foi empregada a metodologia difusdo em &gar baseado na
técnica descrita por Fernandes et al. (2015) e Venturoso et al. (2011a) com adaptacdes. Os
extratos e Oleos foram dissolvidos com 3 mL de DMSO (Dimetilsulfoxido) para
homogeneizagdo ao meio BDA (Batata, Dextrose e Agar) fundente (Figura 1H),
suplementado com diferentes concentracdes do extrato (125, 250, 500 e 1000 pg L™) e dos
6leos essenciais (125, 250, 500 e 1000 pL L™). Apés a solidificacdo do meio foram
depositados no centro das placas de Petri discos de 5 mm de didametro contendo as estruturas
fangicas (Figura 11 e 1J) de L. theobromae e Rhizopus sp. com 2 dias de crescimento e de A.
niger e C. herbarum com 15 e 20 dias de crescimento, respectivamente. Como testemunhas
utilizou-se 0 DMSO como controle negativo, fungicida comercial (Rovral) na concentracdo 2
mL L™ como controle positivo e 0 meio BDA como testemunha absoluta. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com tratamentos distribuidos em esquema fatorial 3
(espécies vegetais) x 2 (extratos e 0Oleos) x 4 (concentragcdes) + 3 (testemunhas), com 5
repeticdes por tratamento.

Para avaliacdo do crescimento micelial das colbnias fangicas, apds incubacdo a
temperatura ambiente por 2 dias para L. theobromae e Rhizopus sp., 15 dias para A. niger e 20
dias para C. herbarum, foram realizadas medigdes do crescimento radial da colénia em dois
eixos ortogonais com auxilio de uma régua. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de
variancia e as suas médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade de erro, e para as concentracfes foram realizadas andlise de regressao.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo quimica de 6leos essenciais

Os oOleos essenciais apresentaram teores de 0,79%, 1,44% e 1,70%, respectivamente
paras as espécies Gymneia platanifolia, Eplingiella fruticosa e Medusantha martiusii. As

andlises dos cromatogramas dos 6leos essenciais permitiram a identificacdo quimica de 43, 39

e 22 constituintes das especies E. fruticosa, M. martiusii, e G. platanifolia, respectivamente,
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com ocorréncias de monoterpenos e sesquiterpenos, totalizando 82,93, 89,1 e 67,37% dos
compostos identificados, respectivamente (Apéndice A). O 6leo essencial de E. fruticosa
apresentou como compostos majoritarios o 6xido de cariofileno (12,63%), espatulenol
(9,23%), E-cariofileno (8,67%), biciclogermacreno (6,40%) e 1,8-cineol (5,30%). Para a
espécie M. martiusii as substancias majoritarias foram epi-longipinanol (15,03%), a-
humuleno (14,90%), E-cariofileno (9,83%), 1,8-cineol (7,40%), &-3-careno (5,17%). E para a
espécie G. platanifolia os compostos majoritarios foram espatulenol (27,93%), 6xido de
cariofileno (10,23%), a-muurolol (5,57%) e a-cadinol (4,73%) (Tabela 1).

Tabela 1. Compostos majoritarios presentes nos oOleos essenciais de Eplingiella fruticosa
(Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore (EF), Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.)
Harley & J.F.B.Pastore (GP) e Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore (MM).
Feira de Santana, Bahia, 2016.

Compostos K it K calc EF MM GP
(%) (%) (%)
4-3-careno 1011 1013 - 5,17+0,74 -
1,8-cineol 1031 1032-35 5,93+0,75 7,40+0,66 -
E-cariofileno 1419 1421-26 8,67+0,70 9,83+0,06 0,50+0
a-humuleno 1454 1456-60 1,53+0,21 14,9+0,36 0,70+0
biciclogermacreno  1496-1500 1497-1501  6,40+2,41 3,07+£0,49 -
epi-longipinanol 1563 1564 - 15,03+1,08 -
espatulenol 1578-83 1579-84 9,23+1,52 0,33+0,06  27,93+0,71
Oxido de 1583 1584-87 12,63+1,29  2,63+0,40  10,23+0,29
cariofileno
o-muurolol 1646 1648 - - 5,57+0,47
a-cadinol 1654 1655 1,33+0,42 - 4,73+1,12

*Kl;= indice de Kovats da literatura; 1K = indice de Kovats calculado; (t): tracos do composto.

Menezes et al. (2007) estudando a espécie E. fruticosa identificaram como compostos
majoritarios o biciclogermacreno (12,32%), 1,8-cineol (16,86%), a-pineno (11,32%) e B-
cariofileno (8,82%). Ja Silva et al. (2008) identificaram os compostos espatulenol (10,23%),

B-cariofileno (9,79%), biciclogermacreno (8,57%) e canfora (8,12%), como majoritarios dessa
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espécie. Os compostos espatulenol, biciclogermacreno e 1,8-cineol também estdo presentes
entre os majoritarios do 6leo essencial de E. fruticosa avaliada no presente trabalho.

Em estudos com a espécie M. martiusii Costa et al. (2005) observaram que 0s
constituintes quimicos majoritarios do 6leo essencial dessa espécie foram 1,8-cineol (24,3%)
e o d-3-careno (22,5%). Ambos o0s constituintes também foram encontrados neste trabalho
como majoritarios, porém em uma menor porcentagem 7,4% e 5,17%, respectivamente.
Entretanto, Caldas et al. (2011) identificaram como compostos majoritarios o
biciclogermacreno (10,60%), trans-cariofileno (9,21%), 6xido de cariofileno (7,4%), 1,8-
cineol (7,01%), 3-careno (6,88%) e ledeno (5,41%) das folhas dessa espécie.

E importante ressaltar que um dos compostos majoritarios presente no 6leo essencial
de M. martiusii, 0 a-humuleno, possui efeito anti-inflamatério, inibindo significativamente a
expressao da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e oxido nitrico (FERNANDES et al., 2007). Esse
composto € a base do fitofarmaco Acheflan®, primeiro fitoterapico produzido completamente
no Brasil, a partir do dleo essencial da espécie Varronia curassavica (anteriormente designada
Cordia verbenacea DC.), que apresenta 2,3-2,9% de a-humuleno. Dessa forma, sdo
importantes estudos posteriores que possam avaliar a atividade anti-inflamatoria do 6leo
essencial de M. martiusii, ja que este apresentou uma porcentagem de 14,90% de a-humuleno,
quantidade superior a utilizada no fitofarmaco Acheflan®.

Os sesquiterpenos espatulenol e 6xido de cariofileno aparecem em maior porcentagem
entre as espécies E. fruticosa e G. platanifolia. Outros trabalhos também reportam a presenca
desses constituintes volateis na composicdo quimica do 6leo essencial de espécies
pertencentes a familia Lamiaceae, como Hyptis suaveolens (L.) Poit. e Ocimum basilicum L.
(BENELLI et al. 2012, HUSSAIN et al., 2008).

Atividade antiflingica

O resultado da andlise de varidncia indicou diferenga significativa na atividade
antifingica dos extratos metanolicos e 6leos essenciais sobre os fitopatdgenos utilizados no
presente estudo (Apéndice D). O extrato metandlico da espécie M. martiusii apresentou maior
atividade sobre o crescimento micelial dos quatro fungos estudados, A. niger, C. herbarum, L.
theobromae e Rhizopus sp., quando comparado com os demais extratos. Porém, o fungicida
comercial tomado como controle promoveu 0s menores valores de diametro do crescimento
micelial para todos os fitopatdgenos, exceto quando comparado com o0 extrato metanolico de

M. martiusii contra L. theobromae, ndo houvendo diferenca estatistica entre estes tratamentos
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(Tabela 2). Contudo, os extratos metandlicos das espécies E. fruticosa e M. martiusii
apresentaram atividade superior contra os fungos L. theobromae e Rhizopus sp. em relagdo ao
controle negativo (BDA).

Estudos realizados com extratos metanolicos de folhas de Acacia nilética L., Sida
cordia, Tinospora cordifolia Willd, Withania somnifer L. e Ziziphus mauritiana Lam,
demonstraram atividade antifungica significativa contra Aspergilus flavus Link, Dreschlera
turcica (Pass.) e Fusarium verticillioides (Sacc.) (MAHESH; SATISH, 2008). Este resultado
é similiar ao encontrato para o extrato de M. martiusii que promoveu a maior atividade
antifungica sobre todos os fitopatdgenos estudados, em relagdo aos demais extratos.

Quando comparados 0s 6leos essenciais das trés espécies em estudo, pode-se destacar
a espécie E. fruticosa, que apresentou a maior atividade antifungica sobre o crescimento
micelial da maioria dos fitopatdgenos avaliados (Aspergillus niger, Lasiodiplodia theobromae
e Rhizopus sp.), contudo, verifica-se que os 0Oleos essenciais das espécies E. fruticosa, M.
martiusii e G. platanifolia também apresentaram atividade superior contra os fungos
Lasiodiplodia theobromae e Rhizopus sp. em relacdo ao controle negativo (BDA). Verifica-se
ainda que 6leo essencial de G. platanifolia promoveu o menor crescimento micelial do fungo
C. herbarum, quando comparado com as demais espécies. Apesar dos resultados promissores,
todos os o6leos testados apresentaram atividade inferior estatisticamente em relacdo ao
fungicida controle (Tabela 2).

O oleo essencial da espécie Erigeron ramosus (Walt.) promoveu elevada atividade
antifungica contra os fitopatégenos Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) (70,3%), Phytophthora
capsici (Leonian) (63,4%), Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersicon (58,2%), Colletotrichum
capsici Sacc. (54,6%) e Rhizoctonia solani Kuhn (54,6%). E ao analisar seus constituintes
quimicos, foi possivel observar como compostos majoritarios o B-cariofileno (24,0%), a-
humuleno (14,5%), 1,8-cineol (9,0%), eugenol (7,2%), globulol (7,1%), 6xido de cariofileno
(5,2%), d6-cadineno (5,0%) e a-copaeno (4,9%) (RAHMAN et al., 2010). No presente estudo,
foi observada a presenga dos compostos 6xido de cariofileno e 1,8-cineol como compostos
majoritarios do 6leo essencial da espécie E. fruticosa e, do mesmo modo, a composi¢do
quimica de G. platanifolia também apresentou o Oxido de cariofileno entre os compostos
majoritarios. Como os Gleos essenciais das duas especies citadas apresentaram maior inibicdo
dos fitopatdgenos em estudo, pode-se inferir que a sua atividade antiflngica possa esta
relacionada com a presenca desses compostos, assim como 0s demais compostos que

aparecem em maior porcentagem.
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Tabela 2. Diametro do crescimento micelial (cm) dos fungos Lasiodiplodia theobromae
(Pat.) Griffon e Maubl, Rhizopus sp., Aspergilus niger Van Tieghem e Cladosporium
herbarum (Pers.:Fr.) Link. submetidos a extratos metandlicos e Oleos essenciais de
Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart.
ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore.
Feira de Santana/BA, 2016.

Lasiodiplodia theobromae

Extrato metanélico

Oleo essencial

E. fruticosa 8,20 cB 5,58 bA
G. platanifolia 9,00 cB 7,01 dA
M. martiusii 7,73 dB 6,07 cA
BDA 9,00 d 9,00 e
DMSO 9,00 d 9,00 e
Fungicida 0,50 a 0,50 a
CV (%) 2,14 6,18
Rhizopus sp.

Extrato metandlico Oleo essencial
E. fruticosa 7,07 cB 5,10 bA
G. platanifolia 8,38 dB 7,08 dA
M. martiusii 6,58 bB 6,38 CA
BDA 9,00 e 9,00 e
DMSO 9,00 e 9,00 e
Fungicida 3,75a 3,75a
CV (%) 3,38 3,40

Asperqillus niger

Extrato metandlico Oleo essencial
E. fruticosa 7,59 bB 7,37 bA
G. platanifolia 8,41 cA 8,05 dB
M. martiusii 5,89 aA 8,05 dB
BDA 7,63b 7,74 c
DMSO 7,60b 7,84c¢c
Fungicida 5,64 a 5,64 a
CV (%) 6,79 3,40

Cladosporium herbarum

Extrato metandlico Oleo essencial
E. fruticosa 4,18 dB 3,85 dA
G. platanifolia 3,97 cB 3,05 bA
M. martiusii 3,35 bA 3,94 dB
BDA 4,03c 3,64
DMSO 4,36 d 3,62
Fungicida 0,80 a 0,80
CV (%) 6,93 3,75

Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferenciam entre si pelo teste de
Scott-Knott (a 5%). BDA: Meio de cultura (Batata-dextrose-agar); Fungicida: Rovral.
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Quando comparada a atividade antifngica dos extratos metandlicos em relacdo aos
6leos essenciais pode-se observar que G. platanifolia possibilitaram uma maior inibigdo do
crescimento micelial dos fungos Lasiodiplodia theobromae e Rhizopus sp. em comparacgédo
aos seus extratos metanolicos. Entretanto, o extrato metanolico de M. martiusii foi mais eficaz
que o seu 6leo essencial quando testado sobre os fungos Aspergillus niger e Cladosporium
herbarum, enquanto que estes fitopatdgenos foram mais sensiveis aos 6leos essenciais de E.
fruticosa e G. platanifolia, que aos seus respectivos extratos (Tabela 2).

SATHISH et al. (2007) avaliaram a atividade antifingica de diferentes extratos de 52
espécies vegetais de diferentes familias, inclusive Lamiaceae, contra oito fungos do género
Aspergillus. Os autores constataram que o Aspergillus flavus foi mais suscetivel aos extratos
aquoso, metanolico e etandlico que aos demais extratos para todas as espécies estudadas,
exceto para a Polyalthia longifolia (Annonaceae). Estes resultados corroboram os obtidos
nesse trabalho, em que o extrato metandlico de M. martiusii que promoveu um menor
crescimento micelial para o fungo A. niger. J& Golcalves et al. (2009), avaliando o efeito de
Oleos essenciais de Zingiber officinale Roscoe e Citrus latifolia Tanaka e extratos
hidroalcodlicos de Pothomorphe umbellata L. e Alternanthera sp. na sanidade e germinagao
de sementes de soja, observaram que todos os tratamentos testados apresentaram redugdo na
incidéncia de Cladosporium sp., assim como as sementes tratadas com o 6leo essencial de Z.
officinale, que promoveu reducao total da incidéncia dos patdgenos Rhizopus sp. e Fusarium
spp.

SCHWAN-ESTRADA et al. (2000) sugere que a atividade fungicida dos
fitocompostos presentes em extratos vegetais de plantas pode estar relacionada as fitoalexinas,
que sdo metabdlitos secundarios, antimicrobianos, de baixos pesos moleculares e produzidos
pelas plantas em resposta ao estresse fisico, quimico ou bioldgico, capazes de reduzir a
atividade de agentes patogénicos nos tecidos das plantas. De forma geral, 0 modo de acéo das
fitoalexinas inclui granulacéo citoplasmatica, desorganizagdo dos contetdos celulares, ruptura
da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas fangicas. Esses efeitos agem tanto na inibigéo
da germinacdo e elongacéo do tubo germinativo, como na reducdo ou inibi¢do do crescimento
micelial (LO et al., 1996). Ja a atividade antifungica dos Oleos essenciais pode estar
relacionada com sua hidrofobicidade, a qual permite que suas moléculas interajam com 0s
lipideos da membrana celular e da mitocondria, podendo alterar a permeabilidade, acarretando
distdrbios nestas estruturas. Assim como, componentes quimicos presentes nos 0Oleos
essenciais podem ligar-se a ions e moléculas (hormonios) de outras células (COSTA et al.

2011). Silva et al. (2003) relatam que os antifungicos naturais provocam danos a membrana
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celular das células expostas a eles, deixando-as extremamente solUveis e com fraturas
grosseiras que proporcionam a exposicao do contetdo celular, inclusive o nicleo.

Os resultados da andlise de variancia revelaram interacdo significativa entre 0s
extratos metanolicos e Gleos essenciais com as diferentes concentracfes testadas, sendo
observadas diferencas no crescimento micelial dos fitopatdgenos L. theobromae, Rhizopus
sp., A. niger e C. herbarum em virtude das concentragdes dos extratos e dos 6leos essenciais
testados (Apéndice E).

A analise de regressdo para os efeitos das doses dos extratos metanolicos de E.
fruticosa e M. martiusii sobre o fungo Lasiodiplodia theobromae apresentaram efeito
significativo, indicando um comportamento quadratico descendente, porém este fungo
apresentou-se mais sensivel ao extrato de M. martiusii indicando que na dose estimada de
1346,5 pg mL™ pode-se obter o menor crescimento micelial (3,81cm) (Figura 2A). Ja o 6leo
essencial de E. fruticosa promoveu reducdo do crescimento micelial do fungo a partir da
menor dosagem testada, estima-se que o menor didmetro micelial desse fitopatdgeno (8,71
cm) pode ser encontrado na concentracdo de 769,25 ug mL™ (Figura 2E).

Por meio do modelo de regressdo encontrado para 0s extratos, estima-se que
concentracdes superiores a 1000 pg mL™ do extrato de M. martiusii seriam mais eficazes para
o controle do fungo Rhizopus sp., podendo atingir didmetro micelial de 2,29 cm quando
utilizada a concentracéo estimada de 1907,0 pg mL™ (Figura 2B). J& o 6leo essencial de E.
fruticosa promoveu reducdo do crescimento micelial do fungo a partir da menor dosagem
testada, alcancando maior inibicdo do crescimento micelial (2,68 cm) na concentracdo
estimada de 829,61 pg mL™,
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Figura 2. Inibicdo do crescimento micelial dos fungos Lasiodiplodia theobromae (Pat.)

Griffon & Maubl, Rhizopus sp., Aspergilus niger Van Tieghem e Cladosporium herbarum

(Pers.:Fr.) Link submetidos a diferentes concentraces dos extratos metandlicos (A, B, C e D)

e Oleos essenciais (E, F, G e H) de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley &

J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha
martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore. Feira de Santana/BA, 2016.
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Os resultados apontaram que o fungo A. niger foi mais suscetivel ao extrato de M.
martiusii que aos demais testados, sendo que na menor concentragdo foi possivel observar
inibicdo de seu crescimento micelial e de acordo com o0 modelo quadréatico encontrado para as
concentragdes, estima-se que na concentracdo de 870,4 pg mL™ pode-se obter o menor
crescimento do fungo (4,84 cm) (Figura 2C). Entretanto observa-se para 0leo essencial da
espécie E. fruticosa que a partir da concentracdo de 4455 pL mL™ ha um decréscimo do
crescimento desse fitopatdgeno (Figura 2G), notando menor crescimento micelial com o
aumento das concentracdes, verificando relacéo inversamente proporcional.

Verifica-se através da analise de regressdo que o extrato metanolico de M. martiusii
foi o mais efetivo contra o fitopatogeno C. herbarum. A partir do modelo quadréatico
encontrado pode-se inferir que o menor crescimento micelial do fungo (2,93 cm) pode ser
obtido na concentracdo estimada de 730,5 pg mL™ desse extrato e que a partir dessa
concentragdo observa-se uma tendéncia de estabilizagdo do crescimento micelial (Figura 2D).
Ja em relacdo aos 0Oleos essenciais, observa-se através do modelo quadratico comportamento
similar das concentracGes das espécies E. fruticosa e M. martiusii, porém pode-se obter um
menor crescimento micelial deste fitopatégeno quando utilizada a concentracdo estimada de
290,75 puL mL™ de E. fruticosa com didmentro micelial 4,03 cm, sendo capaz de promover
maior inibicao desse fungo (Figura 2H).

Lima et al. (2010) avaliaram o efeito de extratos vegetais de Lippia microphylla
Cham. (alecrim do campo), Myracrodruon urundeuva Fr. Allem. (aroeira) e Mimosa hostilis
Benth. (jurema preta), espécies nativas da Caatinga, sobre o crescimento do fungo
Lasiodiplodia theobromae, obtendo 100, 46 e 30% de inibicdo, respectivamente, apds trés
dias de avaliacdo. O 6leo essencial de M. arvensis foi capaz de inibir o crescimento micelial
dos fungos Aspergillus sp., Penicillum rubrum Stoll, Sclerotinia sp., Fusarium moniliforme
(J. Sheld.) e Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei na maior concentracao
utilizada (100 pL), entretanto, na menor concentracdo estudada 10 pL promoveu o
crescimento de todos os fungos, exceto para o fungo Sclerotinia sp. (DINIZ et al., 2008).

Araujo et al. (2009), testaram extratos etandlicos e aquosos de alho (Allium sativum
L.), canela (Cinnamomum zeylanicum L.), cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr et
L.M.Perry.), gengibre (Zingiber officinale R.), orégano (Origanum vulgare L.) e tomilho
(Thymus vulgaris L.) sobre o crescimento micelial Aspergillus ochraceus K. Wilh.,
Penicillium roqueforti Thom e Rhizopus stolonifer, constatando que o extrato alc6olico puro
de cravo e de canela apresentaram maior inibicdo micelial sobre os fungos Penicillium

roqueforti e Rhizopus stolonifer. Ja La Torre et al. (2015), em estudos realizados com 0leos
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essenciais das espécies Eugenia caryophyllata L. Merr. & Perry, Thymus vulgaris e
Rosmarinus officinalis e seus respectivos compostos majoritarios, sobre o crescimento
micelial de Fusarium oxysporum, fitopatégeno do tomate, observaram que a melhor atividade
antifangica foi obtida com o 6leo de Thymus vulgaris (inibicdo de 14,6%), seguida do 6leo
essencial de Eugenia caryophyllata (9,8%), assim como a diminui¢do do crescimento micelial
foi proporcional ao aumento das concentragoes.

Resultado similar ao encontrado para o extrato de M. martiusii sobre A. niger foi
observado para 0 extrato aquoso de cravo-da-india que apresentou reducdo no diametro da
coldnia do fitopatogeno Colletotrichum sp. logo a partir da menor concentracdo testada
(VENTUROSO et al., 2011b). MARTINS et al. (2011) também avaliaram a atividade
fungicida de extratos vegetais sobre o fungo fitopatogénico Aspergillus niger, constatando
gue o extrato aquoso de Salva do Marajo (Hyptis crenata Pohl ex Benth.) a 40% apresentou
efeitos fungicidas in vitro sobre o crescimento desse fungo. J& Alves et al. (2012) avaliaram a
atividade antifungica dos 6leos essenciais de Hyptis suaveolens e Ocimum seloii em diferentes
concentragdes contra Alternaria alternata, causadora da mancha marrom em tangerinas,
observando que a concentracdo de 1000 pL L™ foi capaz de promover maior inibicdo do
fitopatdgeno, para ambas as espécies.

J4& Motoyama et al. (2003), avaliando o efeito fungitoxico de extrato citrico,
observaram nas menores concentracdes (1 e 10 ppm) um estimulo no crescimento micelial de
F. semitectum. Este resultado é similar ao encontrado para o extrato de M. martiusii contra o
fungo C. herbarum em que se p6de observar que com o aumento das concentracdes houve
descréscimo do crescimento micelial. Menezes e Lima (2013) consataram que 0s Gleos
essenciais das espécies Ocimum gratissimum Blume, Peumus boldus Benth, Origanum
vulgare L. e Melissa officinalis L., pertencentes a familia Lamiaceae, apresentaram atividades
antifangicas sobre o crescimento micelial do fungo Cladosporium carrionii, com halos
médios de inibicdo de 49,25 mm, 42,25 mm, 40,25 mm e 29 mm, respectivamente. Estes
resultados séo similares aos resultados apresentados para o 6leo de G. platanifolia em que
houve maior inibicdo do didmetro micelial de C. herbarum utilizando a concentracdo de
290,75 uL L,
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CONCLUSAO

Nas condi¢cfes em que os bioensaios experimentais foram conduzidos pode-se concluir
que os extratos metandlicos e 6leos essenciais de Eplingiella fruticosa, Gymneia platanifolia
e Medusantha martiusii apresentam acdo antifingica in vitro sobre fungos causadores de
podridGes pds-colheita da uva; O extrato metandlico de Medusantha martiusii apresenta maior
eficacia no controle dos fitopatdégenos Lasiodiplodia theobromae, Rhizopus sp., Aspergillus
niger e Cladosporium herbarum, que os demais extratos; O 6leo essencial da espécie
Eplingiella fruticosa proporciona maior controle sobre o crescimento micelial de todos
fitopatdgenos estudados; Estudos posteriores sdo necessarios, buscando o fracionamento
desses extratos, identificacdo dos compostos quimicos mais efetivos, desenvolvimento de

formulacBes com extratos e 0leos e realizacdo de testes in vivo.
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CONSIDERACOES FINAS

Os extratos metanolicos e o 6leos essenciais das espécies E. fruticosa, G. platanifolia e
M. martiusii mostram-se promissores para o controle da Xanthomonas campestris pv. viticola
e Ralstonia solanacearum. Destacando-se 0s extratos metandlicos das espécies estudadas, 0s
quais revelaram maior atividade antibacteriana em comparacéo aos 0leos essenciais.

Os extratos metandlicos e 6leos essenciais de E. fruticosa, G. platanifolia e M.
martiusii apresentam acao antifingica in vitro sobre fungos causadores de podriddes pos-
colheita da uva Aspergilus niger, Cladosporium herbarum, Lasiodiplodia theobromae e
Rhizopus sp. Ressaltando-se o 06leo essencial de Eplingiella fruticosa que obteve maior
eficacia para o controle da maioria dos fungos testados.

Entretando sdo necessarios estudos posteriores, como testes in vivo, fracionamento dos
extratos, bem como, isolar e identificar os compostos quimicos mais efetivos, como também o

desenvolvimento de formulagdes.
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APENDICE A: Andlise da composicao quimica dos 6leos essenciais obtidos de folhas de

Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore (EF), Gymneia platanifolia
(Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore (GP) e Medusantha martiusii (Benth.) Harley &

J.F.B.Pastore (MM). Feira de Santana/BA, 2016.

Compostos Kt 1K calc EF MM GP
(%) (%) (%)
a-tujeno 930 927 t t -
a-pineno 939 935-36 1,47+0,40 1,1+0,44 -
canfeno 954 951 0,77+0,38 0,23+0,06 -
sabineno 975 974 t - -
-pineno 977 978-80 1,20+0,26 0,23+0,06 -
[-mirceno 990 989-91 t 3,8+0,61 -
p-mentha-1(7),8- 1004 1003-06 t 0,23+0,06 -
dieno
6-3-careno 1011 1013 - 5,17+0,74 -
o-terpineno 1019 - 0,27+0,12 -
p-cimeno 1024-26 1024-27 0,30+0 3,33+0,23 -
limoneno 1029 1030-32 2,77£0,50 3,331£0,32 -
1,8-cineol 1031 1032-35 5,93+0,75 7,40+0,66 -
y-terpineno 1059 1059-62 t 2,00£0,20 -
fenchona 1086 1087 t - -
p-mentha-2,4(8)- 1088 1088 - 0,30 -
dieno
terpinoleno 1088 1090 - 0,210 -
linalol 1096 1096 0,30+0 - -
trans-pinocarveol 1139 1139 t - -
canfora 1146 1144-47 3,43+0,68 2,8+0,26 -
borneol 1169 1166-68 2,27+0,40 0,20 -
terpinen-4-ol 1177 1177-79 0,30+0 0,240 -
p-metilacetofenona 1182 1184 - - 0,63+0,12
a-terpineol 1188 1189-91 0,30+0,10 0,20 -
mirtenol 1195 1194 t - -
timol 1290 1294 - t -
carvacrol 1299 1300 - t -
d-elemeno 1338 1340 t - -
a-cubebeno 1348 1351-56 1,90+0,17 - 0,93+0,06
a-ylangeno 1375 1375 - - 3,10+0,20
isoledeno 1376 1377 - t -
a-copaeno 1376-77 1377-82 3,40+0,36 t t
dauceno 1381 1391 - - t
B—bourboneno 1388 1386-96 0,43+0,06 0,67+£0,12
[-cubebeno 1388 1390 0,97+0,15 - -
-elemeno 1388 1392 0,50+0 - -
o--gurgujeno 1409 1412-14 t 0,23+0,06 -
-cubebeno+f- 1388/1390 1396 - - 1,10+0,06
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elemeno

cypereno 1398 1406 - - 0,70+0
o-santaleno 1417 1417 - - t
E-cariofileno 1419 1421-26 8,67+0,70 9,83+0,06 0,50+0
a-bergamoteno 1434 1442 - - 0,70+0
aromadendreno 1441 1441-47 0,30+0 3,00+0,17 -
trans-muurola-3,5- 1453 1452 0,90+0,44 - -
dieno

a-humuleno 1454 1456-60 1,53+0,21 14,9+0,36 0,70+0
y-muuroleno 1479 1477 0,47+0,06 - -
germacreno D 1485 1482-86 4,50+0,26 0,37+0,06 0,83+0,12
y-amorfeno 1495 1499 - - 1,00+0
biciclogermacreno  1496-1500 1497-1501  6,40+2,41 3,07+£0,49 -
o-muuroleno 1500 1505 - - 1,23+0,06
-bisaboleno 1505 1511 - - 2,10+0,10
y-cadineno 1513-23 1513-20 1,67+0,06 0,20+0 -
trans-calameno 1522-29 1524-27 4,53+0,06 0,40+0 -
7-epi-a.- 1522/1523 1524 - - 3,87+0,29
selineno+6-

cadineno

cis-calameneno 1529 1529 - - 1,17+0,12
trans-cadina-1,4- 1534 1533 0,90+0,26 - -
dieno

epi-longipinanol 1563 1564 - 15,03+1,08 -
espatulenol 1578-83 1579-86 9,23+1,52 0,33+0,06 27,93+0,71
oxido de 1583 1584-87 12,63+1,29 2,63+0,40 10,23+0,29
cariofileno

viridiflorol 1592 1593 1,73+0,12 - -
rosifoliol 1600 1606 - 1,47+0,06 -
1,10-di-epi- 1620 1619 t - -
cubenol

epi-a-cadinol 1640 1643 2,23+0,35 - -
epoxido de allo- 1641 1641 - 0,83+0,12 -
aromadendreno

o-muurolol 1646 1648 - - 5,57+0,47
o-eudesmol 1653 1655 - 0,87+0,06 -
a-cadinol 1654 1655 1,33+0,42 - 4,73+1,12
selin-11-en-4-a.-ol 1659 1659 - 1,47+0,15 -
allohimachalol 1662 1662 - 2,57+0,23 -
eudesm-7(11)-en- 1696 1696 0,400 - -

4-ol

epi-Z-santalol 1702 1706 - 0,90+0,10 -
Monoterpenos 44,19+0,00 51,28+0,00  4,54+0,00
Sesquiterpenos 55,81+0,00 48,72+0,00  95,45+0,00
Total de compostos 82,93+£1,11 89,1+0,95 67,37+£2,89

identificados

*Kl;= indice de Kovats da literatura; 1K = indice de Kovats calculado; (t): tracos do composto.
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APENDICE B: Resumo da andlise de variancia para a varidvel halo de inibicdo do
crescimento bacteriano de Ralstonia solanacearum (Smith) e Xanthomonas campestris pv.
viticola (Naydu) Dye submetidas a diferentes concentracdes do extrato metandlico (EM) e
0leo essencial (OE) de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia
platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii (Benth.) Harley &
J.F.B.Pastore. UEFS, Feira de Santana/BA, 2016.

Ralstonia solanacearum

Quadrados médios

FV GL EM OE
Tratamento 5 203,562952** 228,954595**
Concentracao 5 197,847622** 232,601887**
TxC 4 -2.38673363E+0002,s -2.67307827E+0002,s
Erro 135 2,340904 0,131560
CV (%) 22,74 30,15

Xanthomonas campestris pv. viticola

Quadrados médios

FV GL EM OE
Espécie (E) 4 75,126059 ** 25,745355 **
Concentracao (c) 5 90,193009 ** 23,053099 **
Exc 6 -5.86227191E+0001s 16,335211**
Erro 154 4,981358 2,707524
CV (%) 28,54 32,34

** Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott; ns: N&o significativo; ). EM: Extrato
metandlico; OE: 6leo essencial. Os dados foram transformados pela equagdo Raiz quadrada de Y + 1.0 - SQRT
(Y + 1.0).
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APENDICE C: Resumo da analise de regressdo para a variavel halo de inibicdo do
crescimento bacteriano de Ralstonia solanacearum (Smith) e Xanthomonas campestris pv.
viticola (Naydu) Dye submetidos a diferentes concentracbes do extrato metanolico (EM) e
6leo essencial (OE) de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore,
Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e Medusantha martiusii
(Benth.) Harley & J.F.B.Pastore. UEFS, Feira de Santana/BA, 2016.

Ralstonia solanacearum
Quadrados médios

FV GL EM OE
E. fruticosa (c) 4 4,719752** 3,057500 g
G. platanifolia (c) 4 8,706528 2,838750**
M. martiusii (c) 4 16,108012** 1,072931**

Xanthomonas campestris pv. viticola
Quadrados médios

FV GL EM OE
E. fruticosa (c) 4 40,898943** 9,789735**
G. platanifolia (c) 4 53,483040** 49,542023**

M. martiusii (c) 4 47,705338** 0,374628 s
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APENDICE D: Resumo da analise de variancia do crescimento micelial dos fungos
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., Rhizopus sp., Aspergillus niger Van
Tieghem e Cladosporium herbarum (Pers.:Fr.) Link submetidos a diferentes concentracdes do
extrato metanolico (EM) e 6leo essencial (OE) de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.)
Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e
Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore. UEFS, Feira de Santana/BA, 2016.

Lasiodiplodia theobromae
Quadrados médios

FV GL EM OE
Espécie 4 78,604718** 58,422841**
Concentracao 4 17,447201** 53,725191**
ExC 7 -1.9324577E+0000 s -2.6700521E+0000;
Erro 69 0,025145 0,129986
CV (%) 1,98 5,52
Rhizopus sp.
Quadrados médios
FV GL EM OE
Espécie 4 71,478168** 25,572194**
Concentracao 4 30,201930** 62,789621**
ExC 7 -2.0567029E+0000 pg 2.573110**
Erro 69 0,057058 0,041926
CV (%) 3,27 3,05

Aspergillus niger

Quadrados médios

FV GL EM OE
Espécie 4 17,410267** 7,230247**
Concentracao 4 3,638208** 1,057904**
ExC 7 3,188320** -4.4173863E-0001 ns
Erro 69 0,250984 0,073891
CV (%) 6,89 3,53

Cladosporium herbarum
Quadrados médios

FV GL EM OE
Espécie 4 13,072597** 12,463368**
Concentracéao 4 3,422764** 1,426452**
ExC 7 0,497473** -4.3970311E-0001 ps
Erro 69 0.072200 0,016498
CV (%) 7,15 3,72

** Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott; ns: Nao significativo. EM: Extrato
metandlico; OE: 6leo essencial.
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APENDICE E: Resumo da analise de regressdo do crescimento micelial dos fungos
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., Rhizopus sp., Aspergillus niger Van
Tieghem e Cladosporium herbarum (Pers.:Fr.) Link submetidos a diferentes concentracdes do
extrato metanolico (EM) e 6leo essencial (OE) de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth.)
Harley & J.F.B.Pastore, Gymneia platanifolia (Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B.Pastore e
Medusantha martiusii (Benth.) Harley & J.F.B.Pastore. UEFS, Feira de Santana/BA, 2016.

Lasiodiplodia theobromae
Quadrados médios

FV GL EM OE
E. fruticosa (c) 4 2,711650** 16,776650**
G. platanifolia (c) 4 0,00000000E+0000 ps 17,709600**
M. martiusii (c) 4 11,353750** 14,566350**

CV (%) 1,98 5,52

Rhizopus sp.
Quadrados médios

FV GL EM OE
E. fruticosa (c) 4 8,373100** 33,023600**
G. platanifolia (c) 4 0,908600** 20,745850**
M. martiusii (c) 4 17,321000** 13,519670**

CV (%) 3,27 3,05

Aspergillus niger
Quadrados médios

E. fruticosa (c) GL EM OE
G. platanifolia (c) 4 1,029314** 0,083350 ps
M. martiusii (c) 4 0,594022** 0,051381 s
E. fruticosa (c) 4 8,016803** 0,173650**
CV (%) 6,89 3,53

Cladosporium herbarum
Quadrados médios

FV GL EM OE
E. fruticosa (c) 4 0,543850** 0,454850**
G. platanifolia (c) 4 0,993975** 0,041900**
M. martiusii (c) 4 2,854352** 0,179950**
CV (%) 7,15 3,72

** Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott; ns: N&o significativo; EM: Extrato
metandlico; OE: 6leo essencial.



