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RESUMO

RODRIGUES, Taise Concei¢ao. Caracterizacido quimica e atividade antimicrobiana de
oleos essenciais de Croton grewioides Baill. sobre o fitopatogeno Xanthomonas campestris
pv. campestris. Sao Cristovao: UFS, 2022. 37p. (Dissertagdo— Mestrado em Agricultura e
Biodiversidade).*

Croton grewioides Baill. (alecrim-de-cabocla) ¢ uma espécie endémica do Brasil e ocorre nos
estados de Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Minas Gerais, Goias e
Sergipe. E uma planta aromatica, produtora de 6leo essencial que apresenta propriedades
bioativas, incluindo as atividades antioxidante, antifingica e inseticida. Os Bancos de
Germoplasmas (BAGs) apresentam suma importancia para a conservacdo da variabilidade
genética de espécies aromaticas, € a caracterizacdo quimica dos acessos ¢ fundamental para a
prospeccdo de compostos bioativos. A busca por tais compostos corrobora com a
identificacao de atividades biologicas, as quais tém sido descritas para diferentes espécies do
género Croton devido a diversidade da composi¢do quimica de seus dleos essenciais. O
objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais de acessos da
colecdo de Croton grewioides Baill. do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e
Aromaticas da UFS, e avaliar a atividade antibacteriana in vitro sobre Xanthomonas
campestris pv. campestri. Os Oleos essenciais dos 29 acessos de C. grewioides foram
extraidos pelo método da hidrodestilagao e analisados por Cromatografia Gasosa acoplados a
espectrometria de massas (CG/EM). Para a determinagdo das concentragdes inibitéria minima
(MIC) e bactericida minima (MBC) dos o6leos essenciais foi utilizado o método de
microdilui¢do. As concentracdes dos 6leos essenciais ¢ do composto majoritario eugenol
variaram de 125 a 4000 pg.mL!. Como controle positivo utilizou-se sulfato de estreptomicina
(12,5 a 100 pg.mL™). A cinética de crescimento foi avaliada para diferentes concentragdes do
Oleo essencial (2 %, 1 x, 1/2 x, 1/4 x ¢ 1/8 x MIC) considerando os tempos: 5, 10, 15, 30, 45,
60, 90, 120 e 180 min. No ensaio da permeabilidade da membrana com iodeto de propidio
(PI) as bactérias foram expostas ao Oleo essencial nas mesmas concentragdes e tempos
utilizados para o ensaio da cinética de crescimento. Os compostos majoritarios identificados
nos Oleos essenciais analisados foram eugenol, metil eugenol e metil chavicol. O 6leo
essencial CGR 108 apresentou MIC de 1000 pg.mL!, enquanto que a MBC foi de 2000
pg.mL!. Os valores de MIC e MBC para o 6leo essencial CGR 107 foi de 2000 ug.mL!. O
6leo essencial CGR 125 apresentou MIC e MBC de 2000 e 4000 pg.mL™!, respectivamente.
Para CGR 318 a MIC foi de 4000 pg.mL"! e a MBC foi > 4000 pg.mL"!. Para o CGR 209 nio
se verificou atividade antibacteriana nas concentragdes testadas. Para o composto eugenol, a
MIC e MBC foram 500 e 1000 pg.mL™!, respectivamente. Na cinética de crescimento, para o
6leo essencial CGR 108, a partir do tempo 30 minutos foi observada redu¢do da densidade
Optica para as concentragdes 2 X ¢ 1 x MIC. A maior intensidade de fluorescéncia com o PI
foi observada quando as bactérias foram expostas as concentragdes 2 x e 1 x MIC a partir de
30 minutos. Os oOleos essenciais de Croton grewioides Baill. e o composto eugenol
apresentam potencial antibacteriano contra Xanthomonas campestris pv. campestris.

Palavras-chave: Alecrim-de-cabocla, podridao negra, fitoquimicos, mecanismo de agao.

* Comité Orientador: Maria de Fatima Arrigoni-Blank — UFS (Orientadora), Itamara Bomfim Gois
(coorientadora — PNPD/CAPES/PPGAGRI/ UFS).
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ABSTRACT

RODRIGUES, Taise Concei¢ao. Chemical characterization and antimicrobial activity of
essential oils from Croton grewioides Baill. on the phytopathogen Xanthomonas
campestris pv. campestris. Sao Cristovao: UFS, 2022. 37p. (Thesis - Master/Doctor of
Science in Agriculture and Biodiversity)*

Croton grewioides Baill. (Alecrim-de-cabocla) is an endemic species from Brazil and occurs
in the states of Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Minas Gerais,
Goids, and Sergipe. It is an aromatic, essential oil-producing plant that has bioactive
properties, including antioxidant, antifungal and insecticidal activities. Germplasm Banks
(BAGs) are extremely important for the conservation of the genetic variability of aromatic
species, and the chemical characterization is essential for the prospecting of bioactive
compounds. The search for such compounds corroborates with the identification of biological
activities, such as have been described for different species of the Croton genus due to the
diversity of chemical composition observed in their essential oils. The objective of this work
was to carry out the chemical characterization of essential oils from accessions of Croton
grewioides Baill. of the Active Germplasm Bank of Medicinal and Aromatic Plants of UFS,
and to evaluate their in vitro antibacterial activity on Xanthomonas campestris pv. campestri.
The essential oils from 29 accessions of C. grewioides were extracted by the hydrodistillation
method and analyzed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC/MS). To
determine the minimum inhibitory (MIC) and minimum bactericidal (MBC) Concentrations
of the essential oils, the microdilution method was used. Essential oils and the marjoritarian
compound eugenol concentrations ranged from 125 to 4000 pg.mL™'. As a positive control,
streptomycin sulfate (12.5 to 100 pg.mL") was used. The growth kinetics were evaluated for
different concentrations of the essential oil (2 %, 1 x, 1/2 X, 1/4 x and 1/8 x MIC) considering
the times: 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 and 180 min. In the membrane permeability assay
with Propidium lodide (PI), the bacteria were exposed to the essential oil at the same
concentrations and times used for the growth kinetic assay. The major compounds identified
in the analyzed essential oils were eugenol, methyl eugenol, and methyl chavicol. The
essential oil CGR 108 had a MIC of 1000 pg.mL™!, while the MBC was 2000 pg.mL!. The
MIC and MBC values for the essential oil CGR 107 were 2000 ug.mL™'. The essential oil
CGR 125 had MIC and MBC of 2000 and 4000 pg.mL™!, respectively. For CGR 318, the MIC
was 4000 pg.mL! and MBC was > 4000 pg.mL". For CGR 209 there was no antibacterial
activity at the concentrations tested. For the compound eugenol, the MIC and MBC were 500
and 1000 pg.mL™!, respectively. In the growth kinetics, for the essential oil CGR 108, with 30
minutes a reduction in optical density was observed for the 2 x and 1 x MIC concentrations.
The highest fluorescence intensity with PI was observed when bacteria were exposed to 2 x
and 1 x MIC concentrations after 30 minutes. The essential oils of Croton grewioides Baill.
and eugenol compound have antibacterial potential against Xanthomonas campestris pv.
campestris.

Key-words: Alecrim-de-cabocla, black-rot, phytochemicals, mechanism of action.

*Supervising Committee: Maria de Fatima Arrigoni-Blank— UFS (Orientadora), Itamara Bomfim Gois
(coorientadora — PNPD/CAPES/PPGAGRI/ UFS).



1. INTRODUCAO GERAL

A crescente utilizagdo dos recursos vegetais, objetivada por uma intensa prospeccao de
novos produtos, pode promover a perda da base genética de espécies bioativas (BLANK et
al., 2004; NIZIO et al., 2015). Adicionalmente, alteragdes antrépicas, desmatamento e
degradacao dos ecossistemas t€ém contribuido para que haja perda da diversidade vegetal.
Essas alteragdes podem, a médio e longo prazo, contribuir para o aumento da vulnerabilidade
e extincdo dessas espécies (SOUZA, 2015). Umas das alternativas utilizadas para a
conservacao de espécies vegetais ¢ a criagcdo de unidades conservadoras de material genético,
como os Bancos de Germoplasmas (BAGs). Os BAGs apresentam como principais fungdes a
identificacdo, caracterizagdo e conservacdo de espécies com relevancia econdmica e
ambiental (BRITO et al., 2021).

Dentre as familias de espécies vegetais que apresentam potencial economico estd a
Euphorbiaceae. E composta por mais de 300 géneros e 8000 espécies, com representantes em
todos os tipos de vegetagdo (ISLAM et al, 2019). Diferentes usos t€m sido relatados para
estas espécies, como producdo de latex, alimentacdo, ornamentagdao, oOleos essenciais,
extratos, resinas, lubrificantes e atividades terapéuticas (CAVALCANTI et al., 2020).

O género Croton ¢ o segundo maior da familia Euphorbiaceae, com aproximadamente
1.200 espécies, e o Brasil ¢ um dos centros de diversidade do género reunindo cerca de 350
espécies (CARNEIRO-TORRES at al., 2011). O género abrange diversas espécies com
potenciais bioativos, incluindo as atividades antimicrobiana (SILVA et al., 2011; SIQUEIRA
et al., 2021), antioxidante (OLIVEIRA et al, 2020), larvicida (SILVA et al, 2019a),
inseticida (CARVALHO et al., 2016), acaricida (SIQUEIRA et al, 2014) e formicida
(BRITO et al., 2020). Além disso, este género possui propriedades terapéuticas, incluindo as
atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva (SOUZA et al., 2010) e antitumoral (MEIRELES
etal., 2016).

Croton grewioides Baill., conhecida popularmente como alecrim-de-cabocla ou
canelinha, é uma espécie endémica do Brasil e ocorre nos biomas Caatinga e Cerrado (SiBBr,
2021) sobre solo arenoso e argiloso com afloramento rochoso. Possui héabito arbustivo ou
subarbustivo e pode medir até 3 metros de altura (CARNEIRO-TORRES et al.,, 2011). E uma
planta aromadtica, produtora de O6leo essencial que apresenta propriedades bioativas
cientificamente comprovadas (CAVALCANTI et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020).

A espécie tem demonstrado potencial terapéutico no tratamento de distarbios
intestinais, dores € como estimulante de apetite (SILVA et al., 2015). Além disso, os dleos
essenciais de C. grewioides possuem atividades antimicrobiana (CAVALCANTI et al., 2020)
e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2020). A partir das andlises quimicas dos 6leos essenciais
da espécie, observou-se predominadncia de sesquiterpenos e fenilpropanoides, tornando-os
fontes promissoras de substancias bioativas a serem investigadas (MEDEIROS et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2020).

Oleos essenciais sio misturas complexas sintetizadas a partir do metabolismo
secundario das plantas (ALMEIDA et al., 2020). Quimicamente sao formados por compostos
volateis, aromaticos, geralmente de baixo peso molecular e de natureza lipofilica (MOURA et
al., 2019). A diversidade na composicdo quimica encontrada em espécies bioativas tem
intensificado os estudos relacionados a atividade bioldgica destas espécies devido ao
crescente investimento em pesquisas para a descoberta de novos principios ativos. Na
agricultura, as espécies bioativas tem ganhado destaque principalmente no controle
microbiano, assim como na descoberta de compostos para formulacdo de biopesticidas
(NAZARRO et al., 2013; SILVA et al., 2020).

A produgdo agricola pode ser severamente comprometida devido a ocorréncia de
doencas como a podriddo negra, causada pela fitobactéria Xanthomonas campestris pv.
campestris, comum em Brassicaceae (TILMISINA ef al., 2020). A fitobactéria penetra através
de ferimentos mecanicos ou aberturas naturais e multiplicam-se intensamente nos espagos



intracelulares atingindo todos os 6rgdos da planta. Os principais sintomas da podridao negra
sao manifestados nas folhas com surgimento de lesdes amareladas em forma de “V” e
escurecimento das nervuras (ARAUJO e TEBALDI, 2019).

As principais medidas de controle da podridao negra sao o uso de material propagativo
sadio e resistente, eliminacdo de restos culturais e controle quimico, com o qual ¢ realizado o
tratamento de sementes e pulverizacao nas folhas com produtos a base de cobre e antibioticos
(SILVA et al, 2020; HURTADO et al, 2021). Contudo, o uso indiscriminado de
agroquimicos sintéticos pode causar impactos negativos ao meio ambiente € a saide humana.
Somado a isso, 0 uso excessivo destes, bem como a alta capacidade de mutagdo das bactérias,
contribuem com a aquisi¢do de resisténcia das fitobactérias. Este fato vem impulsionando a
busca por antimicrobianos de baixo poder residual e com formulagdes a base de matérias-
primas naturais, a exemplo dos 6leos essenciais (ARAUJO et al., 2019).

Resultados promissores do uso de 6leos essenciais no controle de bactérias Gram-
negativas que apresentam diferentes mecanismos de agdo tém sido relatados (SILVA et al.,
2019b; SIQUEIRA et al., 2021). Dado o potencial da espécie C. grewioides como alternativa
ao uso de produtos sintéticos e a necessidade de conservacao de sua variabilidade genética, a
qual, associada aos fatores ambientais, interfere na composi¢do quimica e no teor dos dleos
essenciais (MELITO et al., 2019), observa-se a necessidade de estudos relacionados a
caracterizacdo quimica do material conservado. Tais informagdes sdo necessarias para o
delineamento de estratégias de conservagdo, manejo e uso de forma sustentavel deste recurso
genético. Ademais, a caracterizagdo quimica fornece informagdes relevantes para a selegao de
individuos com alto teor de 6leo essencial e para prospec¢do de compostos quimicos
destinados a formulagao de bioprodutos (NASCIMENTO et al., 2020; BRITO et al., 2021).

Devido a escassez de estudos para investigar a propriedade bactericida de 6leos
essenciais em espécies do género Croton, objetivou-se avaliar a atividade antibacteriana e o
mecanismo de agdo dos Oleos essenciais de Croton grewioides Baill. sobre a fitobactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Croton

A familia Euphorbiaceae ¢ um dos grupos mais complexos e diversos em termos
morfoldgicos e taxondmicos entre as angiospermas (OLIVEIRA, 2013). A familia ¢ composta
por mais de 300 géneros e 8000 espécies com ampla distribuicdo, possuindo representantes
em todos os tipos de vegetagdo (LUCENA e ALVES, 2010; ISLAM et al., 2019). No Brasil,
estdo entre as 10 familias mais representativas das angiospermas, com 72 gé€neros e cerca de
1100 espécies, sendo que 638 sao endémicas (SOUZA e LORENZI, 2008; NEERAJ e LAL,
2019). Na regido Nordeste encontra-se cerca de 210 espécies e 45 géneros, com 17 espécies
endémicas do bioma Caatinga (LUCENA e ALVES, 2010).

As espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae tém demonstrado significativa
importancia econdmica, especialmente na alimentacdo, ornamentagdo, producdo de latex,
combustivel, o0leos essenciais, resinas, lubrificantes e atividades terapéuticas (TRINDADE e
OSMAR, 2014; CAVALCANTI et al., 2020).

Croton ¢ o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, pertence a subfamilia
Crotonoideae e a tribo Crotoneae (CARNEIRO-TORRES et al., 2017). Possui cerca de 1.200
espécies com ampla distribuicdo nas regides tropicais, mas também em dareas subtropicais e
temperadas do hemisfério Norte. As espécies desta familia sdo popularmente conhecidas
como velames ou marmeleiro (SILVA et al., 2009).

O Brasil € um dos principais centros de diversidade do género com aproximadamente
350 espécies, das quais 252 sdo endémicas. A regido Nordeste do Brasil possui alta
diversidade do género, com cerca de 90 espécies, sendo que 69 ocorrem no bioma Caatinga.
O género ¢ representado por arbustos, subarbustos, arvores e lianas, presentes,
principalmente, na vegetacdo secundaria (CARNEIRO-TORRES et al.,, 2011; CARNEIRO-
TORRES et al., 2017).

A 1identificagdo do género Crofon pode ser realizada pela presenga de tricomas
estrelados, fasciculados ou conspicuos nas folhas; inflorescéncia racemosa ou pistilada;
presenca de cinco pétalas; filetes livres com grao de polen esférico; presenca de latex colorido
ou incolor; folhas senescentes, geralmente alternas verticiladas com presenca de glandulas na
lamina foliar, no apice ou na base do peciolo (LIMA e PIRANI, 2003; LIMA et al., 2006).

O género Croton possui espécies aromaticas e produtoras de 6leos essenciais que sao
constituidos por uma mistura complexa de compostos com propriedades bioativas
caracteristicas (SOUZA et al., 2017). Dentre as espécies que constituem o género estdo: C.
argyrophyllus Kunth, C. argyrophylloides Muell. Arg., C. nepetaefolius Baill., C.
sonderianus Muell. Arg., C. linearifolius Muell. Arg., C. triqueter Lam., C. tetradenius Baill.,
C. splendidus Mart., C. urucurana Baill. e C. grewioides Baill. (LIMA e PIRANI, 2003;
RANDAU et al., 2004).

O perfil quimico do género Croton ¢ diversificado com metabdlitos secundarios que
incluem terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos. Essas substincias apresentam um
grande potencial econdomico, o que torna o género amplamente promissor para prospecgao e
estudos relacionados a atividade biologica dos principios ativos (SILVA et al., 2008; SILVA
etal., 2011).

Andlises fitoquimicas realizadas com os 6leos essenciais de espécies do género Croton
identificaram 109 compostos pertencentes as mais diversas classes estruturais como:
monoterpenoides, sesquiterpenoides e fenilpropanoides (SILVA et al, 2008; ALMEIDA-
PEREIRA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020). Nesse sentido, estudos tém demonstrado que
diferentes espécies do género Crofon apresentam substiancias com propriedades bioativas,
como, por exemplo, atividade fungicida (SOUZA et al., 2006; FONTENELLE et al., 2008),
anti-inflamatoria, antinociceptiva, analgésica (SOUZA et al., 2010), acaricida (SIQUEIRA et
al, 2014), antitumoral (MEIRELES et al, 2016), inseticida (CARVALHO et al., 2016),



larvicida (SILVA et al., 2019a), antioxidante (OLIVEIRA et al., 2020), formicida (BRITO et
al., 2020) e antimicrobiana (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2021).

2.1.1 Croton grewioides Baill.

Croton grewioides Baill. ¢ conhecida popularmente como alecrim-de-cabocla ou
canelinha. E uma espécie endémica do Brasil que ocorre nos biomas Caatinga, Cerrado ¢ em
solos arenosos com afloramentos rochosos, entre 440 a 600 metros de altitude. A espécie
ocorre nos estados do Rio Grande do Norte, Bahia, Pernambuco, Ceara, Goias, Minas Gerais
e Sergipe (SILVA et al., 2010; CARNEIRO-TORRES et al., 2011; SiBBr, 2021).

A espécie apresenta habito arbustivo ou subarbustivo ereto, possui caule pouco
ramificado e pode medir de 0,7 a 3 metros de altura (Figura 1A). E uma planta monoica com
inflorescéncia terminal, tirsoides e continuas. As flores sdo pistiladas, diclamideas, valvares,
pentameras, de coloragdo creme e variando de 4,5 a 6 mm de comprimento (LIMA e PIRANI,
2003; SILVA et al., 2010). Os estames sao curtos, livres, com grao de polen globosos e
abertura do tipo elipsoide. Na inflorescéncia feminina o ovario ¢ supero, tricarpelar, trilocular
e em cada l6culo possui apenas um unico 6évulo (WEBSTER, 1993). As folhas sdo alterna
simples, apice agudo, base cuneada e limbo foliar levemente arredondado com margem
serrilhada. Em suas folhas e galhos estdo presentes tricomas estrelados e fasciculados com
latex ausente (LIMA e PIRANI, 2003; SILVA et al, 2010; CARNEIRO-TORRES et al.,
2011).
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Figura 1. Acessos (A) presentes na cole¢do do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas
Medicinais e Aromaticas localizado na Fazenda Experimental “Campus Rural” da UFS, frutos
(B) e sementes (C) de Croton grewioides Baill. Fotos: Taise Concei¢do Rodrigues, 2021.

Os frutos sao em forma de capsula, geralmente orbiculares (Figura 1B). As sementes
sdo carunculadas, lisas, com a face dorsal convexa e coloracdo variando do castanho ao
alaranjado (Figura 1C). A espécie apresenta floracdo nos meses de janeiro, outubro e
novembro (SILVA et al., 2010; CARNEIRO-TORRES et al,, 2011).

As caracteristicas que podem ser utilizadas para a identificagdo da espécie sdo a
presenca de sépalas pistiladas estreitamente oblongas, alta densidade de tricomas na face
abaxial das folhas, além do forte aroma frequentemente perceptivel em material herborizado
(LIMA e PIRANI, 2003).



Propriedades bioativas cientificamente comprovadas tém sido atribuidas aos seus
Oleos essenciais, como a antibacteriana (MEDEIROS et al., 2017, CAVALCANTI et al.,
2020) ¢ inseticida (SILVA et al., 2008). Oleos essenciais obtidos de diferentes acessos de C.
grewioides, presentes no BAG de Plantas Medicinais e Aromaticas da Universidade Federal
de Sergipe, bem como seus compostos majoritarios eugenol, metil eugenol e metil chavicol
apresentaram atividade antioxidante (OLIVEIRA et al, 2020). Medeiros et al. (2017)
observaram atividade moduladora da resisténcia bacteriana a antibidticos para o 6leo essencial
de C. grewioides e seu composto majoritario o-pineno. Nos oOleos essenciais foram
identificados 18 compostos, dos quais 55,56% foram monoterpenos e 44,44% sesquiterpenos.

Na medicina popular, a espécie ¢ usada para tratamento da gripe, dor de cabecga,
disturbios intestinais, estimulante de apetite, sedativo (SILVA et al, 2015) e atividade
antidiarreica (DA SILVA et al., 2016), sendo o seu potencial terapéutico atribuido aos seus
extratos e 6leos essenciais.

2.2 Metabolitos secundarios e caracterizacio quimica de 6leos essenciais

O metabolismo ¢ um conjunto de reagdes quimicas que ocorrem continuamente no
interior das células vegetais e ¢ classificado em primario e secundario. O metabolismo
primario ¢ um conjunto de processos metabolicos que possui distribuicdo universal e
desempenham funcdes fundamentais para o crescimento e desenvolvimento do vegetal (TAIZ
etal., 2017; SHIH e MORGAN, 2020).

O metabolismo secundario ¢ formado a partir do metabolismo priméario e consiste na
biossintese de compostos organicos com distribuicdo restrita. Esses metabodlitos ndo tem
participacdo direta no desenvolvimento do vegetal, entretanto, conferem vantagens a
sobrevivéncia da planta, permitindo melhores adaptagdes as variacdes ambientais (SOARES
et al, 2016; ALMEIDA et al, 2020). Os metabolitos secundarios, a exemplo dos Oleos
essenciais, geralmente apresentam grande interesse econdmico e ambiental, devido as
atividades bioldgicas que desempenham (SHIH e MORGAN, 2020).

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substincias volateis, lipofilicas, com
baixo peso molecular, que geralmente apresentam odor agraddvel e coloragdo levemente
amarelada. S3o produzidos e armazenados em canais oleiferos, bolsas secretoras, tricomas
glandulares ou em células de parénquimas florais e foliares, conferindo o aroma caracteristico
destas estruturas (MORAES, 2009; MOURA et al., 2019).

Além de favorecer a dispersao de polens e sementes, os 0leos essenciais tém fungdo de
protecdo contra radiacdo UV, predadores, perda de dgua e inibem o crescimento de plantas
competidoras (PINHEIRO, 2003). Sao frequentemente extraidos das folhas, mas podem ser
encontrados em inflorescéncias, sementes, cascas, frutos e¢ raizes (PORTO et al., 2008). A
extracao pode ser realizada por meio de arraste a vapor d’agua, hidrodestilagdo, expressao de
pericarpo de frutos citricos, por solventes, enfloragdo ou extracdo por dioxido de carbono
(COy) supercritico (MORAES, 2009).

Quimicamente, os 6leos essenciais sao formados por uma mistura complexa de
terpenos, terpenoides e fenilpropanoides. Os terpenos sdo hidrocarbonetos compostos por
varias unidades de isopreno, e sdo classificados de acordo com o niimero de isoprenos na
molécula. Os terpenos mais comuns s3o 0s monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos. Os
terpenoides sdo terpenos com a presenca de oxigénio na sua estrutura quimica e podem ser
classificados em alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, éteres e fenois. Ja os fenilpropanoides, tais
como eugenol e metil eugenol, sdo provenientes do aminoacido fenilalanina e formados por
um anel aromatico unido a uma cadeia de trés carbonos (TONGNUANCHAN e BENJAKUL,
2014; STEVANOVIC et al., 2018).

A biossintese e o rendimento dos oleos essenciais podem variar de acordo com o
estadio de desenvolvimento da planta (MORAES, 2009), temperatura, precipitacdo, ventos,
radiacado, tipo de solo, horario e época de colheita, praticas culturais, bem como com o tempo
de extracdo e dos padroes de variacdo geografica (MELITO et al., 2019). Esses fatores,
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associados a variabilidade genética da planta, contribuem com a variacdo da composi¢do
qualitativa e quantitativa dos dleos essenciais (SOUZA et al., 2017).

Estudos visando a conservagao e caracteriza¢do de germoplasma de espécies bioativas
vem crescendo de maneira consideravel, principalmente devido ao potencial socioecondmico
destas (BLANK et al., 2004; CAMELO et al., 2011). Somado a isso, a expansio agricola, o
desmatamento e a fragmentagdo de habitats naturais t€m intensificado as pressdes sobre a
cobertura vegetal, causando perdas dos recursos genéticos e, consequentemente, das fontes de
variabilidade dessas espécies. Dessa forma, os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs)
tornam-se uma das principais estratégias para a conservagao ex sifu destes recursos genéticos
(BRITO et al., 2021).

Uma das atividades realizadas em um BAG ¢ a caracterizacdo do germoplasma que
tem por objetivo quantificar a diversidade presente na colecdo. A caracterizacao do
germoplasma de plantas bioativas gera informagdes uteis para o manejo da coleg¢do, o que
permite delinear estratégias para inclusdo de novos materiais, uso e programas de
melhoramento genético (SOUZA 2015; BRITO et al, 2021). Diferentes métodos sao
utilizados para a caracterizagdo de recursos genéticos de plantas bioativas, entre eles estao as
avaliagdes de caracteristicas morfoagronomicas, quimicas e moleculares (SOUZA, 2015;
NASCIMENTO et al., 2020).

A caracterizagdo molecular contribui para o conhecimento da diversidade e estrutura
genética das espécies em nivel de DNA, assim como para estimar o grau de parentesco entre
os acessos (BRITO et al., 2021). Com a caracterizagdo morfoagrondmica sao analisados os
aspectos morfolégicos, anatdomicos e agrondmicos, os quais poderdo ser utilizados para a
identificacdao de acessos com caracteristicas relevantes para uso imediato ou em programas de
melhoramento (NASCIMENTO et al., 2020).

A caracterizagdo quimica de plantas aromaticas possibilita a discriminacao dos acessos
quanto a presenca e concentracdo de compostos bioativos. Essas informagdes contribuem para
a manutencao da diversidade quimica, potencializando a exploracao sustentavel dos recursos
genéticos vegetais. Adicionalmente, pode auxiliar nos estudos de propriedades funcionais dos
Oleos essenciais, uma vez que seus constituintes t€ém funcdo direta nas atividades bioativas
(SAMPAIO et al., 2016). O estudo da diversidade do perfil quimico também contribui para a
investigacdo de fatores que influenciam a variabilidade quimica dos Oleos essenciais, tais
como, fatores ambientais e/ou genéticos (PEREIRA et al., 2019; CANDIDO et al., 2021).

A prospeccdo quimica, portanto, bem como de etnobotanica, sdo de grande
importancia para o conhecimento e entendimento das propriedades bioativas das espécies
aromaticas. Estes dados corroboram com a ampliacdo do conhecimento cientifico, selecdao de
individuos superiores e a conservagdo do bioma onde estas espécies sdo encontradas
(ALMEIDA-PEREIRA et al., 2017; BRITO et al., 2021).

2.3 Atividades bioativas dos 0leos essenciais

Entre os 100.000 metabolitos secundarios conhecidos de plantas, cerca de 3.000 estdo
presentes nos Oleos essenciais. Destes, 300 sdo de interesse comercial nas areas agricolas,
farmacéuticas, alimenticias e cosméticas (SILVA et al., 2019b).

Os o6leos essenciais de plantas tém despertado um grande interesse, principalmente por
reunir compostos fitoquimicos que podem interferir ou alterar o funcionamento celular
dos seres vivos, incluindo predadores e microrganismos (ARAUJO et al., 2019; BLANK et
al., 2019; SIQUEIRA et al., 2021).

As propriedades bioldgicas dos Oleos essenciais estdo diretamente relacionadas com
sua natureza volatil, lipofilica e de baixo peso molecular, caracteristicas que conferem alta
capacidade de penetragdo na membrana citoplasmatica, causando alteragdes em sua estrutura
e funcionalidade. Além disso, os Oleos essenciais possuem uma composi¢do quimica
complexa, com diferentes propor¢des e interagdes, o que pode influenciar no seu mecanismo
de acdo (CHOWDAPPA et al., 2018; SWAMY et al., 2016; SILVA et al., 2020).



Propriedades bioativas dos 6leos essenciais e dos compostos majoritarios de espécies
de Croton tém sido relatadas. Oleos essenciais obtidos das folhas de C.
growioides apresentaram atividade antioxidante confirmada por meio da eliminagdo de
radicais livres (DPPH e ABTS) e poder redutor (FRAP). Os o6leos essenciais estudados
apresentaram como compostos majoritarios eugenol (42,68%), metil eugenol (85,58%) e metil
chavicol (59,85%), os quais podem conferir maior potencial antioxidante ao dleo essencial
devido a presenca de fendis doadores de hidrogénio (OLIVEIRA et al., 2020).

Oleos essenciais de folhas de C. fetradenius apresentaram efeito formicida via
fumigacdo, demonstrando potencial para formula¢do de um bioproduto (BRITO et al., 2020).
O potencial inseticida dos oleos essenciais de folhas de C. grewioides foi observado contra
Zabrotes subfasciatus Boheman. Os 06leos essenciais testados apresentaram predominancia de
fenilpropanoides, cujo componente majoritario foi o (E)-anetol (SILVA et al., 2008).

Na area microbiologica, a eficiéncia dos Oleos essenciais obtidos de espécies do
género Croton tem sido comprovada (ROCHA et al, 2021). Os oOleos essenciais de C.
argyrophylloides, C. nepetaefolius ¢ C. zehntneri (sinonimia: C. grewioides) apresentaram
atividade antifingica contra a cepa Microsporum canis. Entre as espécies testadas, C.
argyrophylloides apresentou os melhores resultados, com MIC variando de 9 a 19 ug.ml™
(FONTENELLE et al., 2008).

Por meio do método de microdilui¢ao em caldo, verificou-se a atividade antibacteriana
dos oleos essenciais de C. tetradenius Baill. e C. puliogiodora Baill. contra a cepa
multirresistente Staphylococcus aureus. A concentragdo inibitoria minima (MIC) dos o6leos
essenciais variaram de 4000 a 8000 pg.mL’'. Também foi observado atraso da fase
exponencial no ensaio de crescimento cinético bacteriano utilizando-se 2000 pg.mL™! destes
Oleos essenciais (ROCHA et al., 2021).

Oleos essenciais de dois genotipos de C. tetradenius Baill. combinados com os
antibidticos comerciais ciprofloxacina e meropenem apresentaram efeito sinérgico ou aditivo
frente as bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli,
demostrando que os 6leos essenciais potencializaram a acdo antibidtica. Por meio dos perfis
cromatograficos dos Oleos essenciais, foram identificados 25 compostos com predominancia
de canfora (13,95%) e p-cimeno (17,55%). Nesse estudo, constatou-se que os compostos
presentes nos Oleos essenciais, a exemplo dos monoterpenos e sesquiterpenos, atuam
desbloqueando os canais presentes na membrana bacteriana, facilitando a passagem dos
antibioticos na célula (SIQUEIRA et al., 2021).

O oleo essencial de caule e folhas de C. doctoris inibiu o desenvolvimento das
bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, apresentando MIC de 10 mg.mL™.
Os oleos essenciais apresentaram 22 compostos, sendo oxido de cariofileno (24,5%) e E-
cariofileno (13,3%), os majoritarios (CANDIDO et al., 2021).

A producao agricola ¢ afetada por doengas causadas por insetos e fitopatogenos que
podem reduzir o rendimento. Este fato vem impulsionando a busca por agroquimicos de baixo
poder residual e com formulagdes a base de matérias-primas naturais (ARAUJO et al.,, 2019).
Dessa forma, tornam-se pertinentes estudos referentes a toxicidade dos 6leos essenciais, uma
vez que o controle de fitopatdgenos a partir dos 6leos volateis pode ser uma alternativa eficaz
para a eliminacdo de organismos causadores de doencas em diferentes espécies vegetais.
Adicionalmente, nos sistemas de producdo organicos, ha a necessidade de métodos
alternativos com eficicia comprovada para o controle de doencas (BONAPAZ et al., 2019).

2.4 Xanthomonas campestris pv. campestris

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) € uma fitobactéria Gram-negativa,
pertencente a ordem Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae e ao género Xanthomonas
(GARRITY e HOLT, 2000). A Xcc ¢ o agente casual da podridao negra, uma doenca que
compromete, principalmente, a parte aérea de plantas do género Brassica (TILMISINA et al.,



2020). No Brasil, essa fitobactéria tem ampla distribui¢do territorial sendo classificada como
Praga Quarentendria Presente (PQP) de acordo com a Instrucdo Normativa 45, de 29 de
agosto de 2018 (BRASIL, 2018).

A Xcc € uma bactéria baciliforme que mede 0,4-0,6 x 0,8-2,0 um, possui um flagelo
polar e ¢ aerdbica estrita. A colonia das Xcc em meio de cultura possui aspecto viscoso,
brilhante e coloragdo amarelada. A coloragdo amarelada se dd devido a producdo de um
pigmento denominado xantomonadina. O pigmento ¢ um exopolissacarideo dcido chamado de
goma xantana, que ¢ essencial para a sua patogenicidade e viruléncia (WHITMAN et al.,
2015).

A penetragdo da fitobactéria ocorre através de ferimentos mecanicos e/ou aberturas
naturais, principalmente estdmatos e nectarios. A bactéria multiplica-se nos espacos
intracelulares e atinge o sistema vascular espalhando-se por toda a planta (ARAUJO et al.,
2019). A Xcc pode sobreviver em sementes, solos, restos culturais (GAZDIK et al., 2021),
como também interagir com insetos e plantas hospedeiras para favorecer sua sobrevivéncia e
infeccdo (MARCUZZO, 2009).

Os sintomas da podriddo negra sdo caracterizados por lesdes amareladas de aspecto
seco em forma de “V”, iniciando-se nas margens das folhas e expandindo para o centro
através do sistema vascular. A progressao da doenca ocasiona a murcha e necrose da area
infectada (SANTOS et al., 2008). Em casos mais severos ocorre queda parcial ou total das
folhas, resultando na morte da planta (ARAUJO e TEBALDI, 2019).

Para o controle da Xcc recomenda-se o uso de material propagativo sadio e de
cultivares resistentes, eliminagdo de 6rgaos e plantas infectadas, manejo na época de chuva e
producao, rotacdo de cultura, eliminagdo de plantas invasoras e higienizacao de ferramentas
para eliminar possiveis hospedeiros do patdgeno (LOPES e ALBUQUERQUE, 2018).

O uso de antibidticos (Kasumin®, oxitetraciclina e sulfato de estreptomicina) e
compostos cupricos sdo os principais métodos de controle quimico para podriddo negra.
Entretanto, o uso excessivo de agentes quimicos sintéticos pode contribuir para o
desenvolvimento de bactérias resistentes. Além disso, os residuos quimicos podem acumular
no solo e tecidos vegetais, acarretando uma série de impactos ambientais e risco a saude
humana (SILVA et al, 2020, HURTADO et al, 2021). Dessa forma, o uso de o6leos
essenciais de plantas aromaticas tem sido estudado como uma alternativa para o controle de
fitopatdgenos devido as suas propriedades bioativas e menor toxidade (CHOWDAPPA et al.,
2018; SILVA et al., 2019b; SILVA et al., 2020).

Os mecanismos de acdo dos 6leos essenciais sobre as fitobactérias podem estar
associados aos compostos majoritarios, bem como as interagdes sinérgicas entre os diferentes
componentes (SEOW et al., 2014). A atividade antimicrobiana ndo ¢ atribuivel apenas a um
mecanismo de acdo, mas a uma cascata de reagdes envolvendo toda a célula bacteriana
(NAZARRO et al, 2013). Em geral, os 6leos essenciais podem atuar na desnaturagdo de
proteinas, coagulagdo do citoplasma, alteragdo na transferéncia de ions e distirbios na parede
celular, promovendo vazamento do contetido intracelular (NAZARRO et al, 2013;
CHOWDAPPA et al., 2018). Adicionalmente, os 0leos essenciais podem ativar mecanismos
de defesa da planta, favorecendo a lignificagdo da parede celular e producdo de enzimas
(LUCAS et al., 2012).

A agdo dos monoterpenos e sesquiterpenos, compostos presentes na maioria dos 6leos
essenciais, afeta diretamente a integridade da membrana celular microbiana alterando a
manutencio do pH e equilibrio de ions inorganicos (CANDIDO et al., 2021). Além disso,
esses compostos podem alterar o transporte de ions nas células reduzindo o movimento
flagelar bacteriano (NAZARRO et al., 2013).

Estudos in vitro tém demonstrado a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais para
o controle da podridao negra. Os 6leos essenciais de cinco gendtipos de Cordia curassavica e
suas combinagdes apresentaram atividade bactericida para Xcc com concentragdo inibitoria



minima (MIC) entre 500 e 1000 pg.mL'. E, entre as diferentes combinagdes dos 6leos
essenciais, 70% apresentaram efeito aditivo (SILVA et al., 2020).

Oleos essenciais de Lippia gracilis inibiram o crescimento in vitro de Xcc com valores
de MIC entre 0,7 a 1,0 mg.mL™. Os compostos majoritarios timol e carvacrol também
inibiram 100% do crescimento bacteriano apds 24 horas com MIC de 0,25 mg.mL™". Esse
estudo demostrou, por meio da microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo, que os
Oleos essenciais de L. gracilis promovem alteragdes estruturais na membrana citoplasmatica
bacteriana (SILVA et al., 2019b).

Em pesquisas para a prospec¢do de novos compostos bioativos antimicrobianos ¢
relevante considerar as concentragdes minimas a serem testadas, além da possibilidade de se
obter a informacdo do tempo necessario que um oleo essencial, em diferentes concentragdes,
requer para causar a morte bacteriana. Adicionalmente, sdo limitados os estudos sobre o
mecanismo de agcdo dos Oleos essenciais, visto que o grande nimero de compostos presentes
pode influenciar em diferentes processos, o que dificulta a determinagdo de um unico
mecanismo (SILVA et al., 2019b; SILVA et al., 2020).
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4. ARTIGO 1

CARACTERIZACAO QUIMICA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEOS
ESSENCIAIS DE Croton grewioides BAILL. SOBRE O FITOPATOGENO
Xanthomonas campestris pv. campestris

Periodico submetido (ou a ser submetido): Pesticide Biochemistry and Physiology
RESUMO

Croton grewioides Baill. ¢ uma espécie aromatica que possui propriedades bioativas
comprovadas. Considerando o potencial da espécie, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antibacteriana in vitro dos 6leos essenciais de C. grewioides sobre Xanthomonas
campestris pv. campestris. Os 0leos essenciais dos acessos de C. grewioides foram extraidos
pelo método da hidrodestilagdo e analisados por Cromatografia Gasosa Acoplada e
Espectrometria de Massas. Para a determinacdo das concentracdes inibitdria minima (MIC) e
bactericida minima (MBC) dos 6leos essenciais ¢ do composto eugenol, foi utilizado o
método de microdiluicdo. As concentragdes dos oOleos essenciais e do eugenol variaram de
125 a 4000 pg.mL!. Como controle positivo utilizou-se sulfato de estreptomicina (12,5 a 100
pg.mL™1). A cinética de crescimento e o ensaio da permeabilidade da membrana foram
avaliados para diferentes concentracdes do dleo essencial (2 x, 1 x, 1/2 x, 1/4 x e 1/8 x MIC).
Os compostos majoritarios identificados nos 6leos essenciais foram eugenol, metil eugenol e
metil chavicol. O 6leo essencial CGR 108 apresentou menor MIC (1000 pg.mL™') e MBC
igual a 2000 pg.mL!. Para o eugenol a MIC e a MBC foram obtidas com 500 e 1000 pg.mL"
!, respectivamente. Foi observada perda da viabilidade celular das bactérias apos 30 min de
exposicao ao Oleo essencial CGR 108 nas concentragoes 2 x e 1 x MIC, o que foi
comprovado pela intensidade de fluorescéncia com PI. Os oleos essenciais de Croton
grewioides Baill. e o composto eugenol apresentam potencial antibacteriano contra
Xanthomonas campestris pv. campestris.

Palavras-chave: Alecrim-de-cabocla, podridao negra, fitoquimicos, mecanismo de agao.
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ABSTRACT

CHEMICAL CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF
ESSENTIAL OILS FROM Croton grewioides BAILL. ON THE PHYTOPATHOGEN
Xanthomonas campestris pv. campestris.

Croton grewioides Baill. is an aromatic species that has proven bioactive properties.
Considering the potential of the species, this work was carried out to evaluate the in vitro
antibacterial activity of essential oils from C. grewioides on Xanthomonas campestris pv.
campestris. The essential oils from accessions of C. grewioides were extracted by the
hydrodistillation method and analyzed by Gas Chromatography Coupled to Mass
Spectrometry. To determine the Minimum Inhibitory (MIC) and Minimum Bactericidal
(MBC) Concentrations of essential oils and the compound eugenol, the microdilution method
was used. The concentrations of essential oils and eugenol ranged from 125 to 4000 pg.mL™".
As a positive control, streptomycin sulfate (12,5 to 100 pg.mL") was used. Growth kinetics
and membrane permeability assay were evaluated for different essential oil concentrations (2
x, 1 %, 1/2 x, 1/4 x and 1/8 x MIC). The major compounds identified in essential oils were
eugenol, methyl eugenol, and methyl chavicol. The essential oil CGR 108 had the lowest MIC
(1000 pg.mL™") and MBC equal to 2000 pg.mL!. For eugenol, MIC and MBC were obtained
with 500 and 1000 pg.mL!, respectively. Loss of bacterial cell viability was observed after 30
min of exposure to CGR 108 essential oil at 2 x and 1 x MIC concentrations, which was
confirmed by the intensity of fluorescence with PI. The essential oils of Croton grewioides
Baill. and the compound eugenol have antibacterial potential against Xanthomonas campestris
pv. campestris.

Key-words: Alecrim-de-cabocla, black rot, phytochemicals, mechanism of action.

4.1. Introducao

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) sdo fitobactérias, Gram-negativas,
aerdbicas estritas que possuem formato baciliforme (0,4-0,6 x 0,8-2,0 um) e um unico flagelo
polar (GARRITY e HOLT, 2000). Em meio de cultura seu crescimento ¢ liso, viscoso e
possui coloragao amarelada devido a producao de um exopolissacarideo denominado de goma
xantana (WHITMAN et al., 2015). Essa fitobactéria é o agente casual da podridao negra, uma
doenca que compromete, principalmente, a parte aérea de plantas da familia Brassicaceae
(TILMISINA et al, 2020). Esse fitopatdgeno tem ampla distribui¢do territorial e causa
reducdo da qualidade dos produtos, sendo responsavel por mais de 50% de perdas da
produtividade das cruciferas (VIEIRA et al., 2015).

Os sintomas caracteristicos da podridao negra sdo lesdes amareladas de aspecto seco
em formato de “V”, iniciando pelas margens das folhas e progredindo para o centro. Com a
evolucdo da doenga o patdogeno atinge o sistema vascular causando escurecimento das
nervuras e necrose do tecido foliar. Em casos mais severos ocorre queda parcial ou total das
folhas e, consequentemente, a morte da planta (ARAUJO e TEBALDI, 2019).

As principais medidas de controle preventivo da podriddo negra sdo rotagcdo de
cultura, uso de cultivares resistentes, eliminagdo de restos culturais e de plantas invasoras, € 0
controle quimico (LOPES e ALBUQUERQUE, 2018). Para o controle quimico ¢ realizado
tratamento prévio de sementes e pulverizacdo das folhas com compostos cupricos e
antibioticos (HURTADO et al., 2021). Entretanto, as praticas culturais sdo pouco eficientes
no tratamento da doenga e o uso excessivo de agentes quimicos sintéticos contribui para o
desenvolvimento de bactérias resistentes. Adicionalmente, os residuos quimicos podem se
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acumular nos solos, corpos d'dgua e tecidos vegetais, acarretando uma série de impactos
negativos a saide humana e ao meio ambiente (SILVA et al., 2020; HURTADO et al., 2021).

Em decorréncia destes fatores, a busca por produtos com baixo poder residual e de
formulacdes a base de matérias-primas naturais tem sido impulsionada (ARAUJO et al,
2019). Os oleos essenciais, provenientes do metabolismo secundario vegetal, apresentam
compostos quimicos que podem exercer fungdes importantes na interacdo planta-patdogeno,
seja ativando os mecanismos de defesa da planta (LUCAS et al., 2012) ou atuando na
estrutura e funcionalidade da célula bacteriana (SILVA et al., 2019).

A atividade antimicrobiana contra um grande nimero de fitopatdgenos, incluindo
espécies resistentes a antibioticos e antiflingicos, tem sido relatada para os 6leos essenciais de
diferentes espécies de Croton (CANDIDO et al., 2021; SIQUEIRA et al., 2021; ROCHA et
al., 2021). Croton ¢ o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, com
aproximadamente 1200 espécies distribuidas principalmente nas regides tropicais. O Brasil ¢
um dos principais centros de diversidade do género com aproximadamente 350 espécies, das
quais 252 sdo endémicas (CARNEIRO-TORRES et al., 2017; NEERAJ e LAL, 2019).

Croton grewioides Baill. ¢ uma planta aromatica endémica do Brasil que ocorre nos
biomas Caatinga e Cerrado, onde ¢ popularmente conhecida como alecrim-de-cabloco ou
canelinha (SiBBr, 2021). E uma planta de habito arbustivo ou subarbustivo ereto, com caule
pouco ramificado e pode medir até 3 metros de altura (CARNEIRO-TORRES et al., 2011).

A espécie ¢ produtora de Oleos essenciais que possuem propriedades bioativas
comprovadas, tais como atividade antibacteriana (CAVALCANTI et al., 2020), antioxidante
(OLIVEIRA et al., 2020) e inseticida natural (SILVA et al., 2018). Além disso, ¢ utilizada na
medicina popular no tratamento de gripe, distirbios intestinais, estimulante de apetite,
sedativo (SILVA et al., 2015), problemas respiratorios (SERRA et al, 2019) e atividade
antidiarreica (DA SILVA et al., 2016).

As analises fitoquimicas realizadas com os Oleos essenciais de Croton grewioides
Baill. permitiram identificar compostos pertencentes as mais diversas classes estruturais, tais
como monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, tornando-os fontes promissoras de
principios ativos a serem investigados (SILVA et al, 2008; MEDEIROS et al, 2017,
OLIVEIRA et al., 2020).

Nao existem estudos disponiveis sobre o efeito da atividade dos dleos essenciais de
Croton grewioides Baill. e seu mecanismo de ac¢do contra a fitobactéria Xanthomonas
Campestris pv. campestris. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a composicao
quimica e a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de acessos de Croton grewioides
Baill. contra Xanthomonas campestris pv. campestris.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material vegetal e extracio de 6leo essencial

A colecdo de Croton grewioides Baill. estd implantada no Banco Ativo de
Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe na
Fazenda Experimental "Campus Rural” da UFS, Sao Cristovao, Sergipe, Brasil (11°00'S, 37
°12'W). Os 29 acessos presentes na colecdo sao provenientes dos estados de Sergipe e da
Bahia (Tabela 1) e estdo organizados em delineamento em blocos casualizados, com trés
repeticoes. Cada parcela ¢ constituida por duas plantas.

As coletas de folhas de C. grewioides para a extracdo dos oleos essenciais foram
realizadas entre os meses de maio e julho de 2020, sob temperatura média de 26 + 6°C
(CPTEC, 2020). As folhas coletadas foram armazenadas em sacos de papel e secas em estufa
com circulacao de ar forgcada a 40 £ 1°C por cinco dias. Os 6leos essenciais foram extraidos
por hidrodestilagdo em Aparelho Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo por 120
minutos (EHLERT et al., 2006). Para isso, foram utilizadas amostras de 40 g de folhas secas e
1,5 L de 4gua destilada. Apos a extragdo, os 0leos essenciais foram armazenados em frascos
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ambar a -20°C até a analise da composicdo quimica e atividade antibacteriana. O teor de dleo
essencial foi calculado por meio da seguinte formula:

Vol= Volume de 6leo essencial extraido da amostra;

Teor (%) = [(Vol/MS)] x 100

MS= Massa seca da amostra.

Tabela 1. Codigo, origem e informagdes geograficas dos 29 acessos da colecdo de Croton
grewioides Baill. do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais ¢ Aromaticas,
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovao, Sergipe, Brasil, 2022.

Dados geograficos

Codigo Municipio de origem Estado (latitude; longitude)
CGR-103 Pogo Verde Sergipe S 10°55'17.8" W 37°06'04.1"
CGR-104 Pogo Verde Sergipe S 10°55'17.8" W 37°06'04.1"
CGR-106 Poco Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°58'06.5" W 37°51'48.4"
CGR-107 Poco Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°58'06.5" W 37°51'48.4"
CGR-108 Poco Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°58'06.5" W 37°51'48.4"
CGR-113 Poco Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°58'06.9" W 37°51'49.1"
CGR-124 Poc¢o Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°57'55.6" W 37°51'49.8"
CGR-125 Poc¢o Redondo-Serra da Guia Sergipe S 09°57'55. 6" W 37°51'49.8"
CGR-204 Poc¢o Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'06,7" W 37°51'48,6"
CGR-209 Poc¢o Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'13,1" W 37°51'51,0"
CGR-210 Poc¢o Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'08,8" W 37°51'50,5"
CGR-212 Poc¢o Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'09,1" W 37°51'51,5"
CGR-215 Poco Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°58'06,9" W 37°51'49,0"
CGR-220 Poco Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°57'55,9" W 37°51'49,7"
CGR-221 Poco Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°57'56,3" W 37°51'48,8"
CGR-222 Poco Redondo- Serra da Guia Sergipe S 09°57'56,5" W 37°51'48,4"
CGR-302 Conceigao do Coité Bahia S 11°35'78,6" W 39°18'99,6"
CGR-304 Conceigao do Coité Bahia S 11°35'78,6" W 39°19'00,2"
CGR-306 Conceicdo do Coité Bahia S 11°35'78,2" W 39°19'00,9"
CGR-307 Conceicdo do Coité Bahia S 11°35'79,0"W 39°19',01,2"
CGR-308 Conceicdo do Coité Bahia S 11°35'77,0" W 39°19'01,1"
CGR-309 Conceicdo do Coité Bahia S 11°35'76,2" W 39°19'00,8"
CGR-310 Conceigdo do Coité Bahia S 11°35'75,5" W 39°19'00,0"
CGR-311 Conceigéo do Coité Bahia S11°36'01,1" W 39°17'97,3"
CGR-312 Conceigdo do Coité Bahia S 11°35'78,3" W 39°18'99,1"
CGR-313 Conceigao do Coité Bahia S 11°35'89,7" W 39°18'11,4"
CGR-318 Conceigao do Coité Bahia S11°36'01,3" W 39°17'97,5"
CGR-323 Conceigao do Coité Bahia S 11°36'02,9" W 39°17'98,0"
CGR-324 Conceigéo do Coité Bahia S 11°36'01,5" W 39°17'97,2"

CGR- Croton grewioides Balill.

4.2.2. Analise quimica dos dleos essenciais

A separacdao e identificacdo dos compostos presentes nos oOleos essenciais de C.
grewioides foram realizadas em um cromatografo gasoso (Agilent Model 7890B) acoplado a
um espectrometro de massas (Agilent Model 5977 A MSD). A CG foi equipada com uma
coluna capilar de silica fundida DB-5MS (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno x 0,25 um de espessura, Agilent). O gés de arraste usado foi o hélio com uma taxa de
fluxo de 1 mL/ min. A energia de ionizacao foi de 70 eV e a faixa de deteccao de massa de 40
a 500 Da. Um amostrador automatico (Agilent G4513A) foi usado para injetar 1 pl de cada
amostra (10 mg do 6leo essencial/ mL de solugdo) em modo “splitless”. A temperatura inicial
do forno foi de 35°C (mantida por dois minutos), seguida de um aumento de 10 °C/min até



21

100 °C (mantida por um minuto). Apds, a temperatura foi elevada a 3 °C/min até 250 °C, e
mantida por trés minutos.

O processamento dos dados foi realizado utilizando o software Mass Hunter (Versao
B 7.0, Agilent Technologies). Os compostos foram identificados por meio da comparacao de
seus espectros de massas com os presentes no banco de dados NIST (National Institute of
Standards & Technology). Adicionalmente, foi calculado o indice aritmético (Al) de cada
composto, o qual foi determinado de acordo com o tempo de retengdao de uma sequéncia de n-
alcanos (C8 - C24), seguido da comparagdao dos valores obtidos com aqueles presentes na
literatura (ADAMS, 2017) e outras bases de dados online (PubChem e Chemspider).

4.2.3. Atividade antimicrobiana
4.2.3.1. Isolados bacterianos

Os testes para atividade antimicrobiana foram realizados no laboratério de
Enzimologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS). O fitopatogeno Xanthomonas
campestris pv. campetris 629IBSBF (XCC-629IBSBF) foi obtido da colegao de fitobactérias
do Instituto Biologico de Sao Paulo (Sao Paulo, Brasil). A bactéria foi revitalizada em meio
de cultura YM (Yeast-Malt: 3 g.L"! de extrato de levedura, 3 g.L"! de extrato de malte, 5 g.L"!
de peptona e 10 g.L! de sacarose, pH 6,0) sob agitagio orbital (150 rpm/ 28°C + 2). Para os
testes de atividade antimicrobiana, foi utilizado o indculo padronizado. Para isso, foi realizada
leitura usando um comprimento de onda de 600 nm em leitor de microplacas Synergy ™ H1
da BioTek Hybrid Technology. Apds, as amostras foram padronizadas para uma densidade
optica correspondente a 0,5 na escala McFarland (1 x 10 UFC.mL™"). As culturas foram
plaqueadas em meio YM sélido (20 g.L"! de 4gar) para comprovar a pureza da cultura.

4.2.3.2. Screening in vitro da atividade antimicrobiana dos éleos essenciais de Croton
grewioides Baill.

Inicialmente foram realizados screenings com os 6leos essenciais dos 29 acessos de C.
grewioides (Tabela 1) a fim de selecionar aqueles com maior porcentagem de inibig¢do para o
isolado Xcc 62911BSBF.

A solucdo de oleo essencial para cada acesso foi composta por oOleo essencial
dissolvido em DMSO (2%, Dimetilsulfoxido- Sigma Aldrich, 99,9% de pureza) e diluidos em
meio de cultura YM liquido para uma concentracio de 1000 pg.mL™. Os ensaios foram
realizados em placas de microdiluicdo de 96 pogos, sendo adicionados 100 puL da solugdo de
0leo essencial e 100 puL da suspensdo bacteriana Xcc 6291IBSBF padronizada, obtendo uma
concentracdo final para os 6leos essenciais de 500 pg.mL"'. Como controle positivo foi
utilizado sulfato de estreptomicina (Antibiotico- Purex INLAB) na concentracdo de 100
png.mL!, dissolvido em meio de cultura YM, e como controle negativo foi utilizado o meio
YM acrescido de DMSO (2%). As microplacas foram incubadas sob agitagdo orbital (150
rpm/ 28°C =+ 2) durante 24 horas. A determinagao da atividade antimicrobiana foi avaliada por
leitura da absorvancia num leitor de microplaca Synergy ™ H1 Hybrid (BioTek Instruments,
Inc., Winooski, VT, EUA) utilizando um comprimento de onda de 600 nm.

4.2.3.3. Determinacdo da concentra¢iao inibitéoria minima e concentracio minima
bactericida

A concentragdo inibitéria minima (MIC) e bactericida minima (MBC) para os 6leos
essenciais € o composto majoritario eugenol (Sigma-Aldrich®) foram determinadas pelo
método de microdilui¢do de acordo com o protocolo estabelecido por NCCLS/CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute - M7-A6). Para isso, foram selecionados cinco 6leos
essenciais de C. grewioides de acordo com a porcentagem de inibi¢ao observada no Screening
(Item 4.2.3.2.) e com os municipios de origem (Tabela 1).

Os oleos essenciais CGR 107, CGR 108, CGR 125, CGR 209, CGR 318 e o composto
eugenol foram dissolvidos em DMSO (2%, Sigma Aldrich, 99.9% pureza) e, em seguida,
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diluidos em meio YM nas concentragdes variando de 125 pg.mL"' a 4000 ug.mL"'. O ensaio
de microdiluicao foi realizado em microplacas de 96 pogos, nas quais foram adicionados, para
cada 6leo essencial e o composto eugenol, 100 pL da solugdo do dleo ou do composto
eugenol e 100 pLL da suspensdo bacteriana Xcc 6291IBSBF padronizada. A concentragdo do
padrao eugenol foi testada de acordo com o conteido desse composto presente no 6leo
essencial de maior atividade antibacteriana. O controle positivo consistiu de sulfato de
estreptomicina diluido em meio de cultura YM, com concentra¢do variando entre 12,5 e 100
png.mL!. Para o controle negativo foi adicionado aos pogos meio de cultura YM acrescido de
DMSO (2%)).

As microplacas foram incubadas sob agitagao orbital (150 rpm/ 28°C £ 2) durante 24
horas. Em seguida foi medida a absorvancia a 600 nm usando um Leitor de microplaca
Synergy ™ H1 Hybrid (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). A MIC foi definida
como a menor concentragdo de 6leo essencial e do composto eugenol que causou 100% de
inibi¢ao do crescimento da Xcc-629IBSBF.

Para determinacdo da MBC foram retirados 100 pL do contetido dos pogos com
auséncia de crescimento bacteriano, os quais foram transferidos para placa de petri (100x20
mm) contendo meio de cultura YM sélido (20 g.L!' de 4gar). As placas foram mantidas em
estufa por 24 horas a 37°C + 2. Foi considerada bactericida a concentragao do 6leo essencial e
do composto eugenol que ndo apresentou crescimento bacteriano apos 24 horas de incubagao.

4.2.3.4. Cinética de crescimento bacteriano

A cinética de crescimento do o6leo essencial que apresentou a menor MIC foi
determinada pela técnica de microdiluicdo realizada conforme descrito no item 4.2.3.3. Para
isso, aliquotas de 100 pl da cultura Xcc-629IBSBF padronizada foram distribuidas em placas
de microdilui¢do. Cada pogo recebeu 100 uL da solucao de dleo essencial (dissolvido em
DMSO, 2%, e diluido em meio de cultura YM liquido) com as concentragdes correspondentes
a2 x 1x,1/2x,1/4 xe 1/8 x MIC. Nos pontos de tempo 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 e 180
min, as microplacas foram lidas em leitor Synergy ™ HI1 da Bio TekHybrid Technology
usando um comprimento de onda de 600 nm. Como controle negativo, foram distribuidos 100
pL de Xcc-629IBSBF padronizada e 100 puL de meio YM liquido acrescido de DMSO (2%)).
As microplacas foram mantidas sob agitag¢ao orbital (150 rpm/28°C + 2) no decorrer do ensaio
e retiradas para leitura nos pontos de tempo escolhidos.

4.2.3.5. Ensaio de permeabilizacio de membrana

Células bacterianas em fase exponencial (1x10% CFU.ml!) foram tratadas por 5, 10,
15, 30, 45, 60, 120 ¢ 180 min com o6leo essencial (2 %, 1 x, 1/2 %, 1/4 x ¢ 1/8 x MIC) do
acesso de C. grewioides que apresentou maior atividade antimicrobiana. Apos a exposi¢ao ao
6leo essencial, as células foram centrifugadas a 14.000 g/ 25 °C durante 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com Tampao Fosfato Salino (PBS) e,
em seguida, incubadas com iodeto de propidio (PI, 6 mM) a 35 °C por 15 min no escuro.
Posteriormente, a suspensao de células marcadas foi distribuida em microplacas de 96 pocos.
A intensidade de fluorescéncia do PI foi medida por meio do leitor de microplacas Synergy ™
H1 (BioTekHybrid Technology) usando um filtro de excitacdo de 493/20 nm e emissao de
632 nm/40 nm. Como controle negativo, utilizou-se células Xcc-629IBSBF padronizadas
marcadas com PI e, como controle positivo, células Xcc-629IBSBF padronizadas mortas em
banho-maria por 5 min a 100°C e marcadas com PL

4.2.4. Analise dos dados

Os resultados da composicdo quimica, teor e screening in vitro dos 0leos essenciais
foram submetidos a andlise de varidancia (ANOVA) e ao teste de Scott-Knott (p< 0,05)
utilizando o programa estatistico SISVAR® versao 5.6 (FERREIRA, 2011).
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Os ensaios para a determinagdo das concentragdes inibitoria (MIC) e bactericida
minima (MBC), cinética de crescimento e permeabilidade de membrana foram realizados em
triplicata. Os dados gerados foram plotados como média + erro padrdo da média (EPM) com o
auxilio do software Graph Pad Prism (versdo 7, CA, San Diego, EUA, 2012).

A identificagdo dos compostos relacionados com a atividade bacteriostatica foi
realizada usando o método de Analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-
DA). O método foi utilizado para associar a porcentagem de ocorréncia dos compostos
presentes nos Oleos essenciais com a concentracdo inibitéria minima (MIC) observada. O
método PLS-DA foi construido usando dois componentes que explicaram pelo menos 99% da
variancia do modelo. A andlise foi realizada na plataforma Metaboanalyst (CHONG et al.,
2019).

4.3. Resultados

4.3.1. Composicao quimica dos oleos essenciais

O teor de dleo essencial variou significativamente entre os acessos de C. growioides
(Tabela 1), sendo observadas as maiores médias para os acessos CGR 324, CGR 302, CGR
307 e CGR 222 (5,80%, 5,55%, 5,42% e 5,38%, respectivamente).

Os compostos mais abundantes detectados nos oleos essenciais foram: metil eugenol
(90,32% em CGR 302; 87,09% em CGR 307; 82,76% em CGR 304; 84,56% em CGR 308;
82,19% em CGR 323 e 82,07% em CGR 210), metil chavicol (88,13% em CGR 324) e
eugenol (80,38% em CGR 108 e 80,37% em CGR 107). Com base no perfil quimico, foi
possivel identificar maiores proporgdes de sesquiterpenos (47,37%) e fenilpropanoides
(42,10%) que de monoterpenos (10,53%) nos dleos essenciais de C. grewioides (Tabela 2).

Tabela 2. Composicdo quimica dos Oleos essenciais dos acessos da colecdo de Croton
grewioides Baill. do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais € Aromaticas,
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristévao, Sergipe, Brasil, 2022.

Compostos IRR-lit CGR103 CGR104 CGR106 CGR107 CGR108 CGRI113
Myrcene 988 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e 1,30 a 0,00 e
(E)-B-Ocimene 1044 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Methyl chavicol 1195 0,00 f 0,00 f 38,38d 0,00 f 0,00 f 0,00 f
(Z)-Anecthole 1249 1,18 a 2,09 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Anecthole 1282 1,83 b 3,47 a 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
6-Elemene 1335 0,50 h 0,41 h 2,20d 2,77b 2,78 b 2,37¢
Eugenol 1356 0,00 o 0,00 o 46,70 d 80,37 a 80,38 a 0,00 o
Methyl eugenol 1403 0,51 0,19] 0,00 0,00 0,00 76,85 ¢
o-Santalene 1416 0,00 b 2,03a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Caryophyllene 1417 3,17 ¢ 0,00 f 2,83 ¢ 4,18b 2,52 ¢ 2,84 ¢
o-Humulene 1452 0,25a 0,42 a 0,00 b 0,27 a 0,00 b 0,00 b
n.i.1463 1463 0,00 b 20,56 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Germacrene D 1481 0,00 h 0,00 h 1,84 b 321a 2,00b 1,34 ¢
(E)-Methyl isoeugenol 1491 31,43 a 5,84 b 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
Bicyclogermacrene 1500 0,00 h 0,00 h 3,92d 495 ¢ 497 ¢ 4,02d
n.i.1506 1506 42,59 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Eugenol acetate 1514 0,00 e 0,00 e 0,86 b 1,18 a 0,00 e 0,00 e
n.i.1519 1519 0,00 b 37,82 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Spathulenol 1576 3,07 a 1,22 a 1,76 a 1,43 a 3,01a 2,74 a
Caryophyllene oxide 1582 1,23 b 2,01 a 0,00d 0,00d 0,00d 0,25d
Xanthoxylin 1667 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 4,80 a
(2E,6E)-Methyl

farnesoate 1783 0,00 f 0,00 f 0,78 ¢ 097 ¢ 1,96 d 3,04b
Teor (%) 2.74D 242D 4,00b 3,42b 3,92b 3,30b

Continua



24

Cont.

Compostos IRR-lit CGR124 CGRI125 CGR204 CGR209 CGR210 CGR212
Myrcene 988 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,90b 0,84 c 0,00 ¢
(E)-B-Ocimene 1044 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 1,21 a 0,00 b
Methyl chavicol 1195 0,00 f 0,00 f 68,23 b 0,00 f 0,00 f 0,00 f
(Z)-Anecthole 1249 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Anecthole 1282 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
6-Elemene 1335 1,28 f 1,77 e 2,09d 2,48 ¢ 2,09d 1,78 ¢
Eugenol 1356 37,67 f 43,99 ¢ 18,05k 19,99 0,00 o 36,04 ¢
Methyl eugenol 1403 50,00 g 40,94 i 0,66 j 63,11¢ 82,07b 46,26 h
o-Santalene 1416 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Caryophyllene 1417 1,54 ¢ 1,37 ¢ 1,92d 1,33 ¢ 1,90d 1,64 ¢
o-Humulene 1452 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
n.i.1463 1463 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Germacrene D 1481 025¢g 0,64 f 1,05 ¢ 0,64 f 1,20d 1,18d
(E)-Methyl isoeugenol 1491 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
Bicyclogermacrene 1500 2,34 f 3,13 ¢ 3,64d 432 ¢ 3,62d 324 ¢
n.i.1506 1506 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Eugenol acetate 1514 0,00 e 0,22d 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,57 ¢
n.i.1519 1519 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Spathulenol 1576 248 a 1,93 a 1,41 a 2,18a 2,02a 1,96 a
Caryophyllene oxide 1582 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d
Xanthoxylin 1667 1,00 ¢ 1,01 ¢ 1,19 ¢ 0,64 ¢ 2,98 b 2,73b
(2E,6E)-Methyl

farnesoate 1783 2,71b 2,99b 1,76 d 2,42 ¢ 2,26 ¢ 2,68 b
Teor (%) 3,55b 4,17b 433a 471 a 4,05b 3,80 b
Compostos IRR-lit CGR215 CGR220 CGR221 CGR222 CGR302 CGR304
Myrcene 988 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,60d 0,00 e 0,00 e
(E)-B-Ocimene 1044 1,46 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Methyl chavicol 1195 0,00 f 0,00 f 0,00 f 0,00 f 4,01 f 14,90 e
(Z)-Anecthole 1249 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Anecthole 1282 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
6-Elemene 1335 3,09b 3,06 b 3,65a 1,74 ¢ 1,52 f 0,88 g
Eugenol 1356 17,82 k 78,80 b 73,88 ¢ 29,38 1 0,00 o 0,00 o
Methyl eugenol 1403 55,08 f 3,76 j 0,19] 5430 f 90,32 a 82,76 b
o-Santalene 1416 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Caryophyllene 1417 496 a 0,00 f 3,71b 2,84 ¢ 0,00 f 0,00 f
o-Humulene 1452 0,62 a 0,00 b 0,27 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b
n.i.1463 1463 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Germacrene D 1481 1,46 ¢ 1,87 b 1,71 b 0,71 £ 0,00 h 0,00 h
(E)-Methyl isoeugenol 1491 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
Bicyclogermacrene 1500 5,35b 550b 6,23 a 3,06 ¢ 2,75 ¢ 1,46 g
n.i.1506 1506 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Eugenol acetate 1514 0,00 e 1,10 a 1,11 a 0,29d 0,00 e 0,00 e
n.i.1519 1519 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Spathulenol 1576 2,16 a 2,17 a 242 a 1,78 a 1,40 a 0,00 a
Caryophyllene oxide 1582 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d
Xanthoxylin 1667 5,51a 0,00d 0,00d 1,76 ¢ 0,00d 0,00d
(2E,6E)-Methyl

farnesoate 1783 1,09 e 2,17 ¢ 3,04b 2,64 b 0,00 f 0,00 f
Teor (%) 4,05b 3,33b 2,88 b 5,38 a 5,55a 4,80 a
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Compostos IRR-lit CGR306 CGR307 CGR308 CGR309 CGR310 CGR311
Myrcene 988 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 ¢ 0,00 e
(E)-B-Ocimene 1044 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Methyl chavicol 1195 0,00 f 0,00 f 1,23 f 1,34 f 0,00 f 0,00 f
(Z)-Anecthole 1249 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Anecthole 1282 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
6-Elemene 1335 1,87 ¢ 2,17d 2,65¢ 2,25d 2,49 ¢ 1,78 ¢
Eugenol 1356 45,76 d 0,00 o 0,00 o 9,01 m 31,38 h 13,671
Methyl eugenol 1403 38,501 87,09 a 84,56 b 78,61 c 43,65h 70,57 d
o-Santalene 1416 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Caryophyllene 1417 1,19¢ 0,00 f 0,44 £ 0,00 f 2,51¢ 2,08 d
o-Humulene 1452 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,19 a 0,00 b
n.i.1463 1463 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Germacrene D 1481 1,31 ¢ 1,30 ¢ 1,02 ¢ 1,17d 1,38 ¢ 098¢
(E)-Methyl isoeugenol 1491 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
Bicyclogermacrene 1500 3,56d 3,82d 4,66 ¢ 3,95d 438 ¢ 3,30 e
n.i.1506 1506 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Eugenol acetate 1514 0,74 b 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e
n.i.1519 1519 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Spathulenol 1576 1,77 a 1.57 a 221 a 1,70 a 342 a 1,60 a
Caryophyllene oxide 1582 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,67 ¢ 0,00d
Xanthoxylin 1667 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 2,48 b 0,00d
(2E,6E)-Methyl

farnesoate 1783 2,64 b 291b 2,07 ¢ 1,67d 221¢ 3,88 a
Teor (%) 4,17b 542 a 5,05a 5,21 a 3,30b 4,71 a
Compostos IRR-lit CGR312 CGR313 CGR318 CGR323 CGR324
Myrcene 988 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e
(E)-B-Ocimene 1044 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 1,24 a
Methyl chavicol 1195 48,74 ¢ 1,15 f 1,01 f 0,00 f 88,13 a
(Z)-Anecthole 1249 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Anecthole 1282 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
6-Elemene 1335 1,53 f 2,47 ¢ 2,22d 2,28d 2,59 ¢
Eugenol 1356 0,00 0 6,00 n 29,92 1 0,00 0 0,00 0
Methyl eugenol 1403 42,271 81,98 b 55,61 f 82,19b 0,00 j
o-Santalene 1416 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
(E)-Caryophyllene 1417 1,02 ¢ 0,75 ¢ 0,00 f 3,23 ¢ 0,00 f
o-Humulene 1452 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
n.i.1463 1463 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Germacrene D 1481 0,57 f 0,00 h 0,90 ¢ 1,78 d 0,00 h
(E)-Methyl isoeugenol 1491 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
Bicyclogermacrene 1500 2,72 ¢ 437 ¢ 391d 3,87d 437 ¢
n.i.1506 1506 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Eugenol acetate 1514 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e 0,00 e
n.i.1519 1519 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b 0,00 b
Spathulenol 1576 1,42 a 1,51 a 1,53 a 231a 0,73 a
Caryophyllene oxide 1582 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d
Xanthoxylin 1667 0,00d 0,00d 0,00d 2,77b 0,00d
(2E,6E)-Methyl

farnesoate 1783 0,72 ¢ 1,77d 3,88 a 1,16 ¢ 2,48 ¢
Teor (%) 4,55a 3,67b 438a 4,13b 5,80 a
Fenilpropanoides (%) 42,10

Sesquiterpenos (%) 47,37

Monoterpenos (%) 10,53

n.i.- ndo identificado; Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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A andlise de componentes principais estd apresentada na Figura 1. O primeiro
componente principal explicou 35,35% da variacdo total e foi positivamente relacionado aos
compostos o-santalene, n.i. 1463 e n.i. 1519 (r = 0,56). O segundo componente principal
explicou 14,11% da variacdo total e foi positivamente correlacionado com os compostos metil
chavicol (0,60), metil eugenol (0,54), n.i. 1463 (0,56), bicyclogermacrene (0,58), espatulenol
(0,57) e (2E, 6E)-metil farnesoate (0,54).

Os compostos n.i. 1463, a-santalene e n.i. 1519 apresentaram alta correlacdo e sdo os
compostos observados no acesso CGR 104.
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Figura 1. Distribuicio dos compostos quimicos dos 6leos essenciais de Croton
growioides Baill. em relacdo aos dois componentes principais por meio da andlise de
componentes principais (PCA). Myrc: Mirceno; Oci: (E)-B-Ocimeno; MC: Metil chavicol; Z-Anet: (Z)-
Anetol; E-Anet: (E) Anetol; Elem: 8-Elemeno; Eug: Eugenol; ME: Metil eugenol; Sant: a-Santaleno; E-Car: (E)-
Cariofileno; Hum:o-Humuleno; n.i.1463: ndo identificado/ IR:1463; GermD: Germacreno D; E-MI: (E)-Metil
isoeugenol; B-germ: Biciclogermacreno; n.i.1506: ndo identificado/ IR:1506; EA: Acetato de eugenol; n.i.1519:
nao identificado/ IR:1519; Spat: Espatulenol; Car-O: Oxido de cariofileno; Xant: Xantoxilin; 2E,6EMF:
(2E,6E)-Metil farnesoato.

4.3.2. Screening in vitro da atividade antimicrobiana dos dleos essenciais dos acessos de
Croton grewioides Baill.

Os acessos de C. grewioides foram divididos em dois grupos conforme a porcentagem
de inibicao sobre a fitobactéria Xcc (Figura 2). O primeiro grupo foi formado por 18 acessos,
sendo 12 acessos do estado de Sergipe e seis do estado da Bahia. O segundo grupo apresentou
menor porcentagem de inibi¢ao e foi formado por 11 acessos com trés acessos do estado de
Sergipe e oito acessos do estado da Bahia.

Os acessos oriundos do estado de Sergipe, com excecdo dos CGR 204, CGR 212 e
CGR 215, exibiram expressiva atividade antibacteriana. Dentre os 6leos essenciais testados,
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os acessos CGR 107 (86,52 %) e CGR 108 (85,15 %) apresentaram maiores porcentagens de
inibicao bacteriana, ambos provenientes do municipio de Pogo Redondo - Serra da Guia (SE).
Em geral, os acessos oriundos do estado da Bahia exibiram baixa atividade antibacteriana,
salvo os 0leos essenciais CGR 308, CGR 310, CGR 311 ¢ CGR 318.

A partir dos resultados obtidos, foram selecionados dentro de cada procedéncia os
Oleos essenciais dentro do grupo que apresentou maior atividade antibacteriana (CGR 107,
CGR 108, CGR 209, CGR 125 e CGR 318) para a determinagdo das concentragdes inibitoria
minima (MIC) e bactericida minima (MBC).
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Estreptomicina

Acessos de Croton grewioides Baill.

Figura 2. Screening dos oleos essenciais de Croton grewioides Baill. sobre o crescimento in
vitro de Xathomonas campestris pv. Campestris.

4.3.3. Concentracio inibitéria minima e concentracio minima bactericida

O 6leo essencial CGR 108 apresentou o menor valor de MIC (1000 ug.mL™") dentre os
6leos testados, e a MBC foi obtida com 2000 pg.mL™!. Os valores de MIC e MBC para o 6leo
essencial CGR 107 foi de 2000 pg.mL™!. O 6leo essencial CGR 125 apresentou MIC de 2000
pg.mL! e MBC de 4000 pg.mL! (Tabela 3).

Com relagdo ao oleo essencial CGR 209, as concentragdes testadas nao foram
suficientes para inibir o crescimento bacteriano. Para o 6leo essencial CGR 318 a MIC foi de
4000 pg.mL!, no entanto nio verificou-se atividade bactericida para as concentracdes
testadas. Considerando o composto padrdo eugenol, a MIC foi obtida com 500 ug.mL! e a
MBC com 1000 pg.mL™'. O sulfato de estreptomicina (controle positivo) atingiu efeito
bactericida a partir da concentracio 25 pg.mL!, inibindo 100% do crescimento bacteriano
apos 24 horas.
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Tabela 3. Concentragdes inibitoria minima (MIC) e bactericida minima (MBC) dos 6leos
essenciais de Croton grewioides Baill. e do composto eugenol sobre o crescimento in vitro de
Xantomonas campestris pv. campestris.

Croton grewioides Baill. MIC + EPM (pg.mL™) MBC + EPM (pg.mL™)
Estreptomicina 25+0,740 25
CGR 107 2000 + 0,000 2000
CGR 108 1000 £ 0,000 2000
CGR 125 2000 =+ 0,000 4000
CGR 209 > 4000 > 4000
CGR 318 4000 £+ 0,000 > 4000
Eugenol (80,38%) 500 + 0,000 1000

MIC refere-se a concentracdo minima necessaria para inibir 100% do crescimento das Xcc. Os valores
correspondem a Média + Erro Padrao da Média (EPM) de trés experimentos. Para MBC o EPM ¢ zero.

O método PLS-DA foi utilizado para identificar os compostos presentes nos 6leos
essenciais de C. grewioides que estdo correlacionados com a atividade antibacteriana contra a
fitobactéria Xcc (Figura 3). Para a analise, foram utilizados os dois componentes que
explicaram no minimo 99% da variancia do modelo (Componente 1: 99,80%, Componente 2:
0,10%). Os valores Q2 (capacidade preditiva do modelo) para a validacdo do modelo do MIC
foram 0,7 e 0,98 (para os componentes 1 e 2, respectivamente). Os valores observados para a
validacdo do modelo sugerem que as informagdes obtidas por meio desta andlise sdo
confiaveis.

O composto correlacionado a atividade antibacteriana que apresentou maior
importancia na proje¢do (VIP) foi o eugenol, dado o alto valor desse composto para a classe
de MIC 1000 pg.mL™ (Valor do coeficiente: 2,4). O composto metil eugenol apresentou alta
correlacdo com a classe de oOleos essenciais de MIC > 4000 pg.mL™ (altamente
correlacionado com baixa atividade antibacteriana - Valor de coeficiente: 2,2). O composto
(E)-Cariofileno apresentou alta correlacdo com a classe de 6leos essenciais de MIC 2000
pg.mL™! (Valor de coeficiente: 1,0), conforme observado na Figura 3.

4.3.4. Cinética de crescimento bacteriano e ensaio de permeabilidade de membrana

A intensidade de fluorescéncia e a cinética de crescimento foram analisadas para os
tempos 5, 10 e 15 minutos (dados nao apresentados), no entanto, a atividade antibacteriana foi
observada a partir de 30 minutos de exposicao ao 6leo essencial CGR 108 de C. grewioides
(Figura 4A e 4B).

Observou-se aumento na permeabilidade da membrana apds 30 minutos de exposicdo
ao Oleo essencial CGR 108 para as concentracdes 1x e 2x MIC, quando comparadas ao
tratamento ndo exposto ao 6leo essencial (controle negativo). Observou-se também que as
concentragdes 1x e 2x MIC apresentaram maiores valores de intensidade de fluorescéncia em
todos os tempos de incubag¢do analisados (Figura 4A).

A MIC/2 apresentou aumento de intensidade de fluorescéncia no tempo 180 minutos,
sugerindo que esta concentragdo ndo causa morte celular instantaneamente. Por outro lado, as
concentracoes MIC/4 e MIC/8 nao apresentaram diferenca na intensidade de fluorescéncia
quando comparadas ao tratamento ndo exposto ao Oleo essencial, comprovando que
concentragdes subinibitdrias ndo causam perda da integridade da membrana bacteriana.
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Figura 3. Valores de coeficientes (VIP scores) obtidos com o método PLS-DA para os
compostos presentes nos 6leos essenciais dos acessos de Croton grewioides Baill. em relagao

a concentracao inibitéria minima (MIC) contra Xanthomonas campestris pv. campestris. Myrc:
Mirceno; Oci: (E)-B-Ocimeno; MC: Metil chavicol; Z-Anet: (Z)-Anetol; E-Anet: (E) Anetol; Elem: d-Elemeno;
Eug: Eugenol; ME: Metil eugenol; Sant: a-Santaleno; E-Car: (E)-Cariofileno; Hum:a-Humuleno; n.i.1463: nio
identificado/ IR:1463; GermD: Germacreno D; E-MI: (E)-Metil isoeugenol; B-germ: Biciclogermacreno;
n.i.1506: ndo identificado/ IR:1506; EA: Acetato de eugenol; n.i.1519: ndo identificado/ IR:1519; Spat:
Espatulenol; Car-O: Oxido de cariofileno; Xant: Xantoxilin; 2E,6EMF: (2E,6E)-Metil farnesoato.

Na figura 4B esta a representacdo grafica da curva de crescimento de Xcc tratadas com
diferentes concentragdes do 6leo essencial CGR 108 de C. grewioides. A viabilidade celular
foi reduzida apo6s 30 minutos de exposi¢ao na concentragao 2x MIC do 6leo essencial CGR
108. Em todos os tempos de exposicdo analisados os valores de densidade Optica para o
tratamento 2x MIC foram inferiores quando comparados com o tratamento controle. Esse
efeito ¢ confirmado por meio dos dados de permeabilidade da membrana, onde houve
aumento da intensidade de fluorescéncia a partir de 30 minutos de exposicao ao PI.

Analisando a curva de crescimento das concentragoes 1x MIC e MIC/2, observa-se
acentuada reducdo da densidade Optica apds 45 minutos de incubacdo em relagdo ao
tratamento controle. Indicando uma relagdo direta entre o tempo de exposi¢do e a redugdo do
crescimento bacteriano. As concentragcdes MIC/4 ¢ MIC/8 nao diferiram do tratamento
controle durante o periodo de incubagdo, o que indica falta de atividade antibacteriana para as
cepas testadas.
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Figura 4. Permeabilidade da membrana utilizando iodeto de propidio (A) e cinética de

crescimento (B) de Xanthomonas campestris pv. campestris apOs exposi¢do ao dleo essencial
CGR 108 de Croton grewioides Baill.

4.4. Discussio

Os acessos de Croton grewioides Baill. apresentaram variagdo quantitativa e
qualitativa na composi¢do quimica e no teor dos 6leos essenciais (Tabela 2). A sintese dos
Oleos essenciais ¢ afetada por condi¢des ambientais aliadas aos fatores genéticos (MELITO et
al., 2019). Desta forma, as alteracdes no perfil quimico e na produgdo dos 6leos essenciais de
C. grewioides podem estar relacionadas as variagdes genéticas.
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Os fenilpropanoides, tais como o eugenol, metil eugenol e metil chavicol, sdo
compostos organicos amplamente presentes nos Oleos essenciais de plantas bioativas
(OLIVEIRA et al, 2020). Além disso, os fenilpropanoides foram descritos como
componentes principais em outra espécie do género Croton, como C. nepetifolius contendo
metil eugenol (59,75%) (RIBEIRO et al., 2018). Oliveira et al. (2020) identificaram o metil
eugenol (CGR 112- 85,58% e CGR 126- 45,97%) e o eugenol (CGR 106- 29,51% ¢ CGR
126- 42,68%) como compostos majoritarios para C. grewioides.

A andlise de componentes principais permitiu identificar a correlagdo entre os
compostos presentes nos Oleos essenciais de C. grewioides. Os elementos a-Santalene,
n.i.1463 e n.i. 1519 apresentaram alta correlagdo positiva entre si, o que significa que os 6leos
essenciais que apresentaram alta concentracdo de o-santalene apresentaram as maiores
concentragdes de n.i. 1519 e n.i. 1463. Este padrao foi observado para o 6leo essencial CGR
104. Estes compostos foram negativamente correlacionados com os demais (Figura 1).

Nao ha registros de produtos para o controle da podridio negra causada por
Xanthomonas campestris pv. campestris em brassicas. Produtos cupricos e fungicidas sao
usados de forma preventiva, no entanto, essas medidas sao pouco eficientes no controle da
doenca. Nesse contexto, a selegdo de produtos naturais pode fornecer agentes antimicrobianos
para o controle desta fitobactéria.

Os ¢6leos essenciais de C. grewioides € o composto majoritario eugenol foram eficazes
para a inibi¢do do crescimento da Xcc, o que pode ser visualizado nos resultados dos
experimentos in vitro (Tabela 3). Resultados semelhantes foram obtidos para a atividade
antibacteriana do Oleo essencial de Lippia gracilis (SILVA et al., 2019) e Varronia
curassavica (SILVA et al., 2020) no controle da fitobactéria Xcc.

Estudos anteriores relataram a eficiéncia de oleos essenciais de outras espécies de
Croton no controle microbiano (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2021;
ROCHA et al., 2021). O ¢6leo essencial de C. grewioides € o composto majoritario o-pineno
apresentaram atividades moduladoras de resisténcia a antibioticos contra Staphylococcus
aureus quando incorporados ao meio de cultura (MEDEIROS et al, 2017). Os oleos
essenciais de C. tetradenius e C. pulegiodorus reduziram as taxas de crescimento de
Staphylococcus aureus atrasando o inicio da fase exponencial quando exposta a concentragao
de 2000 pg.mL! (ROCHA et al., 2021).

A atividade inibitoria dos 6leos essenciais podem ser classificadas em alta (MIC entre
50-500 pg.mL!"), moderada (MIC entre 600-1.500 pg.mL"') e baixa (MIC acima de 1.500
ug.mL 1) (SARTORATTO et al., 2004). Com base nessa escala, o 6leo essencial CGR 108 foi
classificado com atividade antibacteriana moderada, enquanto que o composto eugenol
apresentou alta atividade. Deve-se ressaltar que o 6leo essencial CGR 108 apresentou inibi¢ao
contra Xcc com menor MIC quando comparado aos demais acessos (Tabela 3). Essa maior
atividade inibitéria pode estar relacionada ao eugenol, uma vez que este composto estd
presente em maior proporcao neste 6leo essencial (80,38%) (Tabela 2).

A andlise discriminante por quadrados minimos (PLS-DA) permitiu relacionar a
concentracdo de cada composto presente nos 6leos essenciais de acordo com a atividade
antibacteriana. Os resultados demonstraram que a redugdo da atividade antibacteriana esta
associada com oOleos essenciais que contém concentracdes mais elevadas de metil eugenol
(6leos essenciais CGR 209 e CGR 318). Por outro lado, maiores concentragdes de eugenol
foram altamente correlacionadas com o aumento da toxidade contra Xcc (6leo essencial CGR
108) (Figura 3).

Esse dado reforca que a atividade antibacteriana observada para CGR 108 ¢
dependente da concentracdo do eugenol, o que foi comprovado pelos valores de MIC e MBC
para o composto eugenol isolado (Tabela 3). Nesse sentido, a andlise PLS-DA foi ttil para a
identificagdo de compostos promissores associados as atividades bioativas de dleos essenciais
(BRITO et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus-aureus
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/staphylococcus-aureus
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O eugenol ¢ um composto fendlico da classe dos fenilpropanoides e exibe uma série
de propriedades bioldgicas comprovadas. A  significativa atividade antibacteriana
demonstrada pelo eugenol pode estar relacionada a sua conformacdo quimica. A presenca de
uma ligagdo dupla na cadeia lateral e um grupo hidroxila livre (OH) em sua estrutura,
proporciona maior interagdo com a membrana bacteriana, causando aumento da
permeabilidade e perda de metabolitos (NAZARRO et al., 2013).

Adicionalmente, o eugenol reduz a atividade da enzima ATPase, que ¢ responsavel
pela produgao de ATP e regulacdo do pH (QIAN et al., 2020) e pode alterar a propor¢ao de
lipidios na membrana bacteriana (DI PASQUA et al., 2007). Estudos conduzidos por Qian et
al. (2020) confirmaram que o eugenol foi capaz de inibir o crescimento da bactéria Gram-
negativa Klebsiella pneumoniae por meio da alteracdo na integridade da membrana e redugao
da expressdo dos genes pgaA, luxS, wbbM e wzmna, que sdo responsaveis pela formagao de
biofilmes. Além disso, os autores relataram que a exposicdo ao eugenol levou a uma
diminui¢do na concentragao de pH e ATP intracelular.

A reducdo da atividade antibacteriana associada ao metil-eugenol pode ser explicada
pela auséncia do grupo hidroxila livre em sua estrutura, devido a substitui¢do por um grupo
metil (CH3). Esse dado reforga a importancia do grupo hidroxila presente na molécula do
eugenol para a permeabilizagdo da membrana microbiana (OLIVEIRA ef al., 2021).

Os ensaios de permeabilidade de membrana realizados com iodeto de propidio (PI)
permitiram confirmar que o 6leo essencial CGR 108 (I1x e 2x MIC) causa alteracdes
estruturais na membrana bacteriana apos 30 minutos de exposi¢do. O dano a membrana ¢
confirmado na cinética de crescimento, uma vez que as taxas de crescimento reduziram
significativamente apoOs tratamento com Oleo essencial CGR 108 nas concentragdes 1x e 2x
MIC (Figura 4A e 4B).

Silva et al. (2019) observaram aumento na permeabilidade da membrana em Xcc
tratadas com o6leo essencial de L. gracilis e marcadas com iodeto de propidio. O aumento na
permeabilidade ao PI indica mudancas na membrana citoplasmatica, visto que PI ¢ um
corante que penetra em células com membrana danificada e liga-se aos acidos nucleicos
tornando a célula florescente (CROWLEY et al., 2016).

A natureza lipofilica e hidrofobica dos 6leos essenciais permite que o mesmo penetre
na bicamada lipidica causando alteracdes no perfil dos acidos graxos e, consequentemente,
aumento da permeabilidade da membrana. Essa alteracdo leva a reducdo da sintese de ATP,
danificagdo das proteinas de membrana, reducdo no transporte de elétrons e perda de
componentes intracelulares (NAZZARO et al., 2013).

Embora os 6leos essenciais sejam reconhecidos como agentes antibacterianos eficazes,
existem poucas informagdes sobre o mecanismo de acdo dos dleos essenciais, bem como dos
seus constituintes, principalmente contra bactérias fitopatogénicas. Dessa forma, C.
grewioides pode ser uma alternativa eficaz para o controle da Xcc, além de reduzir os
impactos causados por agroquimicos ao meio ambiente e a saude humana.

4.5. Conclusoes

Os oleos essenciais de Croton grewioides Baill., assim como o composto eugenol,
apresentam atividade antimicrobiana contra Xantomonas campestris pv. campestris. A
viabilidade celular ¢ rapidamente reduzida apds contato com o 6leo essencial CGR 108, nas
concentracdes de 1000 e 2000 pg.mL!, o qual causa alteragdes estruturais na membrana
citoplasmatica bacteriana demostrada pela fluorescéncia do iodeto de propidio nas células.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os o6leos essenciais sdao alternativas viaveis ao uso de agroquimicos sintéticos e a
espécie Croton grewioides Baill. apresenta potencial para este fim. O acesso CGR 108
apresentou atividade antibacteriana a partir da concentragdo 1000 pg.mL™. A atividade
antimicrobiana observada para este acesso esta associada a alta concentracdo do composto
eugenol em sua constituigao.

O aumento das concentragdes dos oleos essenciais de C. grewioides causa perda da
viabilidade celular por meio de alteragdes estruturais da membrana citoplasmatica bacteriana,
culminando no aumento da permeabilidade desta. Este fato pdde ser comprovado por meio
dos ensaios com iodeto de propidio (PI).

A identificagdo do eugenol como o composto majoritario responsavel pela atividade
antimicrobiana observada auxilia no delineamento de estratégias para a conservacao, uso €
melhoramento genético da espécie.
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