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RESUMO

SANTOS, Tamiris Aparecida de Carvalho. Atividade antimicrobiana sobre fitopatogenos:
chalconas metoxiladas e 6leos essenciais de Lippia gracilis e seus compostos majoritarios.
Sdo Cristovao: UFS, 2024. 84p. (Tese — Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

O controle quimico é frequentemente utilizado para o controle de doencas agricolas, no
entanto problemas como a contaminacdo ambiental e riscos & salde humana tem
impulsionado a busca por novas alternativas. Os metabolitos secundarios (MS) das plantas
possuem Vérias atividades bioldgicas, dentre elas o controle de microrganismos. As chalconas
sdo produzidas no metabolismo secundario das plantas, mas também podem ser obtidas por
reacdo de Claisen-Scmidt. Outros MS importantes sdo os 0Oleos essenciais (OEs), misturas
volateis complexas com carater hidrofobico e odorifero. Os monoterpenos séo constituintes de
diversos OEs, sendo que os principais presentes nos OEs da espécie Lippia gracilis sdo o
timol e o carvacrol. Estes monoterpenos apresentam diversas atividades bioldgicas, dentre
elas a antimicrobiana. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano de 15
chalconas para os fungos Macrophomina phaseolina, Sclerotium sp, Colletotrichum
gloeosporioides, bactéria Acidovorax citrulli e o fitoparasita Phytomonas serpens. Também
foi determinada a atividade antimicrobiana dos OEs de sete acessos de Lippia gracilis e 0s
compostos majoritérios timol e carvacrol. As chalconas foram inicialmente submetidas a uma
selecdo para atividade antifngica (1mM), antibacteriana (ImM) e antiprotozoaria (25uM).
Posteriormente, para as moléculas que apresentaram inibicao superior a 50%, foi determinada
a ICso. Para o fungo C. gloeosporioides, a molécula com a menor ICs foi avaliada quanto a
seu efeito na permeabilidade da membrana das hifas flngicas. Na atividade antimicrobiana
dos sete OEs e timol e carvacrol foi realizada a determinacdo da CMI e CMB. O inéculo
bacteriano crescido em meio LB na D.O de 0,5 foi exposto aos OEs e monoterpenos e
incubados por 24h (150 rpm/28°C). Foi avaliado crescimento, atividade antibiofilme,
permeabilidade da membrana e motilidade bacteriana. Todos os dados foram expressos em
média e erro padréo, a 1Csp foi calculada por equacéo logaritmica, os dados foram submetidos
a andlise de variancia e teste de Dunnet pelo programa GraphPad prism 8.1. As chalconas
CHO, CH1, CH2, CH8 apresentaram maior potencial antifungico. A menor ICso observada foi
CHO (47,3uM) em C. gloeosporioides. O tratamento com CHO resultou em incremento na
permeabilidade da membrana das hifas de C. gloeosporioides. As chalconas avaliadas
reduziram por volta de 90% a viabilidade de P. serpens, as mais ativas foram CH2, CH3, CH5
e CH14. Todos os OEs avaliados apresentaram inibi¢do (acima de 97,3%) da bactéria A.
citrulli. As menores CMIs foram OE 106 (500 pg.mL™), timol e carvacrol (250ug.mL™?). A
concentracdo da CMI do OE 106, timol e carvacrol inibiram o crescimento bacteriano apds 30
min de exposi¢cdo. Com 60 min de exposi¢do, o0 timol também inibiu o crescimento na
concentracdo sub-inibitéria (*2 CMI). O timol apresentou melhor atividade antibiofilme, com
inibicdo de 100% do biofilme na CMI. Foi constatado o aumento na permeabilidade da
membrana apds 5 min de exposi¢do com a concentracdo da CMI das trés moléculas estudadas.
A motilidade natatoria foi significativamente reduzida com as concentragdes de ¥ e CMI do
timol e carvacrol. As chalconas, assim como os 6leos essenciais de Lippia gracilis e seus
compostos majoritarios, apresentam potencial antimicrobiano para o controle de doencas
agricolas.

Palavras-chave: Antifungica, Antiprotozoaria, Antibiofilme, Membrana plasmatica, Timol,
Carvacrol.

* Comité Orientador: Roberta Pereira Miranda Fernandes — UFS (Orientadora), Ricardo Scher — UFS
(Coorientador).
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ABSTRACT

SANTOS, Tamiris Aparecida de Carvalho. Antimicrobial activity against phytopathogens:
methoxylated chalcones and essential oils from Lippia gracilis and their major
componentes. Sdo Cristovdo: UFS, 2024. 84p. (Thesis — Doctor of Science in Agriculture
and Biodiversity).*

Chemical control is commonly employed for managing agricultural diseases; however, issues
such as environmental contamination and human health risks have prompted the search for
new alternatives. Plant secondary metabolites (SMs) exhibit various biological activities,
including microorganism control. Chalcones are produced in plant secondary metabolism but
can also be obtained via the Claisen-Schmidt reaction. Other important SMs include essential
oils (EOs), complex volatile mixtures with hydrophobic and odorous characteristics.
Monoterpenes are constituents of various EOs, with thymol and carvacrol being the principal
components in the EOs of the Lippia gracilis species. These monoterpenes demonstrate
diverse biological activities, including antimicrobial effects. The objective of this study was to
assess the antimicrobial potential of 15 chalcones against the fungi Macrophomina
phaseolina, Sclerotium sp, Colletotrichum gloeosporioides, the bacterium Acidovorax citrulli,
and the phytoparasite Phytomonas serpens. Additionally, the antimicrobial activity of EOs
from seven Lippia gracilis accessions and the major compounds thymol and carvacrol were
determined. Chalcones were initially screened for antifungal (1mM), antibacterial (1mM), and
antiprotozoal (25uM) activities. Subsequently, molecules exhibiting inhibition above 50%
were subjected to 1Cso determination. For the fungus C. gloeosporioides, the molecule with
the lowest ICso was evaluated for its effect on fungal hyphal membrane permeability. MIC
and MBC determination were conducted for the antimicrobial activity of the seven EOs,
thymol, and carvacrol. A bacterial inoculum grown in LB medium at OD 0.5 was exposed to
EOs and monoterpenes and incubated for 24 hours (150 rpm/28°C). Growth, antibiofilm
activity, membrane permeability, and bacterial motility were evaluated. All data were
expressed as mean and standard error; 1Cso was calculated using a logarithmic equation, and
the data were analyzed using analysis of variance and Dunnett's test with GraphPad Prism 8.1
software. Chalcones CHO, CH1, CH2, and CH8 exhibited the highest antifungal potential.
The lowest observed ICso was CHO (47.3uM) against C. gloeosporioides. Treatment with
CHO resulted in increased permeability of C. gloeosporioides hyphal membranes. Evaluated
chalcones reduced the viability of P. serpens by approximately 90%, with the most active
being CH2, CH3, CH5, and CH14. All evaluated EOs inhibited the growth of A. citrulli
(above 97.3%). The lowest MICs were OE 106 (500 pg/mL), thymol, and carvacrol
(250pg/mL). Treatment with OE 106, thymol, and carvacrol at MIC inhibited bacterial
growth after 30 minutes of exposure. With thymol also inhibiting growth at sub-inhibitory
concentrations (*2 MIC) after 60 minutes of exposure. Thymol exhibited superior antibiofilm
activity, inhibiting 100% of biofilms at MIC. Increased membrane permeability was observed
after 5 minutes of exposure to the MIC concentration of all three studied molecules.
Swimming motility was significantly reduced with ¥2 and MIC concentrations of thymol and
carvacrol. Chalcones, as well as the essential oils of Lippia gracilis and their major
compounds, demonstrate antimicrobial potential for agricultural disease control.

Key-words: Antifungal, Antiprotozoal, Antibiofilm, Plasma Membrane, Thymol, Carvacrol.

* Guidance Committee: Roberta Pereira Miranda Fernandes — UFS (Advisor), Ricardo Scher — Universidade
Federal de Sergipe.



1. INTRODUGCAO GERAL

Diversos microrganismos causam doencas em plantas. Essas doencas podem ser
causadas por fungos, bactérias, virus, protozodrios. Dentre as principais espécies de fungos
fitopatogé€nicos estdo o Colletotrichum gloeosporioides, Macrophomina phaseolina e
Sclerotium sp. O género Colletotrichum ¢ classificado como um dos géneros fungicos de
maior importancia econdmica, sendo praticamente todas as espécies cultivadas suscetiveis a
pelo menos uma espécie deste género fungico (Dean et al., 2012). A antracnose é causada por
C. gloeosporioides, em frutos é considerada uma doenca de relevancia, pois causa danos
irreversiveis, a infeccdo é persistente em toda as etapas de producdo, podendo comprometer o
fornecimento de frutos aos consumidores (Gongalves et al., 2021).

Macrophomina phaseolina é um fungo de solo com uma ampla lista de hospedeiros,
este fungo causa na soja a doenca denominada podriddo do carvdo. Ocorre em regides
tropicais de todo o mundo e em condicGes favoraveis pode causar perdas significativas na
cultura da soja e sorgo, reduzindo o rendimento de agricultores. O controle deste fungo é
dificultado devido & sua ampla variabilidade de hospedeiros e ao fato da producdo de
microesclerodios que sdo estruturas de resisténcia que podem permanecer no solo por um
periodo de até 15 anos (Marquez et al., 2021).

Outro fungo fitopatogénico de importancia econémica é o Sclerotium sp, este
patdégeno de solo pode causar doencas em diversas culturas. O fungo Sclerotium sp foi
relatado como causador de graves danos na cultura da alface (Wonglom et al., 2019). A
espécie Sclerotium rolfsii causou surtos graves da podriddo do pé e podriddo da cabega nas
principais regides produtoras de repolho da india (Tejaswini et al., 2022).

A espécie Acidovorax citrulli é uma fitobactéria gram-negativa que infecta diversas
cucurbitaceas como meldo, melancia, e causa a doenca denominada mancha aquosa dos
frutos. Esta bactéria é categorizada pela EPPO (2024) na lista Al devido ao seu potencial
destrutivo. N&o existem materiais resistentes a esta bacteriose, o controle da doenca é
preventivo e feito pelo uso de sementes sadias (Assuncao et al., 2019).

O género Phytomonas agrupa espécies de tripanossomatideos que infectam as plantas,
as espécies Phytomonas staheli e a Phytomonas leptovasorum sdo comprovadamente
patogénicas, Phytomonas staheli causando as doencas Hartrot (coqueiro) e marchitez
sorpressiva (palmeiras produtoras de 0leo) e P. leptovasorum (necrose do cafeeiro), a
erradicacdo das plantas infectadas e dos vetores tém sido a Unica medida de controle
(Jaskowska et al., 2015). A espécie Phytomonas serpens € um fitoparasita de tomate de facil
cultivo, considerado um modelo de estudos para espécies do género Phytomonas (Costa,
2006).

As chalconas podem ocorrer no metabolismo secundario de plantas, sdo precursoras
dos flavonoides e estdo ligadas a polinizacdo e defesa contra patdgenos. As chalconas também
podem ser sintetizadas por reacdes organicas, sendo a mais utilizada a sintese de Claisen-
Schmidt, estas moléculas apresentam diversas atividades bioldgicas documentadas (Diaz-
Tielas et al., 2016). Outros metabdlitos secundarios sdo os 0Oleos essenciais, que Sdo uma
mistura complexa de carater volatil e de aroma intenso, também estéo ligados a defesa vegetal
e apresentam diversas atividades bioldgicas (Bakkali et al., 2008).

As chalconas, assim como o0leos essenciais (OES) e monoterpenos presente nos OEs,
sdo metabdlitos secundarios de plantas que apresentam ampla atividade antimicrobiana
documentadas (Guo et al., 2019; Zhou et al., 2022; Jiang et al., 2021; Hajian-Maleki et al.,
2019).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antifingico, antibacteriano e
antiprotozoario de 15 chalconas sobre os fitopatbgenos Macrophomina phaseolina,
Colletotrichum gloeosporioides, Sclerotium sp, Acidovorax citrulli e Phytomonas serpens,
além de avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de sete acessos de Lippia gracilis
assim como dos seus compostos majoritarios timol e carvacrol para o controle de A. citrulli.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fungos que causam doengas agricolas
2.1.1 Macrophomina phaseolina

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid é um fungo ascomiceto que pertence a familia
Botryosphaeriaceae, ¢ um patdgeno de solo que infecta mais de 500 espécies de plantas e
mais de 100 familias. No Brasil as espécies mais comumente suscetiveis sdo feijdo caupi,
soja, sorgo, milho, amendoim, girassol e crotalaria (Shirai; Eulgem, 2023; Gupta et al., 2012;
Almeida et al., 2014).

Esse fungo causa doencas como podriddo de caule e raiz, carvao e ferrugem das
mudas. Em condigdes de altas temperaturas (30-35 °C) e baixa umidade (abaixo de 60%)
podem promover perdas de rendimento consideraveis em culturas como soja e sorgo
(Marquez et al., 2021). A espécie fungica M. phaseolina ocorre em todos os continentes,
principalmente em regibes de clima arido e semiarido. Dentre os fatores que contribuem para
sua sobrevivéncia e ocorréncia destacam-se as altas temperaturas e solos com estresse hidrico
(Lodha; Mawar, 2020).

Infeccdes pelo fungo M. phaseolina ja resultaram em perdas de 100% de rendimento
em plantios de amendoim em fase de pré-emergéncia (Marquez et al., 2021). As perdas no
rendimento da soja foram de 1,9 a 2 milhGes de toneladas no periodo de 2003-2012, sabe-se
que leguminosas cultivadas em condicdes de sequeiro sdo altamente suscetiveis. Também
foram relatadas perdas de 70% da produtividade de feijdo em regides semiéridas do Quénia
(Lodha; Mawar, 2020). Devido a sua ocorréncia em ambito global, variedade de hospedeiros
e impactos crescentes na agricultura, o fungo M. phaseolina foi mencionado como
“Destruidor de colheitas” (Shirai; Eulgem, 2023).

O fungo M. phaseolina em soja causa a doenga denominada podriddo de carvdo que
afeta as raizes e caules. Em plantas jovens, na emergéncia ocorrem manchas marrom-escuras
no colo, as plantas que sobrevivem apresentam amarelecimento no periodo de formacdo das
vagens, 0 qual evolui para murcha, as folhas permanecem aderidas as plantas e caidas ao
longo da haste, posteriormente secam e tornam-se marrom escura. A epiderme das raizes
apresenta aspecto solto onde é possivel observar pontos escuros que sdo os microesclerédios
fangicos, estes também podem estar incrustados na camada externa do cortex, onde se é
possivel ver a medula com micélio (Almeida et al., 2014). As sementes das plantas também
sdo afetadas podendo ocorrer manchas pretas, os microesclerddios podem ocorrer nas fissuras
do tegumento das sementes (Gupta et al., 2012).

O fungo M. phaesolina produz microesclerddios que sdo estruturas de resisténcia
formadas por uma massa compacta de micélio endurecido, os formatos podem variar de
esférico, oval ou oblongo, em fase jovem a coloracdo é marrom clara, quando envelhecido a
coloracdo passa para castanho escuro a preto (Marquez et al., 2021). O fungo também produz
picnidios que sdo estruturas de reproducdo assexuada, no entanto em condigdes in vitro
ocorrem raramente (Shirai; Eulgem, 2023).

Este patdgeno apresenta quatro fases de ciclo, fase de germinacéo, penetracéo, fase
parasitaria e saprofitica. No solo o fungo pode sobreviver até 3 anos, podendo permanecer em
restos de cultura na forma de microesclerodios (Pandey; Basandrai, 2021).

Em condigdes favordveis os microesclerédios germinam na superficie da raiz e
produzem hifas, os apressorios penetram as paredes celulares epidérmicas do hospedeiro por
aberturas naturais. No periodo de semeadura e emergéncia, o fungo M. phaseolina também
pode infectar por meio de cotilédones, radiculas e lesdes superficiais em raizes. As hifas
colonizam o tecido cortical onde crescem de forma intercelular. O fungo se espalha pela raiz e
infecta o sistema vascular produzindo micelios e esclerddios. Dentro dos vasos promovem a
obstrucdo dos tecidos do xilema e impedem a passagem de &gua da raiz para as folhas,
provocando murcha ou morte do hospedeiro devido a infeccdo sisttémica. Durante a infeccdo
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sdo produzidas toxinas como botriodiplodina e faseolinona que auxiliam no processo de
desenvolvimento da doenca (Pandey; Basandrai, 2021).

Com o avango da doenca as plantas hospedeiras secam e as raizes apresentam
apodrecimento e aparéncia desfiada, é possivel observar nas raizes e caules a presenca de
lesbes de coloracdo marrom carvdo com producdo de micélios escuros e producdo de
microesclerodios pretos. A medida que a planta comega a se decompor esses microesclerodios
sdo liberados no solo, o que faz com que o ciclo de infecdo se reinicie (Pandey; Basandrali,
2021).

Este patdgeno é de dificil controle devido a producdo de microesclerddios durante a
decomposicdo de restos de cultura infectados e ainda nédo existem cultivares de soja
resistentes, entdo a rotacdo de cultura é usada para reducdo do in6culo, mas ndo ha eliminacéo
(Lodha; Mawar, 2020). A rotacdo de cultura é pouco eficaz devido ao fato deste fungo
apresentar ampla variedade de hospedeiros além de permanecer no solo por longos periodos
em restos de cultura (microesclerodios) (Short et al., 1980). A localizagdo da infeccdo, a
ampla variedade de hospedeiros e a formacdo de microesclerddios dificultam as estratégias de
manejo. Nao ha produtos quimicos registrados para o controle da doenca, € crescente a busca
por novas formas de controle (Marquez et al., 2021).

2.1.2 Colletotrichum gloeosporioides

O género Colletotrichum engloba espécies com diversos modos de vida, incluindo
principalmente formas hemibiotroficas, endofiticas e, mais notavelmente, fitopatogénicas. As
espécies fitopatogénicas apresentam alta variabilidade genética, o que dificulta a manutencéo
da resisténcia nas plantas. Espécies desse género causam antracnose, importante doenca que
reduz a producdo de varias culturas de importancia econémica em todo mundo (Silva et al.,
2020). Devido a isso 0 género esta entre 0os 10 géneros com maior importancia econémica,
pois praticamente todas as espécies de plantas cultivadas sdo suscetiveis a uma ou mais
espeécies desse género (Dean et al., 2012).

Algumas espécies de Colletotrichum relacionadas a antracnose de frutos podem
infectar maltiplos hospedeiros, no entanto outras apresentam especificidade em relacdo ao
hospedeiro. Comumente a infeccdo acontece ainda no campo, nos estadios de floracdo e
frutificacdo e, diversas espécies permanecem quiescentes ou latentes até que as condicGes
ambientais e do hospedeiro estejam propicias ao desenvolvimento que ocorre geralmente no
amadurecimento do fruto. A umidade, temperatura, condi¢es do fruto e concentracdo do
indculo séo fatores importantes que afetam a ocorréncia de antracnose (Zakaria, 2021).

A maioria das espécies do género Colletotrichum apresenta modo de vida
hemibiotrofico com fases biotrofica e necrdtica. Na fase biotrofica o fungo sobrevive e
adquire nutrientes sem que haja perturbacao da célula vegetal viva e de modo assintomatico.
Apos a colonizagdo primaria ocorre a transicao para a fase necrotica, sendo que o periodo de
transicdo varia mediante a espécie e as condi¢des ambientais. Nessa fase o fungo secreta
toxinas e enzimas que degradam o tecido celular (Silva ef al., 2020).

A antracnose é uma doenga cosmopolita que ocorre em frutiferas de areas tropicais e
subtropicais (Bordoh et al., 2020). Dentre as frutas mais afetadas estdo a manga, maméo,
banana, abacate, goiaba e pitaya, culturas economicamente importantes para paises em
desenvolvimento (Zakaria, 2021).

A quiescéncia é o periodo intermédio entre a penetracdo flngica e a ativagdo da
colonizacdo. Quando os fungos estdo quiescentes a fruta aparenta estar saudavel, contudo, ao
iniciar a fase necrotica, ocorre o aparecimento de lesfes que se intensificam com a maturacéo.
As lesbes em frutos sdo manchas escuras e arredondadas na casca, na parte central das lesdes
podem ocorrer massa de acérvulos e conidios de cor laranja ou rosa (Fig. 1). A antrachose em
frutos é considerada uma doenca relevante, uma vez que afeta frutos apos a maturagéo e seus
danos sdo irreversiveis, sendo persistentes nas etapas da cadeia produtiva como
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armazenamento, transporte e comercializacdo, o que pode dificultar o fornecimento de frutas
aos consumidores (Gongalves et al., 2021).

Figura 1. Sintomas de antracnose em diversos frutos tropicais (A) goiaba, (B) pitaya, (C)
banana, (D) manga e (E) mamao. Fonte: Latiffah Zakaria.

Na China a podriddo amarga causada pelo fungo C. fructicola promoveu perdas de 60
a 90% da producao de peras mesmo com a aplicacdo de fungicidas, as perdas foram de 10 a
20% com a intensa aplicacdo de fungicidas, assim a doenca se espalhou por cerca de 40.000
hectares na regido cultivada com macé e resultou em um prejuizo econémico de 150.000
milhdes de dolares em 2008 (Li et al., 2013; Jiang et al., 2014).

A banana é um dos frutos mais consumidos do mundo, as bananeiras sdo infectadas
por espécies de Colletotrichum ainda em campo e como a fruta é colhida verde, no processo
de amadurecimento, as lesdes necroticas aparecem. Danos mecanicos durante o
beneficiamento e transporte também podem facilitar a infeccdo e a ocorréncia da doenca. A
espécie C. musae € frequentemente associada a antracnose da banana, esta espécie pode
causar lesdes nas extremidades de caules e na coroa, assim como apodrecimento das flores
(Zakaria, 2021).

Em mangas a espécie C. gloeosporioides senso lato é relatada como causadora da
antracnose em todo mundo, no entanto também pode ocorrer a presenca da espécie C.
acutatum em mangueiras. A incidéncia da doenca pode chegar a 100% em areas umidas, as
partes afetadas vao desde frutos a galhos e flores (Zakaria, 2021).

O mamdo é uma fruta que também apresenta suscetibilidade a espécies de
Colletotrichum. Inicialmente as espécies C. gloeosporioides, C. capsici foram relatadas como
responsaveis pela antracnose em vdarias partes do mundo. Recentemente a espécie C.
dematium foi relatada como causadora da antracnose em mamoeiro no México (Zakaria,
2021).

A antracnose ndo ocorre apenas em frutos, as espécies de Colletotrichum podem
causar essa doenga em soja e causar até 50% da perda de gréos. Inicialmente C. acutatum era
a principal espécie associada a antracnose na soja, no entanto atualmente outras espécies tém
sido relatadas. Os sintomas podem ocorrer na pré e pos-emergéncia e sdo observadas lesdes
necroticas e damping-off, além de lesbes escuras e deprimidas em diferentes partes da planta
como peciolo, cotilédones, caules e vagens. Nas folhas sdo observadas veias necroticas que
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resultam em desfolha, a vagem pode apresentar podriddo, abertura prematura ou germinagao
de sementes (Boufleur et al., 2021).

Estima-se que de 30 a 50% das perdas de pitaya e mamao ocorram por antracnose
causada pela espécie C. gloeosporioides, sendo imprescindivel a ado¢do de medidas de
controle (Bordoh et al., 2020; Shi et al., 2021). Dentre as formas de manejo da doenga sdo
utilizadas estratégias como controle bioldgico com bactérias como Bacillus subitilis e fungos
filamentosos como Aureobasidium pullulans, Trichoderma harzianum, espécies de leveduras
como Pichia membranaefaciens e Saccharomyces cerevisiae (Shi et al., 2021). Aplicagdes de
fungicidas como propiconazol, carbendazim benomil, maneb e captan sdo praticas bastante
comuns utilizadas pelos agricultores (Bordoh et al., 2020).

2.1.3 Sclerotium sp.

Dentre as espécies de Sclerotium sp a mais estudada é Sclerotium rolfsii, um fungo de
solo capaz de infectar diversas espécies como tomate, batata, amendoim, macd, além de
plantas lenhosas e ornamentais. Esse fungo possui mais de 500 hospedeiros e sua infec¢ao
inicia-se pela parte inferior do caule proxima ao solo. Com o desenvolvimento da doenca
ocorre murcha e formagcdo de uma massa de micélio e, por fim, o tombamento da planta
devido & podriddo do caule inferior com sinais de esclerddios no local. A doenga ocorre de
forma global, sendo maior a incidéncia nas regides quentes e umidas (Mullen, 2001).

Sclerotium sp foi relatado como causador da severa podriddo em frutos da cobra e
graves danos na cultura da alface em provincias da Tailandia (Fig. 2) (Wonglom et al., 2019).

b

Figura 2. Podridao dos frutos cobra (A) e podriddo do caule da alface (B). Fonte: Wonglom
et al. (2019).

Nas principais regides produtoras de repolho da India, Sclerotium rolfsii foi relatado
causando surtos graves da podriddo do pé em 2017 e podriddo da cabega em 2019. Esses
foram os primeiros relatos dessa doenca causada pela espécie Sclerotium rolfsii (Tejaswini et
al., 2022).

Outra doenca importante do ponto de vista agricola € a podriddo do caule do arroz
causado por Sclerotium oryzae, a doenga promoveu perdas de até 35% da colheita, o que é de
relevancia uma vez que o arroz € um produto de subsisténcia (Ghosh et al., 2020).

Dentre os métodos de controle utilizado na gestdo de doencas causados por Sclerotium
sp estdo a remocdo de plantas doentes, tratamento do solo, rotacdo de cultura, tratamento das
plantas e utilizacdo de variedades resistentes (Mullen, 2001). Nos tratamentos das plantas
infectadas por Sclerotium oryzae € utilizada a aplicacdo de fungicidas como propiconazol,
tiofanato-metilico, tiofanato metil, carbendazim, benomyl, Domosan, entre outros (Ghosh et
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al., 2020). Outra maneira de controle atualmente relatada é o controle bioldgico a partir do
uso do fungo Trichoderma sp. (Wonglom et al., 2019; Ghosh et al., 2020).

2.2 Doenca causada pela bactéria Acidovorax citrulli

Diversas bacterioses em plantas sdo documentadas na literatura, a espécie Acidovorax
citrulli é uma bactéria fitopatogénica que pertence a classe B proteobactéria, ordem
Burkholderiales, familia Comamonadaceae, género Acidovorax, espécie citrulli (Burdman;
Walcott, 2012). Sao fitobactérias gram-negativas aerobicas, com formato de bastonetes com
dimensbes de 0,5 a 1,7 um que apresentam flagelo polar de 5 pm responsavel por sua
mobilidade. Inicialmente nomeada como Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp citrulli
(Schaad et al., 1978) e posteriormente reclassificada de Acidovorax avenae subsp citrulli para
Acidovorax citrulli (Schaad et al., 2008).

Inicialmente a bactéria A. citrulli foi relacionada a doencas apenas das cucurbitaceas
como meldo, melancia, abobora e pepino, no entanto posteriormente foram descobertas
plantas hospedeiras alternativas como pimentdo, beringela, tomate, além de outras
cucurbitaceas nativas como meldo de S&o Caetano, bucha e maxixe (Nascimento et al.,
2004). A bactéria A. citrullli em cucurbitdceas como meldo (Cucumis melo) e melancia
(Citrullus lanatus) causa a doenca denominada mancha aquosa dos frutos (MBF), em regides
produtoras a doenca tem alto potencial destrutivo (Burdman; Walcott, 2012).

No final dos anos 80 e inicio dos 1990, a mancha aquosa destacou-se de forma global
apos graves epidemias que ocorreram em plantac6es de frutas em alguns estados dos EUA
(Latin; Rane, 1990; Somodi et al., 1991). Em 2024 a bactéria A. citrulli permanece
categorizada na lista Al de pragas quarentendria da European and Mediterranean Plant
Protection Organization (EPPO, 2024), devido a sua importancia econémica e social para
cucurbitaceas. A espécie A. citrulli estd presente em paises da Asia, América e Oceania,
paises como China, Republica da Korea, Malaysia, Taiwan, Tailandia, México, EUA, Costa
Rica, Trinidad e Tobago, Brasil, Australia, norte das Ilhas Marianas, além da Grécia, Hungria
e norte da Macedonia (Fig. 3) (EPPO, 2024).

Acidovorax citrulli (PSDMAC)

QO Present @ Transient

2024-01-04
(c) EPPO https://gd.eppo.int

Figura 3. Distribuicdo geografica da bactéria Acidovorax citrulli. Fonte: (EPPO, 2024).

A mancha aquosa dos frutos pode ocorrer em todos os estagios do desenvolvimento
das plantas. O ciclo da doenca ¢ demonstrado na Figura 4, o ciclo se inicia com a semente
infectada, a plantula doente quando ndao morre apresenta manchas encharcadas ou lesdes
necroticas no hipocétilo e cotilédones. Ocorre o desenvolvimento da doenga nas folhas
primarias e formacao de uma planta infectada. A bactéria se dissemina por meio de respingos
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de chuva, irrigacdo por aspersao e tratos culturais, a penetracdo ocorre pelos estomatos ou
ferimentos de folhas e frutos. Folhas infectadas sdo a principal fonte de indculo para o fruto, a
doenca se desenvolve na superficie dos frutos, sendo os jovens mais suscetiveis. As lesdes
necroticas se desenvolvem através da polpa até a cavidade das sementes por meio do sistema
vascular do fruto (Mariano et al., 2001).
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Figura 4. Ciclo de vida da bactéria Acidovorax citrulli no meloeiro. Fonte: Mariano et al.
(2001).

Sementes e plantulas infectadas e restos de culturas sdo as principais fontes de indculo,
sendo as sementes infectadas a principal disseminagdo em longas distancias (Mariano et al.,
2001). A infec¢do pela bactéria A. citrulli em frutos ocorre por meio de estdmatos e lenticelas,
frutos jovens sdo mais suscetiveis do que os maduros devido a camada de cera da superficie.
Em frutos maduros com a camada de cera formada a infec¢ao pela bactéria apenas ocorre por
meio de ferimentos (Assuncao et al., 2019).

Os sintomas da mancha aquosa sao observados na Figura 5, nas mudas ocorrem lesdes
escuras encharcadas de agua nos cotilédones e hipocétilo que evoluem para necrose, nos
casos mais graves a plantula morre. Nas folhas os sintomas sdo pequenas lesdes angulares de
coloragdo castanho escuro avermelhada circundadas por um halo amarelo, ndo ocorrendo a
desfolha. Nos frutos sdo observadas manchas oleosas, lesdes encharcadas de 4gua nas cascas
que se estendem pela polpa, a mancha necrotica interna aos frutos e evolui para podriddo, o
meldo infectado pode demonstrar manchas encharcadas de dgua na superficie do fruto assim
como rachaduras, amolecimento com exsudacao e efervescente e apodrecimento (Husni et al.,
2021).



Figura 5. Sintomas gerais de mancha aquosa dos frutos causada por Acidovorax citrulli em
meloeiro. (a) Lesdes encharcadas de agua nos cotilédones, (b) Manchas angulares variando do
marrom claro para o marrom escuro, lesdes necréticas em folhas verdadeiras limitadas pelas
veias, (c¢) LesOes necroticas irregulares de coloragdo marrom avermelhada em folhas, (d, )
Polpa da fruta encharcada de d4gua, aprofundada, escurecida, seguida de trincas, (f)
Amolecimento e apodrecimento. Fonte: Horuz et al. (2014).

A bacteriose MBF afeta importantes culturas do ponto de vista econdmico, como o
meloeiro e melancieira, ambas cucurbitadceas representaram significativos percentuais de
exportacdo. Na produgédo de meldo no Brasil em 2022 foram produzidas 699.281 toneladas em
uma area de 27.457 hectares gerando uma receita de 877.273 mil reais, 0 maior estado
produtor foi Rio Grande do Norte. No cultivo de melancia foram produzidas 1.912.909
toneladas em uma area de 85.729 hectares sendo o maior produtor o estado de Goiés, o valor
da producéo foi de 1.882.802 mil reais (IBGE, 2022).

N&o existem materiais genéticos comerciais resistentes a A citrulli, assim o manejo da
mancha aquosa é realizado por um conjunto de medidas, dentre as recomendacdes estdo a
utilizacdo de sementes e mudas sadias, praticas culturais adequadas, assim como o uso de
bactericidas. A principal medida de controle é o uso de sementes livres do patégeno, que é a
principal fonte de inoculo para disseminacdo da doenga. Alguns tratamentos fisicos e
quimicos para as sementes sdo utilizados, alguns sdo a base de hipoclorito de sodio, acido
cloridrico, estreptomicina, sulfato de estreptomicina, kasugamicina, oxicloreto de cobre, acido
latico, além de tratamento térmico por imersdo em agua a 52 °C, todas as medidas sdo
aplicadas para reduzir a transmissdo da mancha aquosa para as plantulas (Assuncéo et al.,
2019).

2.2.1 Biofilme bacteriano

Na natureza as células bacterianas podem ser categorizadas em duas formas distintas
de vida, quando unitarias, flutuantes e independentes, sdo chamadas de células planctonicas, e
qguando ocorrem em organizacdo formando agregados microbianos sdo denominadas de
biofilme. O biofilme bacteriano é o conjunto ordenado e organizado de microrganismos
(mesma espécie ou diferentes espécies), envolto em uma matriz exopolissacaridica (EPS). No
ambiente, o estado de biofilme esta relacionado & protegcdo contra tensdo de cisalhamento,
dessecacdo, agentes toxicos e ataques de protozoarios (Sauer et al., 2022).
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O desenvolvimento do biofilme (Fig. 6) envolve vérias etapas e inicia com o contato
de uma célula plancténica com uma superficie, processo que é subdividido em fixacao
reversivel e irreversivel. Durante o estagio reversivel as células estdo presas de forma frouxa e
reversivel a superficie, apds as células mudam a orientacdo se aderindo de forma longitudinal
na superficie, dando inicio ao estado de fixacéo irreversivel (Rather et al., 2021).

. T — - DNA extra ¢ X X7*

= Célula Planctonica Lipidios
') Polissacarideos ——
I‘ -
,,’ \ AHL v
/ Agua ~

Proteinas =3

Célula planct =
Célula biofilme [r——=}
Células persistentes —
Células mortas i——]

y Canais de dgua
Fixacao Fixacao Formacio
Reversivel Irreversivel Microcolénias

Dispersao

Figura 6. Etapas de formacdo do biofilme. Fonte: Rather et al. (2021).

Apds a fixacdo ocorre a multiplicacdo e agregacdo envolta do EPS autoproduzido
formando as microcolonias. Na maturacdo do biofilme a estrutura ocorre similar a um
cogumelo onde as células estdo organizadas em camadas de acordo com a aerotolerancia e
taxa de metabolismo, as camadas estdo dispostas em camada interna, camada microbiana
basal intermediadria e camada externa composta por células em estado planctonico. Na
dispersdo o biofilme se rompe liberando células em estado planctonico (Rather et al., 2021).

O processo de formacdo de biofilme é influenciado por fatores externos como pH,
temperatura, movimentos brownianos, forca gravitacional e hidrodindmica, natureza da
superficie habitada, além da deteccdo de quérum, sinalizadores secundarios e outras
moléculas sinalizadoras. O processo de dispersdo do biofilme é afetado por alguns fatores
como a populacdo superada, intensa competicao, falta de nutrientes, deficiéncia de oxigénio,
acumulo de metabdlitos, temperatura, degradacdo do EPS, regulacfes positiva de genes
ligados a motilidade e negativa para genes relacionados a producéo de polissacarideos (Rather
etal., 2021).

As bactérias se comunicam célula-célula quimicamente por meio de um mecanismo
denominado quérum sensing (QS). O QS é mediado pela producédo, acumulagéo e deteccdo de
moléculas de sinalizacdo extracelular conhecidos como autoindutores (Ais) (Mukherjee;
Bassler, 2019). Em bactérias gram-negativas os Ais sdo compostos de varias classes quimicas
como N- acil homosserina lactona (AHL), alquilquinolonas e a-hidrocetonas e sinal difusivel
fator (compostos similares a acidos graxos). Tais Ais sdo sintetizados por meio de compostos
mais simples como acidos graxos, antranilato e SAM S-adenosilmetionina (Grandclément et
al., 2015).

Por meio de QS um grupo de células bacterianas regula de forma sincrona a expressao
génica, 0 que é importante para comportamentos como a bioluminescéncia, producdo e
formacdo de biofilme, expressdo de fatores de viruléncia, troca genética. Ao monitorar o
acumulo de Ais especificos as bactérias podem perceber alteragdes na densidade celular,
complexidade de espécies em seu entorno e responder em grupo. Os comportamentos
regulados por QS séo essenciais para a sobrevivéncia, monitoramento e adaptacdo frente a
mudangas ambientais (Hawver et al., 2016).

A interrupcdo ou perturbacdo do QS é denominada quérum Quenching (QQ), que
pode ocorrer por acdo de enzimas (enzimas QQ), compostos quimicos (inibidores de QS) que
podem clivar ou inibir de forma competitiva os sinais QS. Todas as etapas podem ser afetadas
como sintese, difusdo, acumulagédo e percepcao dos sinais QS, além destes, alguns parametros
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fisicos como temperatura e pH também podem alterar a meia vida dos sinais QS
(Grandclément et al., 2015).

Existem diferentes tipos de inibidores de QQ como enzimas como lactonases, acilases
e oxirredutases. Metabolitos produzidos por plantas que sintetizam enzimas como 0Oleos
essenciais e compostos fenolicos, e antagonistas como furanonas e similares, estes compostos
em doses subletais séo capazes de inibir fatores de viruléncia (Kalia, 2013; Zhang; Li, 2016;
Quecan et al., 2019; Rivera et al., 2019).

A investigacdo sobre a compreensdo de mecanismos QQ é importante para o
desenvolvimento de antibacterianos e estratégias anti-doencas que visam o controle de
patdégenos importantes na medicina, agronomia e engenharia hidrica (Grandclément et al.,
2015).

2.3 Doencas causadas pelos protozoarios Phytomonas sp

O género Phytomonas pertence a familia Trypanosomatidae, esse género é composto
por protozoarios que infectam plantas. Protozoarios da familia Trypanosomatidae foram
documentados parasitando vegetais pela primeira vez em 1909 em latex de Euphorbia
pilulifera, os protozoarios Leptomonas davidi (Lafont, 1909). O estudo do género
Phytomonas pela comunidade cientifica iniciou quando se constatou que as espécies de
tripanossomatideos deste género eram agentes patogénicos responsaveis por diversas doencas
graves em cultivos de interesse econdmico como hartrot, marchitez sorpressiva e necrose do
floema, principalmente na América Latina (Dollet, 1984). Dentre as espécies do género
Phytomonas estdo Phytomonas staheli, agente causal do hartrot em coqueiros e marchitez em
palmeiras produtoras de 6leo, outra espécie € a P. leptovasorum que causa a necrose do
cafeeiro, Phytomonas francai causa a atrofia de raiz também chamada chocamento das raizes
(Camargo, 1999).

A espécie Phytomonas serpens foi documentada por Gibbs em 1957, que observou na
seiva de tomates maduros protozoarios flagelados com alto grau de polimorfismo, estes
tripanossomatideos parasitas foram classificados como especificos de tomate e denominados
como Leptomonas serpens, o qual posteriormente foi reclassificado por Podlipaev (1986)
como Phytomonas serpens (Gibbs, 1957; Jankevicius et al., 1989). Embora a patogenicidade
ndo seja elucidada, a infeccdo por este parasita resulta na ocorréncia de lesdes amareladas, o
que pode levar a depreciacdo do produto (Elias, 2009).

Os insetos vetores sdo organismos importantes no processo de disseminacdo de
patdgenos, P. serpens infectam as plantas através de duas espécies hemipteras fitofagas
Phthia picta e Nezara viridula (Jankevicius et al., 1989). Recentemente a espécie P. serpens
foi isolada no intestino e em glandulas salivares de Leptoglossus occidentalis encontrados na
Republica da Crimeia, até entdo ndo havia registro da ocorréncia desta espécie na regido da
Crimeia (Ganyukova et al., 2022).

As fitomonas durante todo seu ciclo de vida apresentam-se na forma promastigota pela
definicdo de Hoare e Wallace (1966) e apresentam alto grau de polimorfismo com variagoes
de tamanho, formato celular, extenséo do flagelo e nimero de tor¢des ao longo do corpo.

A transmissdo ocorre por vetor (inseto) seguida da propagacdo nos tecidos vegetais,
mais precisamente no floema, latex e frutos. O inseto infectado apresenta os parasitas por todo
trato digestivo, hemolinfa e nas suas glandulas salivares (Zanetti, 2015). O ciclo de vida €
planta—inseto, ou seja, a transmissdo € feita do tomate para o inseto e via inseto contaminado
para tomate (Costa, 2006).

Comprovadamente duas espécies do género Phytomonas sdo patogénicas,
P. leptovasorum (necrose do cafeeiro) e P. staheli (Hartrot e marchitez sorpressiva), ambas
podem causar danos letais as culturas, ndo ha registros de produtos fitossanitarios contra estas
doencgas, as alternativas de controle tém se baseado na erradicacdo de plantas infectadas e dos
insetos vetores (Jaskowska et al., 2015). P. serpens é de facil isolamento e cultivo, assim é
considerado um modelo de estudo para outras espécies do género Phytomonas (Costa, 2006).
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2.4 Controle das doencas agricolas

Para o controle de doencas sdo aplicados produtos a base de cobre, no entanto 0 uso
continuo ocasiona a ocorréncia de resisténcia em patégenos, efeitos de contaminacgdes diretas
e indiretas em seres humanos, contaminacGes ambientais, alem disso o0s residuos quimicos dos
pesticidas em culturas sdo limitagbes do uso para o controle de doencas (Duman; Soylu,
2019). Para o controle de pragas e doencas é aplicado comumente o controle quimico, no
entanto, existe uma preocupacao quanto ao uso de agroquimicos devido aos riscos ambientais,
a saude humana e aos ecossistemas (Majeed, 2018).

O Codex Alimentarius estabelece os limites maximos de residuos quimicos em
alimentos, porém alguns paises podem seguir suas proprias referéncias, o que pode dificultar a
comercializacdo internacional de alimentos e até mesmo formar barreiras sanitarias, como a
Unido Europeia, um dos parceiros de exportacao do Brasil (Telteboim et al., 2007). Além do
desafio de produzir uma maior quantidade de alimentos, busca-se também produzir alimentos
livres de residuos que prejudiqguem o meio ambiente e a saide humana. O alto custo com
aplicacbes continuas de pesticidas, selecdo de populacBes resistentes, restriches
internacionais, além da questdo da ambiental sdo fatores que impulsionaram a busca por
novas alternativas de controle ecol6gicas (Bozkurt et al., 2020).

2.5 Metabdlitos secundarios de plantas

Nos vegetais o metabolismo ¢ dividido em primario e secundario, o metabolismo
primario ¢ o conjunto de reacdes quimicas que ocorrem em Processos essenciais ao
crescimento e desenvolvimento vegetal, tais como a fotossintese, respiragdo e transporte de
fotoassimilados. Os metabolitos primarios sdo comuns a todas as plantas, como carboidratos,
proteinas, lipidios, acidos nucleicos, clorofila. O metabolismo secundario por sua vez ¢
especifico, cada espécie apresenta um perfil de compostos quimicos variados que tem
diferentes fungdes mediante as necessidades do vegetal. E a partir do metabolismo glicose que
sao formados todos os metabdlitos secundarios, € as duas principais vias de formagdo sdo a
via do 4cido chiquimico e a via do acetato (Barreto ef al., 2020).

Os metabolitos secundarios eram considerados compostos finais do metabolismo ou
residuos sem funcdo aparente. No século XIX e XX esses compostos comecaram a Ser
estudados por quimicos organicos visando a busca de substancias com uso medicinal,
industria, venenos, aromas. Apds estudos diversas fungdes ecoldgicas foram relacionadas aos
metabolitos, como a defesa das plantas contra herbivoria e ataques de microrganismos
patogénicos, além de atuarem no processo de polinizacdo e dispersdo de sementes, e nas
relagdes planta-planta e relages simbidticas com microrganismos (Taiz; Zeiger, 2009).

As plantas sdo capazes de sintetizar mais de 200.000 produtos naturais com funcdes
distintas ligadas a sua defesa e reproducédo (Shih; Morgan, 2020). A producdo de metabolitos
secundarios é afetada por fatores como fisiologia vegetal, gendtipo, clima, condicGes
ambientais e patdgenos. Os metabdlitos produzidos por plantas sdo acumulados em tecidos e
estruturas especificas como vacuolos, glandulas especializadas e tricomas. Tais moléculas sdo
de interesse devido a propriedades medicinais, nutracéuticas e sensoriais (Isah et al., 2018).

2.6 Metabdlitos secundarios da classe das chalconas

As chalconas sdo bioprecursoras dos flavonoides, sua estrutura basica (1,3-diaril-2-
propan-1-ona) é composta por um sistema carbonila o,p-insaturada que une dois anéis
aromaticos (Fig. 7).
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Figura 7. Estrutura fundamental da chalcona.

As chalconas ocorrem naturalmente em vegetais, mas também podem ser obtidas por
meio de sintese organica (Ferreira et al., 2018). Inicialmente as chalconas foram descobertas
como pigmentos de flores amarelas de espécies de Coreopsis e outras Compositae
(Asteraceae), mas ja foram isoladas chalconas em familias como Annonaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Piperaceae e Pteridaceae e em outras partes da planta como cerne, cascas, frutos,
folhas e raizes (Rozmer e Perjési, 2016).

Nos vegetais a sintese de chalconas inicia com o aminoacido fenilalanina na rota do
chiguimato, a enzima fenilalanina amonialiase catalisa a eliminacdo de uma molécula de
amonia para a formacdo do acido transcinamico, apds uma sequéncia de reacdes o produto
formado é o p-cumaril-CoA (que corresponde ao anel B e a ponte de trés carbonos), p-
cumaril-CoA se une a 3 moléculas de malonil-CoA e constituicdo do anel A, a reacdo
catalisada pela enzima chalcona sintase forma a naringenina chalcona (Taiz; Zeiger, 2009;
Diaz-Tielas et al., 2016).

As chalconas apresentam uma ampla diversidade estrutural em plantas, com chalconas
contendo grupos metoxila, hidroxila, metila, glicosila, isoprenil e metilenodioxi, chalconas
isopreniladas por meio de ciclizacdo enzimatica formam as furanochalconas e
pinanochalconas (Cazarolli et al., 2013).

Nos vegetais a presenca de chalconas foi relatada por Adityachaudhury e
colaboradores  (1976) que isolaram  2’-hidroxi-4,6’-dimetoxi-3’-metilchalcona de
Didymocarpus aurentiaca. A espécie Glycyrrhiza glabra (Fig. 8), planta conhecida
popularmente como alcaguz, também apresenta em sua composi¢do diversas chalconas e é
utilizada na medicina tradicional oriental por ter diversas propriedades terapéuticas (Fenwick
et al, 1990). De acordo com Abraham e Florentine (2021) o alcacuz apresenta diversas
atividades biologicas, € uma planta medicinal com propriedades antibacterianas, antivirais e
anti-inflamatorias, podendo ser uma candidada a estudos com COVID-19.
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Figura 8. Planta de alcacuz (direita) e raiz (esquerda). Fonte: Abraham e Florentine (2021).

No metabolismo vegetal as chalconas apresentam trés principais destinos, a primeira
pode ocorrer a biossintese de auronas pela enzima aureusidina sintase, a segunda é a formacao
de conjugados de glicosil que estdo relacionados a pigmentacdo de flores amarelas, o terceiro
e mais comum destino é a formacdo de naringenina chalcona por meio da enzina chalcona
isomerase. Nas plantas superiores a enzima chalcona isomerase do tipo | é amplamente
encontrada, com excecdo de leguminosas (atual fabaceas), essa enzima produz a 5
hidroxiflavanona naringenina (naringenina), que é o precursor biossintético de praticamente
todas as classes de flavonoides como flavonas, isoflavonas, flavonadis, taninos condensados e
antocianinas (Diaz-Tielas et al., 2016).

As chalconas assim como os flavonoides representam uma das principais classes de
metabdlitos secundarios por desempenharem importantes papéis no desenvolvimento vegetal,
incluindo processos de polinizacao, protecdo contra luz UV, protecdo contra patdgenos de
plantas, antialimentares de insetos, alelopatia e outros. Chalconas e diihidrochalconas podem
ser bioestimuladas por fatores internos e externos como sinais de desenvolvimento, disposi¢édo
de nutrientes, estimulos ambientais e inducdo de estresse, tanto a chalcona como a
diihidrochalconas auxiliam as plantas no sucesso adaptativo de ambientes adversos (Cazarolli
etal., 2013).

Alguns dos entraves no uso das chalconas naturais sdo 0 seu baixo rendimento,
processo de isolamento dificultoso e aleatoriedade de estruturas isoladas. As chalconas
sintéticas por sua vez, apresentam bons rendimentos, processo de producdo simplificado e
relativo baixo custo, além disso é possivel determinar as estruturas que serdo produzidas
facilitando o estudo da influéncia dos substituintes (Kerek, 2021).

As chalconas podem ser obtidas por vérias sinteses organicas sendo a mais utilizada a
condensacéo de Claisen-Schmidt, na reacdo de Claisen as chalconas sdo formadas pela reacao
de benzaldeidos e acetofenonas na presenca de catalisadores acidos ou basicos em solventes
liquidos e temperaturas de 50 a 100°C, esse método apresenta tempo curto de sintese e bons
rendimentos de chalconas (Gomes et al., 2017).

Os derivados de chalconas sdo formados pela modificacdo na estrutura da chalcona, as
modificagdes ocorrem por meio da adi¢do de grupos quimicos em um ou em ambos 0S anéis
aromaticos. Tais modificacbes podem alterar a eficiéncia bioldgica da molécula. As chalconas
representam uma classe promissora de compostos pela simples sintese e versatilidade de
modifica¢Oes na estrutura quimica (Blanco e Nascimento-Junior, 2017).

Diversas atividades bioldgicas de chalconas ja sdo conhecidas na literatura, tais como
anti-inflamatoria (ur Rashid et al., 2019), antiviral (Duran et al., 2021), antitcancer (Ouyang
et al., 2021), antioxidante (Okolo et al., 2021), antifingica (Konduru et al., 2013),
antiprotozoaria (Espinoza-Hicks et al.,, 2019), larvicida (Targanski et al.,, 2021) e
antibacteriana (Okolo et al., 2021).
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2.6.1 Atividades bioldgicas das chalconas no setor agricola

As chalconas tém sido estudadas devido ao potencial de inibicdo de diversos
microrganismos, incluindo espécies fitopatogénicas de interesse agricola. Diversas atividades
bioldgicas de chalconas foram relatadas na literatura, como atividade herbicida (Gomes et al.,
2018), nematicida (Yadav et al., 2019), antibacteriana (Xia et al., 2019), antiviral (Guo et al.,
2019), inseticida (Ali et al., 2022) e fungicida (Zhou et al., 2022).

A atividade antifungica das chalconas tém sido reportada por diversos autores, Chen et
al. (2016) que avaliaram o potencial antifungico do derivado codificado como C1, que
contém furano substituido ao Anel B e adicigdes de cloro ao anel, a exposi¢do a C1 promoveu
altas taxas de inibicdo do crescimento de fungos de importancia agricola, tais como
Rhizoctonia solani, Bipolaria maydis, Sclerotinia scleotiorum, Magnaporthe oryzae,
Gibberella zeae, Botrytis cinerea. Além disso, o micélio de Magnaporthe oryzae tratado 40
ug.mL* de C1 apresentou encurtamento e deformagédo micelar.

Uma série de 20 novas chalconas contento pipezine foi relatada por Zhou et al. (2022),
0s quais avaliaram a acdo antifungica das chalconas para o controle de diversos fungos
fitopatogénicos, a chalcona codificada como D2 promoveu alta taxa para todos os fungos
testados, nos testes com Rhizoctonia solani na concentragdo de 200 mg.L™ o derivado D2 foi
capaz de atuar como efeito curativo e protetor de folhas de arroz, o micélio de Rhizoctonia
solani tratado com D2 apresentou aspecto murcho e deformado mostrando os efeitos de D2 na
morfologia fungica.

O potencial de uma série de chalconas foi testado para a inibicdo do fungo
Phyitophora infestans, causador da doenca requeima da batata. As chalconas codificadas
como 7a, 8a e 9a promoveram taxas de lise da membrana celular fungica acima de 50%.
Dentre os trés chalconas, 8a resultou em 100% de lise da membrana. Para os autores as
pesquisas com compostos derivados de 2’hidroxichalconas podem gerar novas aplicagdes e
importantes impactos nos setores produtivos, principalmente aos cultivos de solanaceas
(LOpez et al., 2020).

Em outros estudos, Moréo et al. (2020) avaliaram o efeito de hidroxila chalcona (T9A)
e metoxihidroxichalcona (BC1) em Xanthomonas citri e Bacillus subtilis, apesar do derivado
(T9A) apresentar menores valores de CMI para ambas bactérias, este ndo € capaz de
permeabilizar a membrana bacterina, por outro lado, o derivado BC1 promoveu aumento da
permeabilizacdo em B. subtilis, e na concentracdo de 2XCMI promoveu a reducdo do ATP
intracelular de Xanthomonas citri.

Bactérias fitopatogénicas que causam importantes doencas foram inibidas por
chalconas. Guo et al. (2019) avaliaram o efeito de uma série de chalconas nas bactérias
Xanthomonas axonopodis pv. citri e Xanthomonas oryzae pv. oryzae e Ralstonia
solanacearum e observaram chalconas promissoras (21) ICso de 11,4 pg.mL?, (2f) 19,1
ug.mL? e (2m) 11,6 pg.mL™ para os respectivos fitopatdgenos, ainda neste estudo, foi
constatado que o tratamento de Xanthomonas axonopodis pv. Citri com 50 pg.mL? da
chalcona 2l promoveu destruicdo da membrana bacteriana.

A atividade antiprotozodaria de chalconas ja foi documentada para os protozoarios P.
serpens e L. amazonensis. Souza et al. (2022) observaram valores de 1Cso de 1.59 uM e 11.49
MM, respectivamente, com a chalcona codificada como (C5). Em outros estudos com o P.
serpens esta molécula promoveu reducdo do crescimento, perda do flagelo, acimulo de
ERQOS, além de causar a morte do microrganismo, microscopias de transmissédo demostraram
sinais de autofagia (Santos et al., 2023).

As chalconas representam uma alternativa de interesse para a agricultura e dentre as
vantagens esta o aspecto sintético, este se baseia na utilizacdo de reagentes de relativamente
baixo valor comercial e simples métodos de producdo, tais requesitos conferem as chalconas
esta alternativa viabilidade econdmica (Diaz-Tielas et al., 2016; Gomes et al., 2018).
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2.7 Oleos essenciais e monoterpenos

Oleos essenciais (Oes) sdo produtos naturais complexos produzidos no metabolismo
secundario de plantas. Seus componentes sdo aromaticos de baixo peso molecular que
apresentam carater odorifero, lipofilico, solUveis em solventes organicos. Os Oes sdo
produzidos por uma ampla variedade de plantas aromaticas de paises tropicais e temperados.
Podem ser extraidos de diversas partes das plantas como folhas, botdes, flores, raizes, frutos,
sementes, caules, nas plantas estes compostos sdo armazenados em compartimentos como
canais e cavidades, células secretoras e epidérmicas, alem de tricomas glandulares (Bakkali et
al., 2008).

Os Oes assim como terpenos sdo de grande interesse comercial na industria de
cosmeticos, sdo antioxidantes e melhoram a permeacdo, na industria de alimentos podem ser
utilizados como aromatizantes ou aditivos em embalagens que reduzem a oxidacdo e a
deterioracdo. Também podem ser utilizados como pesticidas naturais agricolas, compostos
bioativos ou excipientes em produtos nutracéuticos e farmacéuticos (Soto et al., 2023). Sao
documentadas na literatura diversas atividades biologicas de Oes de diversas plantas
aromaticas como inseticida (Oyedeji et al., 2020), antibacteriana (Hajian-Maleki et al., 2019),
fungicida (Hou et al., 2020), herbicida, larvicida (Pandiyan et al., 2019), nematicida
(D’addabbo et al., 2021).

A maioria dos Oes sdo formados por monoterpenos volateis de baixo peso molecular.
Os terpenos sdo formados na via do mevalonato ou metil eritritol fosfato que formam o
precursor isopreno. Posteriormente as unidades de isopreno sdo unidas pela ligagdo conhecida
cabeca-cauda, sendo a classificacdo dos isoprenoides de acordo com a quantidade de isopreno
presentes na estrutura, monoterpenos (10 carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos
(20 carbonos), triterpenos (30 carbonos), tetraterpenos (40 carbonos). A biossintese dos
terpenos a partir de isoprenos é demostrada na Figura 9 (Barreto et al., 2020).
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Figura 9. Biossintese de terpenos a partir de pentacabonados bésicos Isopentenil difosfato
(IPP) e Dimetilalil difosfato. Fonte: Santos, T.A.C. (2024).

Existe uma diversidade de monoterpenos que apresentam atividades bioldgicas
pesticidas importantes como inseticida (Oyedeji et al., 2020), antibacteriana (Jiang et al.,
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2021), fungicida (Hou et al., 2020), herbicida (Kordali et al., 2008), larvicida (Pandiyan et al.,
2019), nematicida (D’addabbo et al., 2021), entre outras. Dentre 0s mecanismos de ac¢ao estdo
a destruicdo da integridade e permeabilidade da membrana, da estrutura celular, inibicdo de
importantes enzimas, deformac@es de hifas, perda de proteinas, acimulo de espécies reativas
de oxigénio ROS, entre outros efeitos celulares (Liu et al., 2022).

Os monoterpenos timol e carvacrol sdo componentes majoritarios do OE de Lippia
gracilis. O timol (2-isopropil-5-metilfenol) e o carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) (Fig. 10)
sdo monoterpenos isdmeros formados a partir de duas unidades de isopreno (Kachur; Suntres,
2020).

A B

OH

OH

Figura 10. Monoterpenos timol (A) e carvacrol (B). Fonte: Santos, T.A.C. (2024).

A fitobactéria Xanthomonas campestris pv campestris exposta a concentracdes do OE
de Lippia gracilis rico em timol, apresentou inibicdo do crescimento, assim como aumento da
permeabilidade da membrana (Da Silva et al., 2019). Singh et al. (2017) observaram em
Xanthomonas oryzae a reducdo do biofilme, motilidade bacteriana, expressdo génica do gene
rpfF, importante gene ligado a viruléncia. Com a exposi¢do ao OE de tomilho, o timol foi
observado como o principal componente do OE de tomilho, para os autores, tanto o OE como
o timol podem ser candidatos para formulagéo de agentes-antiviruléncia.

A bactéria Acidovorax citrulli apresentou alta sensibilidade ao OE de Cinnamomum
verum (canela), na concentragdo de 50ug.mL™ foi observada uma zona de inibicdo de 6 cm,
superior ao controle Kanamicina (menor que 5cm), todos os componentes majoritarios do OE
de canela foram analisados, os compostos benzaldeido e cinamaldeido  promoveram as
maiores zonas de inibicdo, cerca de 8 e 6 cm, respectivamente (Choi et al., 2016).

O carvacrol apresenta atividade inibitdria sobre a bactéria causadora de podriddo mole
Dickeya zeae, a exposicdo ao carvacrol promoveu a reducdo do crescimento bacteriano e nos
niveis de ATP intracelular, motilidade e biofilme. Também foi observado, por meio de
microscopia de varredura, a destruicdo da membrana bacteriana, o que confirmou a perda de
acidos nucleicos e a reducdo do potencial de membrana. Para os autores o carvacrol é um
agente antibacteriano eficaz, natural e seguro e uma alternativa sustentavel ao quimico para
doencas relacionadas a Dickeya zeae (Jiang et al., 2021).

Atividade inibitéria do timol e carvacrol foi testada sobre um conjunto de cepas de
bactérias gram-positivas e gram-negativas de origem alimentar. Ambos apresentaram
potencial inibitorio, sendo que o timol apresentou maior efeito inibitério em comparacéo ao
carvacrol com CMIs variando de 32 a 64 pg.mL™1. Também foi relatado o efeito na bomba de
efluxo celular com a exposicao aos dois monoterpenos, além disso, combinag6es entre timol e
carvacrol e antibidticos como tetraciclina e cloreto de benzalconico resultaram na reducgéo do
CMI dos antibidticos de 2 a 8 vezes (Miladi et al., 2016).

O timol assim como outros componentes dos Oes, como carvacrol, carvona,
cinamaldeido, citral, p-cimeno, eugenol, limoneno e mentol sdo registrados na comissdo
europeia para 0 uso como aromatizante na industria alimenticia devido a auséncia de riscos ao
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consumidor, além disso, a FDA (Food and Drug Administration) dos EUA registrou os
monoterpenos citados como substancias “geralmente reconhecidas como seguras” (GRAS) ou
como aditivos alimentares aprovados (Marchese et al., 2016).

Oes e terpenos isolados sdo compostos de interesse comercial devido a diversas
propriedades funcionais. Séo utilizados em diversas areas como cosméticos onde melhoram a
permeacdo e o efeito antioxidante, na indlstria de alimentos onde sdo utilizados como
aromatizantes e aditivos de embalagens para reducdo da oxidacdo e deterioracdo microbiana,
como pesticidas naturais no setor agricola e no setor farmacéutico onde participam como
composto bioativo ou excipientes em nutracéuticos ou produtos farmacéuticos. E previsto que
0 interesse por terpenos possa aumentar devido ao incentivo por uso de produtos naturais nos
setores alimenticio, agricola, farmacéutico e de consumo (Soto et al., 2023).
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4. ARTIGO 1

SINTESE E CARACTERIZACAO DE CHALCONAS CONTENDO GRUPOS
METOXILAS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA SOBRE FITOPATOGENOS

Periodico submetido: Molecular Diversity
RESUMO

Uma série de 15 chalconas foram sintetizadas por meio da condensacao aldolica de Claisen-
Schmidt e caracterizadas por FTIR, CG/EM/DIC, RMN D (*H e *C), RMN 2D (COSY,
HSQC e HMBC) e técnicas de EMAR. Todas as moléculas foram testadas na concentracédo de
ImM para atividades antifungica (Sclerotium sp., Macrophomina phaseolina e
Colletotrichum gloeosporioides), antibacteriana (Acidovorax citrulli, duas cepas) e a
concentracdo de 25uM foi utilizada para a atividade antiprotozoaria (Phytomonas serpens).
As chalconas CHO, CH1, CH2, CH8 se destacaram na atividade antifungica. CHO apresentou
valores de ICso de 47,3 uM (9,8 pug.mL™Y) para o fungo C. gloeosporioides. Além disso, a
microscopia de fluorescéncia indicou que CHO promoveu a perda da integridade da
membrana celular das hifas. As chalconas CH1 e CH2 promoveram a inibicdo de Sclerotium
sp., com ICso de 127,5 pM (32,9 pg.mL?) e 110,4 uM (29,6 pg.mL™?), respectivamente.
Todas as moléculas testadas mostraram alta atividade sobre o fitoparasita P. serpens, com
valores de 1Cso de 0,98, 2,40, 10,25 e 3,11 uM para as chalconas CH2, CH3, CH5 e CH14,
respectivamente. Os resultados demonstraram que chalconas dimetoxilados no anel A (CH2),
chalconas com um anel de furano associado ao grupo metoxi no anel A (CH1 e CH8), bem
como a chalcona ndo modificada (CHO), podem ser promissores fungicidas agricolas para o
controle dos fungos estudados.

Palavras-chave: Chalconas metoxiladas- Antifungico- Antiprotozoaria- Antibacteriana-
ruptura membrana celular- Controle agricultura
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF CHALCONES CONTAINING
METHOXYL GROUPS WITH ANTIMICROBIAL ACTIVITY AGAINST
PHYTOPATHOGENS

ABSTRACT

A series of 15 chalcones were synthesized via Claisen-Schmidt aldol condensation and
characterized using FTIR, GC/MS/DIC, D NMR (*H and 3C), 2D NMR (COSY, HSQC, and
HMBC), and EMAR techniques. All molecules were tested at a concentration of 1 mM for
antifungal activities (Sclerotium sp., Macrophomina phaseolina, and Colletotrichum
gloeosporioides), antibacterial activities (Acidovorax citrulli, two strains) and at a
concentration of 25 uM for antiprotozoal activity (Phytomonas serpens). Chalcones CHO,
CH1, CH2, and CH8 exhibited noteworthy antifungal activity. CHO showed ICso values of
47.3 uM (9.8 pg.mL™?) against the fungus C. gloeosporioides. Additionally, fluorescence
microscopy indicated that CHO caused loss of cellular membrane integrity in the hyphae.
Chalcones CH1 and CH2 inhibited Sclerotium sp., with ICso values of 127.5 uM (32.9 pg.mL"
1y and 110.4 uM (29.6 pg.mL™), respectively. All tested molecules showed high activity
against the phytoparasite P. serpens, with 1Cso values of 0.98, 2.40, 10.25, and 3.11 pM for
chalcones CH2, CH3, CH5, and CH14, respectively. The results demonstrate that
dimethoxylated chalcones on ring A (CH2), chalcones with a furan ring associated with a
methoxy group on ring A (CH1 and CH8), as well as the unmodified chalcone (CHO), may
serve as promising agricultural fungicides for controlling the studied fungi.

Key-words: Methoxylated chalcones- Antifungal- Antiprotozoal- Antibacterial- Cell
membrane disruption- Agricultural control
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4.1. Introducéo

Doencas e pragas de plantas causam perdas agricolas e, portanto, sdo importantes para
a agricultura global [1]. O género Colletotrichum spp. compreende espécies flangicas
patogénicas na maioria das culturas cultivadas em todo o mundo. A infec¢do leva a ocorréncia
de lesdes de antracnose, lesdes em partes aéreas das plantas e podriddes pds-colheita. Esses
fungos causam perdas significativas em culturas economicamente importantes, especialmente
em frutas, horticolas e plantas ornamentais [2].

O aumento da demanda por alimentos, resultado do rapido crescimento populacional,
contribuiu para a intensificacdo da agricultura e, consequentemente, para 0 uso de
agroquimicos (fertilizantes e pesticidas). No entanto, ha uma crescente preocupacgdo em todo
0 mundo com o uso destes produtos devido a sua toxicidade para seres humanos, o meio
ambiente e ecossistemas [3]. Assim, compostos naturais tém sido estudados como alternativas
para obter produtos com alta eficiéncia e baixo impacto ambiental [4].

As chalconas sdo substancias naturais produzidas no metabolismo secundario das
plantas. Sdo estruturas precursoras de flavonoides e estdo envolvidas em processos de
polinizacdo e defesa das plantas [4]. Tais moléculas também podem ser obtidas por vérias
sinteses quimicas, sendo a sintese de Claisen Schmidt a mais utilizada [5]. A estrutura
fundamental da chalcona é formada por um sistema carbonilico o-p insaturado que liga dois
anéis aromaticos [6]. Esta classe de compostos apresenta sintese simples e versatilidade para a
formagdo de derivados a partir de modificagdes na estrutura quimica [7].

As chalconas tém sido utilizadas em estudos em farmacologia devido a atividades
anticancerigenas [8], antiviral [9], anti-inflamatdria [10], larvicida [11], antifdngicas [12],
antibacterianas [13,14] e antiprotozoarias [15]. Na agricultura, as chalconas tém sido relatados
com atividades inseticidas [16], herbicidas [17], antivirais [18], nematicidas [19,20],
antibacterianas [21,22] e antifungicas [23].

Estudos demonstraram que fungos fitopatogénicos como Botrytis cinerea e Monilinia
fructicola foram inibidos com chalcona metoxilada [24]. Este potencial antifungico das
chalconas também foi relatado para Rhizoctonia solani, Peronophythora litchi e
Colletotrichum gloeosporioides [25]. A chalcona contendo anel furano e adi¢des de cloro ao
anel A promoveu a inibicdo de Rhizoctonia solani, Bipolaria maydis, Sclerotinia
Sclerotiorum, Magnaporthe oryzae, Gibberella zeae e Botrytis cinerea [23].

Bactérias fitopatogénicas como Xanthomonas oryzae pv oryzae e Xanthomonas
axonopodis pv citri, além de Ralstonia solanacearum, foram inibidas por chalconas [18,22].
Em células de Xanthomonas citri subsp citri tratadas com chalcona, foi observada uma
diminuicdo do ATP intracelular [26].

A atividade antiprotozoaria de chalconas tém sido amplamente estudada em parasitas
humanos, como Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania mexicana e Trypanosoma
cruzi [27,28]. No entanto, os estudos sobre parasitas de plantas sdo escassos. Uma série de
chalconas contendo grupo metox foi estudada para a inibicdo do fitoparasita P. serpens,
mostrando alto potencial inibitorio com ICsp variando de 15,54 a 1,59 uM [29].

Neste trabalho, uma série de 15 chalconas foram sintetizadas, caracterizadas e
avaliadas em trés diferentes classes de microrganismos. A acdo inibitoria de todas as
moléculas foi avaliada nos fungos Sclerotium sp, Macrophomina phaseolina e Colletotrichum
gloeosporioides, assim como nas bactérias Acidovorax citrulli (duas cepas) e no protozoario
Phytomonas serpens.

4.2. Material e métodos

4.2.1 Sintese e caracterizacdo das chalconas
As chalconas foram sintetizadas por meio da condensacéo aldolica (Claisen-Schmidt),
e a identificacéo e caracterizacdo foram realizadas por espectrometria de absor¢do na regido
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infravermelha (FTIR), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa e detector de
ionizagdo de chama (CG/EM/DIC), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear 1D (*H
e 13C) e °D (COSY, HSQC e HMBC), e espectrometria de massa de alta resolucio (EMAR).

4.2.1.1 Ponto de fuséo (p.f.)
Os pontos de fusdo foram determinados em um equipamento Micro Quimica MQAPF-
301.

4.2.1.2 Espectroscopia Infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho (pelotas de KBr) foram coletados em um espectrometro
de infravermelho Perkin Elmer com o modelo Spectrum Two de Fourier Transform da
PerkinElmer. Os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a 600 cm-1.

4.2.1.3 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Experimentos de RMN 1D (*H e 3C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC) foram realizados
em CDCI3 (cloroférmio-d) a 298 K em um espectrdmetro de RMN Bruker AVANCE 111 HD
operando a 11,75 T (*H e 3C a 500 e 125 MHz, respectivamente). Todos os deslocamentos
quimicos (8) de 1H e 13C na RMN sdo apresentados em ppm em relagdo ao sinal de
tetrametilsilano a 0,00 ppm como referéncia interna, e as constantes de acoplamento (J) sdo
fornecidas em Hz.

4.2.1.4 Cromatografia gasosa/Espectrometria de massas (CG-EM/IVD)

Os espectros de massa foram obtidos em um sistema CG-EM/IVD (QP2010 Ultra,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japédo) e coluna Rtx-SMS de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Os
espectros de massa foram determinados com uma energia de elétrons de 70 eV.

(E)-1,3-difenil-prop-2-en-1-ona (CH-0)

Sélido amarelo, rendimento de 90%, p.f. 54-55 °C. IV: vmax/ cm—1 3052, 1666, 1603. RMN
de 1H (500 MHz, CDCI3) & 8,02 (dt; J=7,7 e 1,2 Hz; 2H), 7,81 (d; J=15,7 Hz; 1H), 7,64 (m;
2H), 7,58 (tt; J=7,3 e 1,3 Hz; 1H), 7,51 (m; 3H), 7,41 (m; 3H). RMN de 13C (125 MHz,
CDCI3) 6 190,55, 144,84, 138,21, 134,88, 132,78, 130,54, 128,96, 128,62, 128,50, 128,45.
EIMS: m/z (%) 208 [M+e] (61), 207 (100), 131 (36), 103 (33), 77 (54). [M++] 208 m/z
C15H120 [33].

(E)-1-(3,4-dimetoxifenil) -3-(furan-2-il) prop-2-en-1-ona (CH-1)

Sélido marrom, rendimento de 75%, p.f. 79-83°C. IV: vmax/ cm—1 3121, 3031, 1655, 1600,
1572, 1264, 1027. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) & 7,69 (dd; J=8,4 ¢ 2,0 Hz; 1H), 6,93 (d;
J=8,4 Hz; 1H), 7,63 (d; J=2,0 Hz; 1H), 7,53 (d; J=1,6 Hz; 1H), 6,70 (d; J=3,4 Hz; 1H), 6,52
(dd; J=3,4 Hz e 1,6 Hz; 1H), 7,59 (d; J=15,3 Hz; 1H), 7,48 (d; J=15,3 Hz; 1H), 3,97 (s, 3H),
3,96 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) & 188,1, 153,3, 151,9, 149,3, 144,8, 131,4,
130,1, 123,1, 119,1, 115,9, 112,7, 110,7, 110,1, 56,1. EIMS: m/z (%) 258 [M+*] (100),
227(9), 204 (15), 165(47), 121 (22). [M++] 258 m/z C15H1404 [39].

(E)-1-(3,4-dimetoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (CH-2)

Soélido amarelo, rendimento de 85%, p.f. 83-86°C. IV: vmax/ cm—1 3059, 1641, 1606, 1250,
1027. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) 6 7,69 (dd; J=8,3 e 2,0 Hz; 1H), 6,93 (d; J=8.,3 Hz;
1H), 7,65 — 7,62 (m; 3H), 7,43 — 7,37 (m, 3H), 7,81 (d; J=15,6 Hz; 1H), 7,55 (d; J=15,6 Hz,
1H), 3,96 (s, 3H), 3,95 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) 6 188,56, 153,2, 149,2,
143,9, 135,0, 130,3, 131,3, 128,3, 128,9, 123,0, 121,6, 110,7, 109,9, 56,0. EIMS: m/z (%) 268
[M++] (100), 253(13), 237 (25), 165(42), 103 (26). [M++] 268 m/z C17H1603 [40].

(E)-1-(3,4-dimetoxifenil) -3-(tiofeno-2-il) prop-2-en-1-ona (CH-3)
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Solido amarelo, rendimento de 75%, ponto de fusdo 107-109°C. IV: vmax/ cm—1 3115, 1662,
1600, 1271, 1104. RMN de 1H (500 MHz, CDCI13) 6 7,66 (dd; J=8,3 e 2,0 Hz; 1H), 6,93 (d;
J=8,3 Hz; 1H), 7,63 (d; J=2,0 Hz; 1H), 7,41 (d; J=5,0 Hz; 1H), 7,36 (d; J=3,6 Hz; 1H), 7,09
(dd; J=5,0 Hz e 3,6 Hz; 1H), 7,94 (d; J=15,2 Hz; 1H), 7,35 (d; J=15,2 Hz; 1H), 3,98 (s, 3H),
3,97 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) &6 187,9, 153,3, 149,3, 140,6, 131,8, 1364,
128,3, 122,5, 122.,9, 120,4, 110,7, 109,9, 56,1. EIMS: m/z (%) 274 [M++] (100), 243(45), 165
(21), 137(30), 109 (22). [M++] 274 m/z C15H1403S [41].

(E)-1-(3,4-dimetoxifenil) -3-(4-metoxifenil) prop-2-en-1-ona (CH-4)

Sélido amarelo, rendimento de 90%, ponto de fusdo 84-86°C. IV: vmax/ cm—1 3087, 1655,
1586, 1271, 1020. RMN de 1H (500 MHz, CDCI13) & 6,93 (d; J=8,4 Hz; 1H), 6,94 (d; J=8,8
Hz; 2H), 7,68 (dd; J=8,4 e 2,0 Hz; 1H), 7,59 — 7,62 (m; 3H), 7,79 (d; J=15,5 Hz; 1H), 7,28 (d;
J=15,5 Hz; 1H), 3,97 (s, 6H), 3,85 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) & 188.6, 161,5,
153,1, 149,2, 143,8, 131,6, 130,1, 127,8, 122,8, 119,4, 114,4, 110,8, 109,9, 56,0, 55,4. EIMS:
m/z (%) 298 [M++] (100), 283 (33), 267 (50), 165 (21), 161 (20). [M++] 298 m/z C18H1804
[42].

(E)-1-(3,4-dimetoxifenil) -3-(4-(dimetilamino) fenil) prop-2-en-1-ona (CH-5)

Solido laranja, rendimento de 80%, ponto de fusdo 110-112°C. IV: vmax/ cm—1 3003, 1641,
1564, 1264, 1138. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) & 7,67 (dd; J=8,3 ¢ 1,9 Hz; 1H), 7,62 (d;
J=1,9 Hz; 1H), 6,92 (d; J=8,3 Hz; 1H), 7,56 (d; J=9,8 Hz; 2H) e 6,90 (d; J=8,8 Hz; 2H), 7,79
(d; J=15,4 Hz; 1H) e 7,36 (d; J=15,4 Hz; 1H), 3,97 (s, 3H), 3,96 (s, 3H), 3,04 (s, 6H). RMN
de 13C (125 MHz, CDCI3) ¢ 188,8, 152,7, 151,9, 149,1, 1449, 130,3, 122.,9, 122.5, 116.,5,
111,8, 110,8, 109,9, 56,0, 40,2. EIMS: m/z (%) 342 [M+e] (100), 296 (25), 280 (27), 174
(21), 121 (66). [M++] 311 m/z C19H21NO3 [42].

(E)-1-(4-metoxifenil) -3-(naftalen-1-il) prop-2-en-1-ona (CH-6)

Sélido amarelo, rendimento de 70%, ponto de fusdo 75-77°C. IV: vmax/ cm—1 3038, 1648,
1578, 1264, 1020. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) § 8,65 (d; J=15,3 Hz; 1H), 8,26 (d; J=8,4
Hz; 1H), 7,91 (d; J=8,2 Hz; 1H), 7,89 (d; J=7,3 Hz; 2H), 7,73 (dd; J=8,3 e 1,9 Hz; 1H), 7,67
(d; J=1,9 Hz; 1H), 7,63 (d; J=15,3 Hz; 1H), 7,60 - 7,63 (m; 3H), 6,94 (d; J=8,3 Hz; 1H), 3,98
(s, 3H), 3,97 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) & 188,5, 153,4, 149,3, 141,0, 133,8,
131,3, 130,6, 128,8, 126,9, 125,5, 125,0, 124,5, 123,6, 123,2, 110,9, 110,1, 56,2. EIMS: m/z
(%) 318 [M++] (55), 317 (46), 237 (100), 135 (33), 107 (10). [M++] 311 m/z C21H1803 [43].

(E)-3-(4-isopropilfenil) -1-(4-metoxifenil) prop-2-en-1-ona (CH-7)

Soélido marrom, rendimento de 82%, ponto de fusdo 70-72°C. IV: vmax/ cm—1 3045, 1648,
1264, 1020. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) 6 8,02 (d; J=8,8 Hz; 2H), 7,79 (d; J=15,6 Hz;
1H), 7,56 (d; J=8,2 Hz; 2H), 7,50 (d; J=15,6 Hz; 1H), 7,25 (d; J=8,2 Hz; 2H), 6,95 (d; J=8,8
Hz; 2H), 3,83 (s, 3H), 2,87 (hep; J=6,9 Hz; 1H), 1,25 (hep; J=6,9 Hz; 6H). RMN de 13C (125
MHz, CDCI3) & 188,5, 163,0, 151,4 153,3, 143,8, 132,5, 130,9, 130,5, 128,3, 126,8, 120,7,
113,5, 55,2, 33,8, 23,5. EIMS: m/z (%) 280 [M+e] (59), 317 (48), 265 (46), 237 (100), 135
(31). [M++] 280 m/z C19H2002.

(E)-3-(furan-2-il) -1-(4-metoxifenil) prop-2-en-1-ona (CH-8)

Solido marrom, rendimento de 86%, ponto de fusdo 76-78°C. IV: vmax/ cm—1 3135, 1655,
1613, 1564, 1229, 1013. RMN de 1H (500 MHz, CDCI13) 6 8,05 (dd; J=8,9 Hz; 2H), 7,58 (d;
J=15,3 Hz; 1H), 7,52 (d; J=1,7 Hz; 1H), 7,46 (d; J=15,3 Hz; 1H), 6,70 (d; J=3,4 Hz; 1H), 6,98
(d; J=8,9 Hz; 2H), 6,52 (dd; J=3,4 Hz e 1,6 Hz; 1H), 3,88 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz,
CDCI13) 6 188,1, 163.4, 151,8, 144,7, 131,1, 130,7, 129,9, 119,2, 115,7, 113,8, 112,6, 55,5.
EIMS: m/z (%) 228 [M++] (100), 185 (14), 174 (30), 157 (13), 135 (84). [M++] m/z 228
C14H1203 [44].
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(E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (CH-9)

Solido amarelo, rendimento de 74%, ponto de fusdo 73-75°C. IV: vmax/ cm—3065, 1662,
1592, 1264, 1180. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) & 8,05 (dd; J=7.9 Hz; 2H), 7,80 (d; J=15,6
Hz; 1H), 7,65 — 7,63 (m; 2H), 7,54 (d; J=15,6 Hz; 1H), 7,43 — 7,39 (m; 3H), 6,98 (d; J=7,9
Hz; 2H), 3,88 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) 6 188,7, 163,4, 143.9, 135,1, 131,1,
130,3, 130,8, 128.,9, 128,3, 125,3, 121,9, 113,8, 55,5. EIMS: [M++] m/z 238 C16H1402 [40].

(E)-1-(4-metoxifenil) -3-(4-metoxifenil) prop-2-en-1-ona (CH-10)

Sélido amarelo, rendimento de 67%, ponto de fusdo 100-102°C. IV: vmax/ cm—1 3017, 1662,
1592, 1250, 1020. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) ¢ 8,04 (d; J=8,9 Hz; 2H), 7,77 (d; J=15,6
Hz; 1H), 7,60 (d; J=8,7 Hz; 2H), 7,42 (d; J=15,6 Hz; 1H), 6,97 (d; J=8,9 Hz; 2H), 6,93 (d;
J=8,7 Hz; 2H), 3,88 (s, 3H), 3,85 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) & 188,8, 163,3,
161,5, 143,8, 131,4, 130,7, 130,1, 127,8, 119,6, 114,4, 113,8, 55,5, 55,4. EIMS: m/z (%) 268
[M++] (100), 253 (38), 225 (19), 160 (18), 135 (30). [M++] m/z 268 C17H1603 [39].

(E)-1-(4-metoxifenil) -3-(4-(dimetilamino) fenil) prop-2-en-1-ona (CH-11)

Sélido alaranjado, rendimento de 68%, ponto de fusdo 109-111°C. IV: vmax/ cm—1 3010,
1600, 1306, 1160. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) & 8,03 (d; J=8,8 Hz; 2H), 7,78 (d; J=15,4
Hz; 1H), 7,54 (d; J=8,8 Hz; 2H), 7,34 (d; J=15,4 Hz; 1H), 6,69 (d; J=8,8 Hz; 2H), 6,97 (d;
J=8.,8 Hz; 2H), 3,88 (s, 3H), 3,03 (s, 6H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) & 188,9, 162,9,
151,8, 144,9, 131,8, 130,5, 130,2, 122,8, 116,7, 113,6, 111,8, 55,4, 40,1. EIMS: m/z (%) 281
[M+2] (100), 280 (36), 266 (29), 250 (18), 121 (55). [M++] 281 m/z C18HI9NO2 [42].

(E)-1-(4-metoxifenil) -3-(tiofeno-2-il) prop-2-en-1-ona (CH-12)

Sélido amarelo, rendimento de 70%, ponto de fusdo 103-106°C. IV: vmax/ cm—1 3101, 1655,
1592, 1264, 1166. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) & 8,01 (d; J=8,9 Hz; 2H), 7,93 (d; J=15,3
Hz; 1H), 7,39 (d; J=5,0 Hz; 1H), 7,34 (d; J=15,3 Hz; 1H), 7,33 (d; J=3,6 Hz; 1H), 7,09 (dd;
J=5.0 ¢ 3,6 Hz; 1H), 6,67 (d; J=8,9 Hz; 2H), 3,88 (s, 3H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) &
188,1, 163,4, 140,5, 136,4, 131,7, 131,0, 130,7, 128,4, 120,6, 113,8, 55,5. EIMS: m/z (%) 244
[M++] (100), 229 (15), 201(19), 135 (37), 109 (26). [M++] 244 m/z C14H1202S [44].

(E)-1-(3,4-dimetoxifenil) -3-(3,4-diclorofenil) prop-2-en-1-ona (CH-13)

Sélido branco, rendimento de 88%, ponto de fusdo 120-122 °C. IV: vmax/ cm—1 3073, 1662,
1592, 1264, 1160. RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) & 7,72 (d; J=1,9 Hz; 1H), 7,68 (d; J=15,6
Hz; 1H), 7,61 (d; J=1,9 Hz; 1H), 7,53 (d; J=15,6 Hz; 1H), 7,48 (d; J=8,25 Hz; 1H), 7,46 (d;
J=1,9 Hz; 1H), 7,44 (d; J=1,9 Hz; 1H), 3,97 (s, 6H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) &
187,8, 153,5,149,4, 141,0,135,2, 134,1, 133,3, 130,9, 129,6, 127,5, 123,2, 123,1, 110,7, 109,9,
56,14. EIMS: m/z (%) [M++] 336 (55), (46), (100), (33), (10). [M++] 336 m/z C17H14CI1203
[45]."

(E)-1-(3,4- dimetoxifenil) -3-(2,4,5-trimetoxifenil) prop-2-en-1-ona (CH-14)

Solido amarelo, rendimento de 60%. IV: vmax/ cm—1 3017, 1648, 1592, 1299, 1020. RMN de
1H (500 MHz, CDCI3) 6 8,08 (d; J=15,7 Hz; 1H), 7,68 (d; J=8,3 ¢ 1,9 Hz; 1H), 7,62 (d; J=1,9
Hz; 1H), 7,53 (d; J=15,6 Hz; 1H), 7,48 (d; J=8,25 Hz; 1H), 7,46 (d; J=1,9 Hz; 1H), 7,48 (d;
J=15,7 Hz; 1H), 7,13 (s; 1H), 6,93 (d; J=8,3 Hz; 1H), 6,53 (s; 1H) 3,97 (s; 6H), 3,94 (s; 3H),
3,91 (s; 6H). RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) 6 189,3, 154,5,152,8, 152,3, 149,1, 1433,
139,4,131,9, 122,8, 120,1, 115,7, 111,6, 110,95, 109,9, 96,9, 56,6, 56,3, 56,0. EIMS: m/z (%)
358 [M++] (4), 327 (100), 311 (14), 283 (5), 165 (6). [M++] 336 358 m/z C20H2206.
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4.2.2. Atividade antifungica

As chalconas foram dissolvidas em Dimetilsulféxido (DMSO) a uma concentragdo de
1% e armazenados a 4°C. A inibicdo do crescimento micelial foi realizada por meio do teste
de contato, as chalconas foram incorporadas ao meio de cultura PDA em uma concentragéo de
1mM. Um disco de micélio de 5mm foi adicionado ao centro das placas. O controle negativo
foi realizado com DMSO a uma concentracéo de 1%, e para o controle positivo, o fungicida
thiabendazol foi utilizado a 12,4 mM. As avaliacdes foram realizadas diariamente, até que o
controle negativo atingisse 0 ponto maximo de crescimento. As placas foram incubadas no
escuro a 28 °Cx2. Os diametros dos micélios foram medidos, e as porcentagens de inibicdo de
crescimento para cada derivado foram calculadas em comparagdo com o controle negativo. Os
dados mostram média + erro padrdo da média (EP). O ICso foi determinado para as chalconas
que inibiram acima de 50% do crescimento micelial a 1ImM. Concentragdes de 1 a 0,0625
mM foram testadas, e o ICso foi obtido por equagdo logaritmica. As analises foram
processadas pelo software GraphPad Prism 8.0.1. Experimentos foram realizados em
duplicata em trés dias independentes.

4.2.2.1 Microscopia de fluorescéncia

Fragmentos de miceélio foram cultivados em meio BDA e incubados em um agitador a
150 rpm a 28 °C por 24 horas. Apds a incubacdo, o micélio foi tratado com CHO em
concentragdes de 1X, 2X e 4X do ICso; 0 controle negativo foi DMSO a uma concentracao de
1%, e as células do controle positivo foram incubadas em 100 °C por 10 minutos e
posteriormente incubadas por 12 horas nas mesmas condic¢des descritas. ApOs a exposi¢do, 0s
micélios foram centrifugados a 3400 g por 5 minutos a 4 °C e corados com iodeto de propidio
(15 pM) por 15 minutos na auséncia de luz a 37 °C. Apoés a incubagdo, foram lavados trés
vezes com solucdo de PBS. Os micélios foram analisados no microscopio de fluorescéncia
invertido Olympus IX81 com lente de 10X. Os experimentos foram realizados em trés dias
independentes.

4.2.3 Atividade antibacteriana

As cepas das bactérias Acidovorax citrulli CCRM 1.39 e CCRM 1.73 foram cultivadas
em meio liquido YM (Yest malte) sob agitacdo orbital a 150 rpm a uma temperatura de 28
°C+2. O indculo bacteriano foi padronizado em uma densidade 6ptica (DO) de 0,5 (A 600nm),
equivalente a 108 UFC. Em cada poco, foram adicionados 100 puL do in6culo e 100 pL da
solugdo de chalconas a uma concentracdo final de 1 mM. O controle positivo foi
estreptomicina (500 pg.mL™) e o controle negativo 1% de DMSO. As placas foram incubadas
com agitagéo orbital a 150 rpm e 28 °C+2 por 24 horas. A absorbancia foi medida em A 600
nm utilizando um espectrofotdmetro leitor de microplacas modelo Synergy H1, BIOTEK. A
atividade inibitéria foi calculada em comparagdo com o controle negativo, e os dados foram
expressos em média da porcentagem de inibicdo e + erro padrdo da média (SEM). Os
experimentos foram realizados em triplicata em trés dias independentes.

4.2.4 Atividade antiprotozoéaria

O isolado 9T de Phytomonas serpens foi obtido por doagdo da Colecdo de
Tripanossomatideos da Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ. As formas de promastigotas de P. serpens
foram cultivadas em meio de cultura Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de penicilina-estreptomicina, e subsequentemente incubadas em uma estufa B.O.D a 24
°C+2. Promastigotas de Phytomonas serpens (5 x 10® células/mL) foram tratadas com as
solugdes de chalconas na concentracdo de 25uM. O controle negativo foi realizado com
células ndo tratadas cultivadas em meio Schneider, e o controle positivo com células expostas
a 10 uM de anfotericina B. As placas foram incubadas em uma estufa B.O.D a 24 £ 1 °C por
24 horas. A viabilidade celular foi determinada pelo método fluorimétrico de resazurina
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(50uM). A fluorescéncia foi medida pelo leitor de microplacas espectrofotdbmetro modelo
Synergy H1, BIOTEK, X 560-590 (excitagcdo/emissdo) usando o programa Gen52.06.

Para as chalconas que mostraram inibicdo da viabilidade celular acima de 90%, a 1Csg
foi determinada. Células foram tratadas com as chalconas em concentragcfes variando de 50 a
1,56 UM, e as placas foram incubadas em estufa B.O.D a 24 °C+1 por 24 horas. Para
determinar a viabilidade celular, foi utilizado o método de resazurina descrito anteriormente.
Os dados foram processados usando o software GraphPad Prism 8.0.1. Os experimentos
foram realizados em triplicata em trés dias independentes.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1 Sintese das estruturas das chalconas

Uma solucdo de cetona metoxilada (1,0 mmol) e aldeido aromatico (1,0 mmol) em
etanol (10 mL) foi adicionada gota a gota a uma solucdo agitada de NaOH (1,0 g) em &gua
(12 mL), resfriada a 0 °C em um banho de gelo. A mistura reacional foi mantida a
temperatura ambiente por 3 horas. A mistura reacional obtida foi mantida sob refrigeragéo por
12 horas, em seguida, filtrada a vacuo e recristalizada com etanol. O rendimento, ponto de
fusdo e dados espectrais dos compostos foram elucidados. As estruturas das chalconas estéo
listadas na Figural.

4.3.2 Avaliacdo antifungica

A atividade antifungica das chalconas foi avaliada pelo método de inibicdo do
crescimento micelial e comparada ao controle negativo. Considerando trés fungos avaliados,
observou-se inibicdo em algum grau por uma ou mais moléculas. As chalconas CHO, CH1,
CH2 e CH8 apresentaram melhores inibi¢6es do crescimento micelial (Tabela 1).

O fungo C. gloeosporioides foi 0 mais suscetivel entre os fungos avaliados, a molécula
CHO promoveu taxa de inibicdo de (85,3%), a maior taxa de inibicdo observada, seguida por
CH12 (76,5%), CH8 (76,3%), CH13 (63,6%) e CH1 (57,1%). Para o fungo Sclerotium sp., a
maior taxa de inibicdo foi obtida com CH2 (77,6%), seguido por CH1 (61,0%). O fungo M.
phaseolina foi 0 menos suscetivel as moléculas testadas. No entanto, uma taxa de inibicdo de
56,2% foi observada com a chalcona CH8. Apenas as chalconas CH4 e CH14 foram
completamente inativas para os trés fungos testados.

Para compreender melhor a atividade antifingica, a ICso das chalconas mais ativa foi
calculada. Os valores estdo apresentados na Tabela 2.

Os valores correspondem a média e + erro padrdo da média de trés experimentos.

Neste trabalho, a chalcona CHO mostrou alta atividade antifungica sobre o fungo C.
gloeosporioides, com ICso de 47,3 UM equivalente a (9,8 pg.mL™). A acdo antiflingica da
chalcona CHO foi estudada anteriormente em outros fungos fitopatogénicos, como Botrytis
cinerea e Monilinia fructicola, com valores de 1Cso de 43,9 e 48,5 pug.mL™, respectivamente
[24]. A atividade antimicrobiana da chalcona CHO pode ser devido a presenca de uma cetona
reativa a, B-insaturada que pode se ligar ao grupo tiol de proteinas essenciais [6]. Em estudos
anteriores, foram observados efeitos como uma reducdo de 100% no teor de ergosterol e
interferéncia na sintese de acidos graxos em cepas do fungo dermatofito Trichophyton rubrum
tratadas com chalcona CHO na concentragéo de CIM [30].

A chalcona CH2 apresentou um ICso de 110,4 UM equivalente a 29,6 pg.mL™ para o
fungo Sclerotium sp. (Tabela 2). A adicdo de grupos metoxi ao anel A (CH2) aumentou a
atividade antifungica em 100% em comparacdo com a chalcona ndo modificada (CHO0). No
entanto, para todos os demais fungos, a combinacdo de dois grupos metoxi no anel A e a
adicdo de grupos metoxi ao anel B resultou na perda de atividade antifungica, como
observado nas chalconas CH4 e CH14, que tém a mesma composi¢cdo de grupos metoxi
ligados ao anel A, mais adic¢Oes de grupos metoxi ao anel B, indicando que 0s grupos metoxi
ligados ao anel B reduziram a atividade antifungica desses compostos. Uma estrutura analoga
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a chalcona CH2, com grupos metoxi nas posi¢es 2 e 5 no anel A e anel B ndo substituido,
promoveu inibiges de 100%, 69,27% e 85,02% a uma concentragdo de 250 pM para oS
fungos Phytophthora cinnamomi, Botrytis cinerea e Gibberella fujikuroi, respectivamente
[31].

Até 0 momento este € o primeiro relato de atividade antifingica para a molécula CH1.
As chalconas CH1 e CH8 tém um anel de furano ndo substituido no anel B e a adi¢do de
grupos metoxi no anel A nas posicdes 3 e 4 (CH1) e posicdo 4 (CH8). Ambas as estruturas
mostraram boa atividade antifingica, a molécula CH1 foi ativa para os fungos Sclerotium sp.
e C. gloeosporioides, e CH8 para os fungos M. phaseolina e C. gloeosporioides. Nossos
dados corroboram com um trabalho anterior que mostrou que a presenca de um anel de furano
é importante para melhorar a atividade antifungica, ja que a estrutura CH8 promoveu taxas de
inibicdo de 100%, 78,97%, 73,61%, 54,85% e 83,51% para os fungos Rhizoctonia solani,
Bipolaris maydis, Phytophthora infestans, Gibberella zeae e Sclerotinia sclerotiorum a uma
concentragdo de 200 mg.L?, equivalente a 200 pug.mL™?, os valores de 1Cso para os fungos
foram Rhizoctonia solani 4,02 mg.L™, Bipolaris maydis 38,88 mg.L™, Gibberella zeae 42,03
mg.L* e Sclerotinia sclerotiorum 45,77 mg.L™ [32].

Outra chalcona contendo anel de furano no anel B e adi¢Ges de atomos de cloro nas
posicOes 2 e 4 do anel A promoveu taxas de inibicdo de 100% para Rhizoctonia solani e 60%
a 80% para os fungos Bipolaria maydis, Sclerotinia sclerotiorum, Magnaporthe oryzae,
Gibberella zeae e Botrytis cinerea [23]. Além disso, essas moléculas mostraram causar
encurtamento e deformacdo no micélio de M. oryzae. Em outro estudo, essa estrutura exibiu
potente atividade antiflingica sobre o fungo Rhizoctonia solani, com um 1Cso de 1,20 mg.L™.

A chalcona CHL1 inibiu Sclerotium sp. e C. gloeosporioides, mas exibiu inatividade
sobre M. phaseolina. Por outro lado, a chalcona CH8 foi inativa sobre Sclerotium sp., mas
mostrou atividade sobre os fungos M. phaseolina e C. gloeosporioides. 1sso sugere que a
mesma molécula pode exercer efeitos distintos em vérias espécies de fungos. Esses achados
estdo alinhados com observaces feitas por [32], a estrutura de chalcona codificada como 1113
contendo adicdes de cloro ao anel A nas posicOes 2 e 4 e anel furano no anel B apresentou
alto potencial antifingico sobre os fungos Rhizoctonia solani, Bipolaria maydis, Gibberella
zeae e Sclerotinia sclerotiorum, no entanto, 1113 apresentou inatividade sobre o fungo
Phytophthora infestans, consistente com as observacdes neste estudo [32].

4.3.2.1 Microscopia de fluorescéncia de Colletotrichum gloeosporioides

O efeito do CHO na integridade da membrana plasmatica de C. gloeosporioides foi
avaliado usando o iodeto de propidio (PI), um marcador de morte celular que emite
fluorescéncia vermelha ao se ligar ao DNA de células com membrana plasmética danificada.
O CHO promoveu a incorporacdo de (PI) nas hifas apds o tratamento com concentracfes
equivalentes a 1X, 2X e 4X a concentracdo de ICso (Fig. 2). Isso indica que um dos
mecanismos de morte é distirbio na membrana plasmatica do fungo. A ruptura da integridade
da membrana plasméatica em hifas, ja foi observada anteriormente no fungo fitopatogénico
Phomopsis sp. exposto a chalcona com atividade antifungica [33].

4.3.3 Atividade antibacteriana

A maioria das chalconas testadas mostrou atividade inibitoria baixa ou nula no
crescimento de duas cepas da bactéria gram-negativa Acidovorax citrulli (Tabela 3). As
chalconas CH6 e CH7 apresentaram atividade antibacteriana moderada, as demais chalconas
obtiveram taxas de inibigdo abaixo de 30% ou ndo tiveram efeito nas cepas estudadas.

Tanto em bactérias gram-positivas quanto em gram-negativas, a introducdo de grupos
metoxi em ambos 0s anéis aromaticos reduziu a atividade antibacteriana das chalconas, com
uma concentracdo inibitéria minima (CMI) superior a 2.000 pg.mL?* em comparacdo com
chalconas que apresentavam grupos hidroxila e prenil em sua estrutura [34]. De acordo com
0s autores, a presenca de um grupo hidroxila na posi¢cdo C4 ou C2 no anel B, bem como a
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presenca de prenilacdo, que aumenta a lipofilicidade, sdo cruciais para a atividade
antibacteriana de chalconas.

Uma chalcona contendo um grupo metoxi na posicdo 4 do anel A e um grupo
hidroxila na posicdo C4 do anel B exibiu atividade antimicrobiana sobre a levedura
Rhodotorula rubra e a bactéria Staphylococcus aureus. No entanto, a substituicdo do grupo
hidroxila por &omos de halogénio, como ClI, Br, grupo nitro (NO2), grupo etoxi (OCH2CH3)
ou substituintes alifaticos como CH3, CH2, CH3, resultou na perda de atividade
antimicrobiana [35].

Em outros estudos, a hidroxichalcona (T9A) apresentou valores de CMI mais baixos
sobre a bactéria gram-negativa Xanthomonas citri e a gram-positiva Bacillus subtilis em
comparagdo com a hidroxi-metoxicalcona (BC1). No entanto, apenas BC1 induziu a perda de
permeabilidade da membrana em Bacillus subtilis, sugerindo que as chalconas podem afetar
de maneira diferente as bactérias gram-negativas e gram-positivas. Em X. citri, BC1 (2XCMI)
levou a uma reducgdo nos niveis intracelulares de ATP [26]. Neste estudo, uma investigacdo
do metabolismo energético bacteriano nao foi conduzida, destacando a necessidade de
analises futuras.

4.3.4 Atividade antiprotozoéaria

Todas as chalconas mostraram atividade antiprotozoaria sobre Phytomonas serpens,
com percentagens de inibicdo variando de 48,01% a 98,91% (Fig. 3). Entre as chalconas
testadas, CH2, CH3, CH5 e CH14 foram os mais ativas, com taxas de inibig&o de viabilidade
acima de 90% dos promastigotas de P. serpens.

Para confirmar o efeito antiprotozoario, foram calculados os valores de ICso das
chalconas mais ativos, variando de 0,98 a 10,25 uM (Tabela 4).

A chalcona CH2 apresentou o valor mais baixo de ICso, seguido por CH3, CH5 e
CH14. Este é o primeiro relato de atividade antiprotozoéaria para as moléculas CH2, CH3 e
CH5. A atividade antiprotozoéaria de chalconas sobre tripanossomatideos foi documentada na
literatura [27, 29, 36]. A chalcona contendo grupos metoxi em um ou ambos 0s anéis
aromaticos reduziram a viabilidade celular em promastigotas de P. serpens, com valores de
ICso de 3,47uM e 4,79 uM para as moléculas C3 e C7, respectivamente [29].

De acordo com os resultados, a atividade antiprotozoaria ndo esta apenas associada a
presenca de 3,4 metoxi no anel A, mas também a sua combinacdo com o anel B composto
pelos seguintes grupos: benzaldeido ndo substituido (CH2), tiofeno (CH3), dimetilamino
(CH5) e benzaldeido trimetoxilado (CH14). A chalcona CH14 contém grupos metoxi nas
posicdes 3,4 do anel A e 2,4,5 do anel B, esta estrutura inibiu a viabilidade celular com uma
taxa de 97,36% e ICso de 3,11 pM. Estudos envolvendo chalconas metoxiladas tém
constatado que a exposicdo a essas moléculas induziu alteracdes estruturais em mitocéndrias,
extensa vacuolizacdo e encolhimento celular e nuclear em Leishmania (Viannia) braziliensis
[37].

4.4. Conclusodes

As chalconas CHO, CH1, CH2 e CH8 demonstraram alta atividade antifungica sobre
Sclerotium sp., Macrophomina phaseolina e Colletotrichum gloeosporioides. A chalcona nédo
modificada CHO foi capaz de permeabilizar as hifas do fungo Colletotrichum gloeosporioides,
0 que indica que a CHO tem um efeito na permeabilidade da membrana plasmatica do fungo.
As chalconas série apresentaram baixo ou nenhum potencial antibacteriano para as cepas de
Acidovorax citrulli CCRM 1.39 e CCRM 1.73. O protozoario Phytomonas serpens mostrou-
se altamente sensivel as chalconas metoxiladas, sendo as chalconas mais ativas CH2, CH3,
CH5 e CH14.
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Figura 1. Estruturas quimicas das chalconas.
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Tabela 1. Inibicdo do crescimento micelial (%) dos fungos Sclerotium sp, Macrophomina
phaseolina e Colletotrichum gloeosporioides, expostos as chalconas na concentracdo de

1mM.
Inibicdo do Crescimento micelial (%)

Chalconas  Sclerotiumsp M. phaseolina  C. gloeosporioides
CHO 36,85+ 3,068 48,00+ 7,70 85,31 + 2,395
CH1 61,02+ 1,782 24,98 + 2,685 57,08 + 1,458
CH2 77,66 £ 0,353 10,16 £ 0,165 46,87 £ 3,542
CH3 31,61 +0,385 I 24,30 £ 0,490
CH4 I I I
CH5 I 9,30 £ 1,000 I
CHG6 19,03 + 2,718 I 33,18 +4,815
CH7 I | 44,59 + 10,905
CH8 24,17 £1,758 56,18 + 0,485 76.36 + 3,310
CH9 19,90 £ 3,763 12,15 + 2,850 I

CH10 I I 40,22 £3,385
CH11 | I 37,66 + 4,682
CH12 47,82 £ 3,820 I 76,50 + 0,1667
CH13 31,60 £ 5,637 I 63,64 £ 0,105
CH14 I I I

Thiab 0.5% I 97,61 £ 1,055 100,00 £ 0,00

| = Composto inatvo

Os valores correspondem a média e + erro padrdo da média (ER) de trés

experimentos.
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Tabela 2. Concentracdo inibitoria (ICso) das chalconas ativas sobre fungos Sclerotium sp,

Macrophomina phaseolina e Colletotrichum gloeosporioides.

ICs0 (UM) 24 h

Chalconas  Sclerotium sp M. phaseolina  C.gloeosporioides

CHO " u 47,31 +0,745
CH1 127,5 + 3,40 u 446,60 + 27,2
CH2 110,4 + 4,85 u u

CH8 v 117,7+3,80 131,05 + 0,650
CH12 ! u 238,30 £ 6,7
CH13 : u 193,10 + 14,3

u= Nao determinado
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Figura 2. Microscopia de fluorescéncia de hifas de Colletotrichum gloeosporioides.
Fragmentos miceliais foram cultivados por 24 horas e expostos a CHO por 12 horas. (A)
Controle negativo: micélio tratado com 1% de DMSO, (B) 1X ICso, (C) 2X ICso, (D) 4X ICso
e (E) controle positivo: células expostas a 100 °C/10 min. As imagens foram adquiridas
usando microscopia de campo claro combinada com fluorescéncia em uma objetiva de 10X.
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Tabela 3. Taxas de inibicdo do crescimento bacteriano de Acidovorax citrulli cepas CCRM
1.39 e CCRM 1.73 expostas as chalconas na concentragdo de 1ImM.

Inibicdo de Crescimento (%) 1Mm

Chalconas

1.39

1.73

CHO
CH1
CH2
CH3
CH4
CH5
CH®b6
CH7
CHS8
CH9
CH10
CH11
CH12
CH13
CH14
Estreptomicina 500pg.mL*

I
11,1+0,72
I
I
I
I
17,1+2,31
I
I
I
80,060+0,99

I
46,5+3,71
41,2+ 1,83

I
17,1+£2,15

I
27,3+0,432

I

I

I
77,75%3,39

j = Composto inativo

Os valores correspondem a média e ao + erro padrdo da média (ER) de trés experimentos.



48

100

50

Inibigao (%)
viabilidade celular

Q N Vv D U &) © QA N Y WD »
SFTFFFTFTFTSTLI L &

Chalconas [25uM]

Figura 3. Selecdo das chalconas com atividade antiprotozoaria em Phytomonas serpens.
Promastigotas a 5x10° células/mL foram cultivadas na presenca das chalconas na
concentracdo de 25uM. Anfotericina B a 20uM foi usada como controle positivo (CP) e
celulas ndo tratadas como controle negativo. A viabilidade celular foi determinada pelo
método de Resazurina apds 24 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata com trés
experimentos independentes. Os dados mostram a média + erro padrdo da média (SEM).



Tabela 4. Concentracéo inibitoria (ICso) das chalconas ativas sobre Phytomonas serpens.

Chalconas ICs0 (UM£SEM)
CH2 0,989 + 0,111
CH3 2,409 £ 0,096
CH5 10,257 + 1,236
CH14 3,114 + 0,294

Anfotericina B 6,381 + 0,264
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5. ARTIGO 2

EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE Lippia gracilis E DOS COMPOSTOS
MAJORITARIOS TIMOL E CARVACROL NA INIBICAO DO CRESCIMENTO,
FORMACAO DE BIOFILME, MOTILIDADE E NA PERMEABILIDADE DA
MEMBRANA DE Acidovorax citrulli

Periodico a ser submetido: Pesticide Biochemistry and Physiology
RESUMO

Acidovorax citrulli é uma bactéria gram-negativa que causa a doenca mancha aquosa dos
frutos em culturas de cucurbitaceas. Esta doenca é de alto poder destrutivo e até 0 momento
ndo existem materiais resistentes. Os 6leos essencias (OEs) sdo misturas volateis complexas
com carater oleoso e odorifero, formados principalmente por monoterpenos. Os OEs de
Lippia gracilis possuem os monoterpenos timol e carvacrol como principais constituintes. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano dos OEs de sete acessos de
Lippia gracilis e seus componentes majoritarios timol e carvacrol em Acidovorax citrulli. Foi
determinada a CMI e CMB para os OEs, timol e carvacrol e seus efeitos no crescimento,
formacdo do biofilme, permeabilidade da membrana e motilidade bacteriana. O in6culo foi
crescido em meio LB até a D.O de 0,5 e exposto as concentracdes que variaram de 1.000 a
62,5 pg.mLt. Todos os OEs apresentaram inibicdes acima de 97,3% na concentracio de
1.000 pg.mLt. As menores CMIs foram OE LGRA 106 (500 pg.mL), timol e carvacrol (250
ug.mL?). O OE LGRA106, timol e carvacrol na concentragdo 2XCMI e 1XCMI reduziram o
crescimento significativamente a partir de 30 min. O timol inibiu 100% da formacdo de
biofilme na CMI. Tratamento com as moléculas na CMlIs resultou no aumento da
permeabilidade da membrana apds exposicdo de 5 min. A motilidade foi significativamente
reduzida na concentracdo de % e CMI do timol e carvacrol. O uso de 6leos essenciais e seus
compostos majoritarios podem ser alternativas promissoras para estudos para o controle de
Acidovorax citrulli.

Palavras-chave: = Monoterpenos, Metabdlitos secundarios, Bacteriose, Controle,
Cucurbitaceas, Compostos fendlicos
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EFFECT OF THE ESSENTIAL OIL FROM Lippia gracilis AND ITS MAJOR
COMPOUNDS THYMOL AND CARVACROL ON THE INHIBITION OF GROWTH,
BIOFILM FORMATION, MOTILITY, AND MEMBRANE PERMEABILITY OF
Acidovorax citrulli

ABSTRACT

Acidovorax citrulli is a gram-negative bacterium that causes bacterial fruit blotch disease in
cucurbit crops. This disease is highly destructive, and, thus far, no resistant materials have
been identified. Essential oils (EOs) are complex volatile mixtures with an oily and odorous
character, primarily composed of monoterpenes. The EOs from Lippia gracilis contain the
monoterpenes thymol and carvacrol as their main constituents. The aim of this study was to
evaluate the antimicrobial potential of EOs from seven Lippia gracilis accessions and their
major components, thymol and carvacrol, against Acidovorax citrulli. MIC and MBC were
determined for the EOs, thymol, and carvacrol, along with their effects on bacterial growth,
biofilm formation, membrane permeability and bacterial motility. The inoculum was grown in
LB medium until reaching OD 0.5 and exposed to concentrations ranging from 1.000 to 62.5
pug/mL. All EOs exhibited inhibitions above 97.3% at the concentration of 1.000 pg/mL. The
lowest MICs were OE LGRA 106 (500 pg/mL), thymol, and carvacrol (250 pg/mL). OE
LGRA 106, thymol, and carvacrol at 2X MIC and 1X MIC significantly reduced growth after
30 minutes. Thymol inhibited 100% of biofilm formation at MIC. Treatment with the
molecules at MICs resulted in increased membrane permeability after 5 minutes of exposure.
Motility was significantly reduced to % and MIC concentrations of thymol and carvacrol. The
use of essential oils and their major compounds may serve as promising alternatives for
controlling Acidovorax citrulli.

Key-words: Monoterpenes, Secondary metabolites, Bacteriosis, control, Cucurbits, Phenolic
compounds
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5.1. Introducéo

Acidovorax citrulli € uma bactéria que pertence a classe B proteobactéria, ordem
Burkholderiales, familia Comamonadaceae, género Acidovorax, espécie citrulli (Burdman &
Walcott, 2012). S&o fitobactérias gram-negativas aerobicas, bastonetes com dimensdes de 0,5
a 1,7 um e um flagelo polar de 5 pm (Schaad et al., 1978). Essa bactéria em cucurbitaceas
como meldo (Cucumis melo) e melancia (Citrullus lanatus) causa a doenca denominada
mancha aquosa dos frutos (MBF). Essa doenca em regides produtoras tem alto potencial
destrutivo (Burdman & Walcott, 2012).

Em 2024 A. citrulli permaneceu categorizada na lista Al de pragas quarentenarias da
European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO, 2024), devido a sua
importancia econdmica e social das cucurbiticeas. N&o existem materiais genéticos
comerciais resistentes a A. citrulli, a principal medida de controle é o uso de sementes livres
do patdégeno que é a principal fonte de indculo para disseminacdo da doenca. Para o
tratamento de sementes sdo utilizados antibidticos como estreptomicina, kasugamicina e
oxicloreto de cobre (Assuncao et al., 2019).

Doencas bacterianas em plantas séo de dificil controle e a depender da intensidade das
doencas pode ser invidvel o uso de produtos cupricos. Esse é o tratamento mais comumente
utilizado, no entanto, o uso continuo resulta em populacfes de patdgenos resistentes, culturas
com residuos, efeitos indiretos e diretos na salde humana e na natureza (Duman & Soylu,
2019). Fatores como o alto custo com aplicagdes continuas de pesticidas, ocorréncia de
populacOes resistentes, restricdes internacionais, além da questdo ambiental levaram a busca
de alternativas de controle ecoldgicos, intensificaram-se entdo estudos do potencial
bactericida de produtos derivados de plantas e suas possiveis aplicagdes na agricultura
(Bozkurt et al., 2020).

Os 6leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas, volateis e semivolateis com carater
odorifero, produzidas pelo metabolismo secundario das plantas. S&o obtidos por
hidrodestilacdo, destilacdo a seco ou a vapor, entre outros métodos. A composi¢cdo quimica
dos OEs varia de acordo com fatores intrinsecos (sexuais, sazonais e variacdes genéticas e
ontogenéticos) e externos (propriedades ecoldgicas e ambientais) (Kachur & Suntres, 2020).
Os OEs tém sido amplamente estudados para diversas atividades bioldgicas, ja foram
documentadas atividades como inseticida (Oyedeji et al., 2020), fungicida (Hou et al., 2020),
nematicida (D’addabblo et al., 2021), larvicida (Pandiyan et al., 2019), bactericida (Da Silva
et al., 2020; Hajian-Maleki et al., 2019; Rodrigues et al., 2023).

O OE de Lippia gracilis apresenta atividade antibacteriana, e em sua composicao
existem dois monoterpenos amplamente estudados em ensaios antimicrobianos, o timol e o
carvacrol (Da Silva et al., 2019). O timol (2-isopropil-5-metilfenol) e o carvacrol (5-isopropil-
2-metilfenol) s&o monoterpenos isdmeros formados a partir de duas unidades de isopreno
(Kachur & Suntres, 2020). Estes apresentam diversas atividades bioldgicas como inseticida,
fungicida, herbicida, larvicida, nematicida, antibacteriano, entre outras. Sdo documentados
mecanismo de acdo envolvendo perturbacGes na membrana plasmatica como destruicdo da
integridade e permeabilidade da membrana, destruicdo da estrutura celular, inibigdo
enzimatica, acimulo de espécies reativas de oxigénio EROs, perda de proteinas, deformacéo
de hifas, entre outros efeitos celulares (Liu et al., 2022).

O timol é principal composto presente em OEs extraidos da espécie de Thymus
vulgaris (tomilho), podendo também ser obtido de outras plantas como Ocimum gratissimum
L., Origanum L., Trachyspermum ammi (L.), diferentes espécies do género Satureja L. e
Monarda L. (Lamiacaeae), Carum copticum L. e Oliveria decumbens Vent (Apiaceae),
Anemopsis californica (Saururaceae) e espécies de verbenaceae, Scrophulariaceae e
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Ranunculaceae. Em temperatura ambiente se apresenta como cristais de coloracdo branca e
com odor (Escobar et al., 2020).

Diversas atividades biologicas tém sido relatadas para o timol, tais como
antioxidantes, anti-inflamatodria, cicatrizante, antisséptica, além de antifngica e antibacteriana
(Marchese et al., 2016; Miladi et al., 2016). A atividade do timol foi estudada para o controle
de diferentes bactérias fitopatogénicas, Ralstonia solanacearum, Xylella fastidiosa (Oluoch et
al., 2021; Baldassarre et al., 2023).

O timol e o carvacrol apresentaram atividade inibitéria para um painel de cepas de
bactérias de origem alimentar, bactérias gram-positivas e gram-negativas, no entanto, o timol
apresentou maior efeito inibitério em comparacgdo ao carvacrol. Também foi observado nesse
estudo, efeito na bomba de efluxo celular principalmente para o timol e que as combinac6es
entre estes monoterpenos e antibioticos como tetraciclina e cloreto de benzalconico resultaram
em interacdes sinérgicas e a reducdo do CMI dos antibidticos de 2 a 8 vezes (Miladi et al.,
2016).

Em outros estudos a exposicdo da bactéria Dickeya zeae ao carvacrol afetou a
membrana bacteriana, com diminui¢cdo do ATP intracelular, vazamento de acidos nucleicos,
diminuicdo do potencial de membrana, além da reducdo da motilidade bacteriana e da
formacéo do biofilme (Jiang et al., 2021). Tais estudos indicam o potencial desses compostos
para o controle de bactérias fitopatogénicas. Logo o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antimicrobiano do OE do acesso LGRA 106 e do timol e carvacrol e para o controle
de Acidovorax citrulli.

5.2. Material e métodos

5.2.1 Materiais vegetais

A espécie Lippia gracilis foi o material vegetal utilizado para a extracdo dos OEs, esta
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) com o nimero de ABCCB3B. O material vegetal foi coletado
do BAG (Banco Ativo de Germoplasma), localizado no Campos Rural da Universidade
Federal de Sergipe. Para extracdo dos OEs, 75 g de folhas frescas e jovens foram coletadas e
secas em estufa de ar 40 °C por cinco dias. A extracdo do OE foi realizada com auxilio do
hidrodestilador Clevenger, os OEs foram caracterizados de acordo com Da Silva et al. (2019).
Os compostos majoritarios timol e carvacrol sdo isolados comerciais proveniente da empresa
(Sigma-Aldrich®). OEs foram acondicionados em freezer -4 °C. Nos experimentos foi
preparado um estoque em DMSO de 100 pg.mL™, assim como timol e carvacrol. A
Casugamicina foi utilizada como controle padrdo, obtida do produto comercial Kasumin na
concentragio de 20 pg.mL™.

5.2.2 Material biologico

A cepa bacteriana de Acidovorax citrulli CCRM 1.39 foi obtida da Cole¢do de
Culturas Rosa Mariano (CRM) do Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal
Rural de Pernambuco. O cultivo de A. citrulli foi realizado meio LB (10g.L? extrato de
triptona, 5g.L de extrato de levedura, 10 g.L de NaCl em 1 L de agua destilada e pH 7,0)
ou LB s6lido (15g.L™ de &gar). Para os bioensaios o inoculo foi crescido em meio LB liquido
sob agitacdo orbital (150 rpm/28 °C+2) e foram padronizados pela densidade 6tica de 0,5 a
(1x10° UFC. mL1). A densidade 6tica foi mensurada no comprimento de onda de 600nm no
espectrofotobmetro leitor de microplaca Synergy ™ H1 (BIO TEK Hybrid Technology) e
programa Gen5 2.06.

5.2.3 Selecdo da atividade antimicrobiana de OEs de acessos de Lippia gracilis sobre
Acidovorax citrulli
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Foram adicionados 100 pL do in6culo padronizado (D.O 0,5) e 100 pL da solucéo
contendo os OEs na concentragdo final de 1.000 pg.mL™* em placas de 96 pogos. O controle
negativo foi realizado com DMSO (1%). As placas foram incubadas sob agitacdo orbital (150
rpm/28 °C+2) por 24 h. A inibicdo foi calculada a partir da diferenca entre as absorbancias
inicial (0 h) e final (24 h). A densidade otica foi mensurada no comprimento de onda de
600nm no espectrofotdmetro leitor de microplaca Synergy ™ H1 (BIO TEK Hybrid
Technology), pelo programa Gen52.06.

5.2.4 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima
bactericida (CMB)

CMI e CMB dos OEs dos acessos LGRA 106, 107, 108, 109, 110, 201, 202 e dos
compostos majoritarios timol e carvacrol (Sigma-Aldrich®) e do antibidtico Casugamicina
foram determinados pelo método de microdiluicdo seriada em placas de 96 pocos. Os OEs e
0s compostos majoritarios foram diluidos em LB liquido em concentragdes finais que
variaram de 1.000 pg.mL? a 31,2 ug.mL. A Casugamicina foi testada nas concentracdes de
5.000 pg.mL? a 78,12 ug.mL?. Em cada placa de teste foram adicionados 200 pL das
solugdes contendo os tratamentos na primeira linha de pocos, as demais fileiras foram
preenchidas com LB liquido, foram retirados 100 pL da primeira linha e diluido de forma
seriada até a menor concentracdo testada. Apos a montagem da placa foram adicionados 100
pL do in6culo padronizado. O controle negativo foi realizado 1% de DMSO (referente a mais
alta concentracdo de DMSO usada que ndo afetou o crescimento bacteriano). As microplacas
foram incubadas sob agitacdo orbital (150 rpm/28 °C+2) por 24 h. A inibicéo foi calculada a
partir da diferenca entre as absorbancias inicial (0) e final (24 h). A absorbancia foi
mensurada, comprimento de onda de 600nm no espectrofotdmetro leitor de microplaca
Synergy ™ H1 (BIO TEK Hybrid Technology), pelo programa Gen52.06. Para determinacao
da CMB foram retiradas dos pocos com auséncia de crescimento bacteriano 10 pL e
transferidos para placas de Petri (90 x15 mm) de didmetro contendo meio de cultura LB
solido (15 g.L? de &gar). As placas foram incubadas em estufa 28 °C+2 por 24 h. A
concentracdo dos OEs e dos compostos majoritarios e antibiotico que ndo apresentaram
crescimento bacteriano visivel em placa ap6s 24 h foram considerados bactericidas.

5.2.5 Crescimento bacteriano

A anélise do crescimento bacteriano foi realizada com OE do acesso que apresentou
maior efeito antimicrobiano e os compostos timol e carvacrol. Foram adicionados em placas
de 96 poc¢os 100 pL do in6culo de A. citrulli padronizado a 0,5 e 100 pL das solucbes de OE
LGRA 106 e timol e carvacrol nas concentragdes correspondentes a 2X, 1X, 1/2X, 1/4X CMI.
O controle negativo foi usado DMSO (1%), as microplacas foram incubadas sob agitacéo
orbital (150 rpm/28 °C£2). A absorbancia foi mensurada nos intervalos de 5, 15, 30, 45, 60,
90, 120 e 180 min, com o comprimento de onda de 600 nm por meio do espectrofotdmetro
leitor de microplaca modelo Synergy ™ H1 (BIO TEK Hybrid Technology), pelo programa
Gen52.06.

5.2.6 Atividade antibiofilme

O biofilme foi quantificado com o método do cristal violeta. Para a avaliagdo do
biofilme bacteriano de A. citrulli foram adicionados em placas de 96 pogos 100 pL do inéculo
de A. citrulli padronizado a 0,5 e 100 pL das solugdes de OE LGRA 106 e timol e carvacrol
nas concentragdes correspondentes a 2X, 1X, 1/2X, 1/4X CMI. O controle negativo foi usado
DMSO (1%), as microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica sem rotagéo a 28 °C
+2 por 24h. Ap6s as placas foram centrifugadas 2250 g por 10 min para a retirada do
sobrenadante, em seguida o biofilme foi fixado com 200 pL de etanol 95% por 15 min a
temperatura de 5°C. O etanol foi retirado e as placas secas por 10 min a 25 °C. O biofilme foi
corado por 15 min com cristal violeta 0,1 % (diluido em &gua destilada esteril). Apos, as
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placas foram lavadas duas vezes com agua destilada e foi adicionado 200 uL de DMSO 100%
e a placa foi colocada sob agitagcéo de 150 rpm por 5 min a 28°C £2. A absorbancia foi lida no
comprimento de onda de 562nm por meio do espectrofotdometro leitor de microplaca modelo
Synergy ™ H1 (BIO TEK Hybrid Technology), pelo programa Gen52.06.

5.2.7 Atividade na permeabilidade da membrana plasmética

O inoculo de A citrulli foi crescido em meio de cultura LB e padronizado 0,5 e tratado
com o CMI de timol, carvacrol e OE LGRA 106 por 5, 30, 60, 120 e 180 min. Como controle
negativo foram usadas células tratadas com DMSO (1%) e como positivo células bacterianas
submetidas ao aquecimento (100 °C/5min). Apds a exposicdo as células foram centrifugadas
(14.000 rpm/25°C/10 min), retirado o sobrenadante e as células foram lavadas em tampéo
PBS (tampdo fosfato salino, pH=7,4). Apds triplice lavagem as células foram incubadas com
iodeto de propideo na concentracdo de 3mM a temperatura de 37°C por 15 min em auséncia
de luz. Apds incubacdo foram transferidos 200 pL da suspensdo bacteriana corada para a
placa de 96 pocos e a intensidade de fluorescéncia do iodeto de propideo foi lida em
espectrofotometro leitor de microplaca modelo Synergy ™ H1 (BIO TEK Hybrid
Technology), no comprimento de onda de excitagdo/emissao de 493/632nm.

5.2.8 Atividade na motilidade natatoria

A motilidade foi avaliada previamente pelo método descrito por Jiang et al. (2021)
com algumas modificacGes. Foram inoculados 2uL de suspensdo bacteriana (ODsgo=1) em
placas de meio LB (0,25% &gar) expostas 24 h as concentracfes equivalentes a 1X CMI, %
MIC, CMI do timol e carvacrol, o controle negativo foi realizado com células ndo tratadas e
expostas a DMSO 1%. As placas foram incubadas em estufa na temperatura de 28°C+2 por 24
h. O halo de crescimento bacteriano formado foi medido. A motilidade natatdria foi calculada
em relagdo ao controle negativo.

5.2.9 Anélises estatisticas

Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média. Os experimentos foram
realizados em triplicada em trés tempos independentes. A analise dos dados foi realizada
através do software GraphPad Prisma 8.0. (Versdo 8 CA, San Diego, EUA, DATA). Os dados
foram analisados estatisticamente one-way ANOVA seguida de teste de Dunnett’s, foi
realizado para determinar diferencas significativas entre as médias, os dados foram
considerados estatisticamente significativos quando *p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001,
****p<0,0001.

5.3. Resultados

5.3.1 Selecdo da atividade antimicrobiana de OEs de acessos de Lippia gracilis em
Acidovorax citrulli

Os OEs dos acessos de Lippia gracilis apresentaram efeito antimicrobiano sobre o
fitopatogeno A. citrulli. Todos os OEs apresentaram altas taxas de inibi¢do do crescimento
bacteriano na concentracdo de 1.000 pg.mL™. As taxas inibitorias variaram de 100+0,000 a
97,3 £2,30 (Fig. 1).

5.3.2 Determinagdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) e concentragdo minima
bactericida (CMB).

Os valores de CMI e CMB dos OEs, timol e carvacrol sdo demonstrados na Tabela 1.
De forma geral, os OEs dos acessos de Lippia gracilis apresentaram concentracdo minima
inibitéria (CMI) de 1.000 pug.mL?, exceto o acesso LAGRA 106 que apresentou CMI de 500
ng.mL. Os componentes majoritarios dos OEs, timol e carvacrol, apresentaram CMI de 250
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ug.mLL. O antibidtico Casugamicina apresentou CMI de 2.500 pg.mL™. A maioria dos OEs
apresentaram CMB de 1.000 pg.mL™,

O timol apresentou CMB de 500 pg.mL™, menor do que a do carvacrol e dos OEs. A
CMB do controle positivo da Casugamicina foi >5.000 pg.mL™. Assim ¢ possivel observar o
potencial antibacteriano dos OEs dos acessos de L. gracillis e do timol e carvacrol pois
demonstraram atividade inibitoria 2 vezes maior e bactericida cerca de 4 a 5 vezes quando
comparadas a Casugamicina.

5.3.3 Crescimento bacteriano

O crescimento bacteriano foi avaliado em diferentes tempos ap6s tratamento com
timol (A), carvacrol (B) e OE LGRA 106 (C). O timol nas concentracGes equivalentes a CMI
e 2X CMI promoveu reducéo significativa do crescimento bacteriano a partir de 30 minutos, a
partir de uma hora de exposi¢cdo a concentracdo de ¥2 CMI inibiu o crescimento bacteriano
juntamente com 1XCMI e 2XCMI em todos os demais tempos avaliados. O carvacrol na
concentracdo equivalente a 1ICMI e 2XCMI inibiu o crescimento bacteriano a partir de 30
minutos, a inibi¢do foi observada até 180 min, diferente do timol a concentracdo equivalente a
Y% CMI do carvacrol ndo apresentou efeito inibitério no crescimento bacteriano. O OE do
acesso LGRA 106 também inibiu o crescimento bacteriano na concentracdo equivalente a
1CMI e 2XCMI, a concentracdo equivalente a ¥ CMI inibiu o crescimento em relacdo ao
controle nos tempos de 60 e 120 min, mas ndo apresentou efeito no tempo de 180 min (Fig.
2).

5.3.4 Atividade antibiofilme

O timol e carvacrol, assim como o OE LGRA 106, apresentaram atividade
antibiofilme com inibi¢bes acima de 90% (Fig. 3). O timol apresentou maior potencial
antibiofilme j& que houve reducdo significativa do biofilme bacteriano com valores de
inibicdo de 98,12% com 2XCMI e 96,03% 1XCMI. O carvacrol também inibiu de forma
significativa o biofilme, porém apenas quando foi utilizada a concentracdo equivalente a 2X
CMI a taxa de inibicdo foi de 94,37%. OE LGRA 106 apresentou taxas de inibicdo do
biofilme bacteriano de 98,84% com concentracgdo equivalente a 2XCMI e 93,61% (1XCMI).

5.3.5 Atividade na permeabilidade da membrana plasmética

O tratamento na concentracdo equivalente a 1XCMI do timol, carvacrol e OE LGRA
106 resultou no incremento da fluorescéncia de iodeto de propideo, o que indica a
permeabilizacdo da membrana bacteriana (Fig. 4). A taxa de permeabilizacdo de timol foi de
100, carvacrol 93,27 e OE LGRA106 98,03%, as taxas de permeabilizagcdo ndo diferiram do
controle positivo, no qual as células foram expostas ao nivel extremo de dano por calor, no
tempo de 60 min as taxas de permeabilizagdo se mantém acima de 90%. Este resultado indica
o0 potencial de dano dos monoterpenos e do OE estudados em promover danos nas células
bacterianas.

5.3.6 Atividade na motilidade natatoria

A motilidade bacteriana de A. citrulli foi afetada em concentragbes equivalentes a
1XCMI e ¥ CMI de ambos monoterpenos estudados (Fig. 5). O timol e o carvacrol, na
concentragdo equivalente a 1X CMI, reduziram a motilidade natatdria em até timol (3 vezes),
carvacrol (4 vezes) em relacdo as celulas ndo expostas aos monoterpenos.

5.4. Discussao
Acidovorax citrulli € um fitopatdgeno de alto poder destrutivo e pertence a lista Al na

lista de pragas quarentenaria internacionais (EPPO, 2024). N&do existem materiais genéticos
resistentes a esta bactéria, entdo a Unica forma de controle das infec¢des € o tratamento de
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sementes com antibioticos (Assuncdo et al., 2019). OEs e monoterpenos como timol e
carvacrol sdo produtos naturais provenientes do metabolismo secundario de plantas e possuem
ampla atividade antimicrobiana com potencial uso na agricultura (Bakkali et al., 2008; Liu et
al., 2022). Os OEs dos acessos de Lippia gracilis apresentaram CMI de 1.000 pg.mL™?, com
excecio do OE de LGRA 106 para o qual a CMI foi de 500 pg.mL™. Os monoterpenos timol
e carvacrol apresentaram valores de CMI equivalente a 250 pg.mL™. O valor de CMB para o
timol foi de 500 pg.mL™ e para o carvacrol e OE 106 de 1.000 pg.mL™. Estes dados
corroboram com os valores de CMI observados para Xanthomonas campestris pv. campestris,
um importante fitopatdgeno que afeta cruciferas, os valores de CMI de 250 pg.mL™* para o
timol e carvacrol e 700 pg.mL™ para o OE LGRA 106. Por outro lado os valores de CMB
para o timol e carvacrol foram de 250 pg.mL™* e 700 pg.mL™* para o0 OE LGRA 106 (Da silva
etal., 2019).

A acdo antibacteriana dos OEs de diversas plantas aromaticas sobre bactérias
fitopatogénicas sao relatadas na literatura (Kolozsvariné Nagy et al., 2023; Vishakha et al.,
2022). O efeito de 32 OEs foi estudado para inibicdo de A. citrulli. Dentre os OEs testados o
OE de canela (Cinnamomum verum) apresentou maior efeito antibacteriano na concentragao
de 50 pg.mLt. Os compostos majoritarios desse OE, benzaldeido e cinamaldeido,
promoveram zonas de inibicdo maiores do que o antibidtico Canamicina. Além disso, tanto os
OEs como os seus compostos majoritarios foram capazes de reduzir a densidade de bactérias
nas sementes de melancia, demonstrando potencial para aplicacdo como produto natural na
prevencdo e tratamento de mancha aquosa dos frutos (Choi et al., 2016).

Estudos anteriores também demonstraram a atividade antimicrobiana dos OEs de
Croton grewioides Baill (Rodrigues et al., 2023) e Varronia curassavica jacq (Da Silva et al.,
2020) sobre Xanthomonas campestris pv. campestris. Outras bactérias importantes para a
agricultura como a Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum também foram inibidas
por OEs das espécies Hyssopus officinalis, Satureja khuzistanica e Zataria multiflora (Hajian-
Maleki et al., 2019).

Neste trabalho, o timol apresentou alto potencial de inibicdo do crescimento de A.
citrulli. Na avaliacdo do crescimento foi possivel constatar que a absorbancia da cultura
bacteriana foi significativamente reduzida nos primeiros 30 min com % X CMI. O timol é
componente principal dos OEs das espécies Lippia sidoides e Lippia gracilis (Liu et al.,
2022). A maior atividade antibacteriana do OE LGRA 106 ¢ atribuida a alta quantidade de
timol presente neste OE (60,47) (Tabela 2). Outro estudo mostrou que a bactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris também teve o crescimento significativamente
reduzido quando tratada com concentracdes equivalentes a 2XCMI, 1XCMI, a CMI OE
LGRA106 (Da Silva et al., 2019). A atividade antibacteriana do timol tem sido atribuida a
porcdo hidroxila na porcdo C1 do ndcleo do monoterpeno, uma vez que quando este grupo foi
esterificado, ndo foram observadas atividades antibacterianas significativas (Escobar et al.,
2020).

Assim como Xanthomonas campestris, a bactéria A. citrulli infecta sementes (Amini et
al., 2018). Os OEs de Zataria multiflora que também apresentam como compostos
majoritarios timol e carvacrol inibiram o crescimento de Xanthomonas campestris, e a
impregnacdo de sementes com o OE na concentragdo de 463,5 pug.mL™ por duas horas,
preveniu a ocorréncia da doenga causada por Xanthomonas campestris em Brassica oleracea
com danos minimos as mudas. Em outros estudos, vapores dos OEs de cascas de canela e alho
inibiram o crescimento de A. citrulli, promovendo zonas de inibicdo de 55 e 5,43,
respectivamente (Chung et al., 2021).

O biofilme de A. citrulli foi fortemente reduzido com concentragdes equivalentes a
2XCMI e 1XCMI do timol, 2X CMI do carvacrol e OE LGRA 106. Em outros estudos 0s
OEs do sandalo e patchouli apresentaram CMI equivalente a 125 pg.mL™ sobre a bactéria
Xylella fastidiosa, a concentracdo equivalente a CMI de ambos os OEs também inibiu o
biofilme bacteriano (Santiago et al., 2018). Para a bactéria Chromobacteriun violaceum o
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tratamento com timol ndo apenas reduziu significativamente a formacdo e viabilidade do
biofilme, mas também comprometeu a estrutura organizada, além disso foi observada
diminuicdo significativa na producdo de exopolissacarideos, assim como a reducdo da
expressdo de genes ligados a formagdo do biofilme como hmsH e hmsR (Saptami et al.,
2022).

Em concentragbes sub-inibitorias o carvacrol afetou a formacdo do biofilme da
bactéria causadora de podriddo mole Dickeya zeae (Jiang et al., 2021). Porém neste estudo as
concentragOes sub-inibitorias do carvacrol ndo apresentaram efeito inibitério, uma vez que o
biofilme sé foi inibido com concentra¢des equivalentes a 2X CMI. O biofilme bacteriano é
um agregado microbiano envolvido de uma matriz ou hidrogel composta de polimeros
extracelulares denominada EPS, diferente das células em estado plancténico, as células do
biofilme bacteriano apresentam a maior tolerancia a antibiéticos (Sauer et al., 2022). As
células agrupadas em biofilme podem ser 10 a 1000 vezes mais resistentes a antibioticos
quando comparadas ao seu estado planctonico (Sharma et al., 2019).

A permeabilidade da membrana de A. citrulli foi afetada com a concentracdo
equivalente a 1XCMI, dos monoterpenos e OE estudados a partir de 5 min de exposigéo.
Esse resultado também foi obtido em estudos com Xanthomonas campestris pv campestris
apos exposicdes ao OE LGRA 106 de Lippia gracilis em concentracdes equivalentes a 2X,
1X e %2 X CMI/5 min (Da Silva et al., 2019) e de Croton grewioides Baill acesso 108 com
2X, CMI/30 min (Rodrigues et al., 2023). A atividade antibacteriana do timol é atribuida
principalmente a perturbacdes na membrana plasmatica bacteriana através da interacdo com a
bicamada lipidica, o que faz com que ocorra extravasamento de materiais intracelulares
importantes ao metabolismo microbiano, além de interacbes com o DNA gendmico e
desestabilizacdo da estrutura secundaria do DNA. Assim o timol pode alterar a fluidez, ordem
estrutural, densidade de empacotamento lipidico alterando a morfologia da membrana
(Escobar et al., 2020).

O timol na concentracdo equivalente a 1X e % CMI (sub-inibitéria) promoveu a
reducdo da motilidade de A. citrulli. O timol também é o principal componente presente em
OE extraido da espécie de Thymus vulgaris conhecido como tomilho (Escobar et al., 2020).
Em Xanthomonas oryzae o OE de tomilho na concentracdo de 500 ppm néo apresentou efeito
significativo no crescimento e metabolismo bacteriano, porém reduziu a motilidade natatéria,
expressao de genes de enzimas extracelulares e expressdo do gene rpfF, um importante gene
ligado a viruléncia em bactérias. Para os autores, 0 OE de tomilho assim como o timol séo
importantes candidatos para formulacdo de agentes anti-viruléncia (Singh et al., 2017). A
exposicdo ao timol da bactéria Chromobacteriun violaceum resultou em reducdo da
motilidade por enxameacdo, além de reduzir a expressao de genes ligados a motilidade como
pilB e pilT. O carvacrol, em concentracBes sub-inibitorias (equivalente a %2 CMI), também
reduziu a motilidade natatoria de A. citrulli. Esses resultados corroboram com os observados
anteriormente por Jiang et al. (2021), que relataram reduzida motilidade natatéria em Dickeya
zeae tratadas com concentra¢des sub-inibitérias de carvacrol.

O timol e o carvacrol também foram avaliados como inibidores do Quérum sensing
(QS). A bactéria Chromobacteriun violaceum exposta ao timol teve a producao da violaceina
inibida nas concentraces de 64 e 128 pg.mL™. Apesar de ocorrer crescimento foi observado
a completa auséncia do pigmento, e reducéo significativa na producdo de exopolissacarideos
(Saptami et al., 2022). Os mesmos resultados foram obtidos com o carvacrol e além desses
efeitos também foi observada a reducéo na expressdo do gene Cvil (que codifica uma N-acil-
L-homosserina lactona sintase) e na atividade da enzima quitinase. Esses processos Sao
controlados por QS e sugere-se que a atividade do carvacrol na inibicdo da formacdo do
biofilme pode estar relacionada com a ruptura do QS (Burt et al., 2014). Os resultados
observados neste estudo indicam o potencial do timol e do carvacrol, assim como do OE
LGRA 106 de Lippia gracilis para o desenvolvimento de agentes antibacteriano para o
controle de Acidovorax citrulli.
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5.5. Conclusoes

Os OEs de acessos de Lippia gracilis apresentam atividade antimicrobiana sobre o
fitopatogeno A. citrulli. O OE LGRA 106, assim como 0s compostos majoritarios timol e
carvacrol, reduziram o crescimento bacteriano, promoveram a inibicdo da formacdo do
biofilme, reduziram a motilidade natatoria bacteriana, além de afetar a permeabilidade na
membrana plasmatica bacteriana.
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Figura 1. Selecdo da atividade antimicrobiana dos OEs de Lippia gracilis (acessos LGRA
106, LGRA 107, LGRA 108, LGRA 109, LGRA 110, LGRA 201 e LGRA 202) na
concentragio de 1.000 pg.mL ™ para a bactéria Acidovorax citrulli.
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Tabela 1. Concentragdo minima inibitoria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB)
dos OEs dos acessos de Lippia gracilis e os compostos majoritarios timol e carvacrol sobre
Acidovorax citrulli.

ACesso0s CMI + SEM (ug.mL™) CMB+ SEM (ug.mL™?)
LGRA 106 500 +1,736 1.000+0,000

LGRA 107 1.000 £0,000 1.000£0,000

LGRA 108 1.000£0,000 >1.000+0,000

LGRA 109 1.000 +0,000 1.000+0,000

LGRA 110 1.000+0,000 1.000+0,000

LGRA 201 1.000£0,000 >1.000+0,000

LGRA 202 1.000£0,000 >1.000+0,000

Timol 250 = 0,000 500 000

Carvacrol 250 + 0,000 1.000+000

Casugamicina

2.500+0,000

>5.000+0,000
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Figura 2. Crescimento de células bacterianas de Acidovorax citrulli expostas a concentracdes
equivalentes a 2XCMlI, 1XCMI, % CMI e ¥ CMI do timol (A), carvacrol (B) e OE LGRA
106 (C) nos tempos de 5, 30, 60, 120 e 180 min. Todos os dados foram expressos em media +
erro padrdo da média de trés experimentos independentes. Os dados diferem estatisticamente
pelo teste de Dunnett *p <0,05, ** p <0,01.
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Figura 3. Inibigdo do biofilme bacteriano de Acidovorax citrulli expostas a concentragdes
equivalentes a 2X CMI, 1XCMI ¥ CMI de timol (A), carvacrol (B) e OE LGRA 106 (C).
Todos os dados foram expressos em média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes. Os dados diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett *p <0,05, ** p <0,01
e *** p <0,001, ****p<0,0001.
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Figura 4. Permeabilidade da membrana de Acidovorax citrulli expostas a concentragdes
equivalentes a 1XCMI de timol, carvacrol e OE LGRA 106 em 5 e 60 min. O controle
negativo (CN) foi realizado com células bacterianas expostas a DMSO 1%. O controle
positivo (CP) foi realizado com células expostas a 100°C/5min. Todos os dados foram
expressos em média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. Os dados
diferem estatisticamente pelo teste de Dunnett *p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001,
****p<0,0001.
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Figura 5. Motilidade natatéria de Acidovorax citrulli expostas a concentragdes equivalentes a
1XCMI, % CMI de timol (A) e carvacrol (B). O controle negativo (CN) foi realizado com
celulas bacterianas expostas a DMSO 1%. Todos os dados foram expressos em média + erro
padrdo da média de trés experimentos independentes. Os dados diferem estatisticamente pelo
teste de Dunnett *p <0,05, ** p <0,01.
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Tabela 2. Composicéo dos 6leos essenciais dos acessos de Lippia gracilis analisados por CG-

EM.
Constituinte IRR LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA
106 107 108 109 110 201 202
a-tujeno 924 0,44 0,25 0,56 1,04 1,01 1,38 1,55
a- pecimeno 931 0,21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mirceno 976 2,18 1,64 1,61 1,89 2,43 2,79 2,96
a-terpineno 988 0,94 1,39 1,33 1,94 1,56 2,92 2,01
p- cimeno 1016 6,31 12,59 14,44 1527 20,09 1491 18,98
Limoneno 1023 0,50 0,34 0,58 0,26 0,35 0,48 0,45
1,8 cineole 1028 3,80 1,33 3,21 0,0 2,32 2,06 0,0
y- terpineno 1031 4,37 8,89 6,68 8,89 6,98 18,88 9,55
Linalol 1057 0,44 1,03 0,22 0,66 0,44 0,14 0,62
Terpinen-4-ol 1100 0,66 0,81 0,75 0,70 0,72 0,66 0,64
Metil-timol 1180 9,81 5,51 7,43 6,25 6,10 0,23 7,20
Timol 1195 60,47 543 3,09 3,23 3,51 6,29 3,68
Carvavrol 1228 0,38 48,15 46,10 49,25 48,70 35,02 40,29
(- cariofileno 1291 6,55 411 2,93 5,34 2,51 6,83 3,66
a- humuleno 1298 0,34 0,55 0,71 0,0 0,0 0,55 0,29
Viridifloreno 1418 0,32 0,76 0,51 0,40 0,0 0,0 0,26
Biciclogermacreo 1432 0,39 0,97 1,63 0,54 0,0 1,28 0,65
Espatulenol 1437 0,0 1,08 1,85 1,04 0,39 0,65 0,78
Oxido de cariofileno 1454 1,15 1,30 1,03 0,46 1,38 0,99 1,16
Monoterpenos 90,51 87,36 86,00 89,38 94,21 85,76 87,93
Sesquiterpenpos (%) 8,75 8,77 8,66 7,80 4,28 10,30 6,80
Total (%) 99,26 96,13 94,66 97,18 98,49 96,06 94,73
Teor de 6leo essencial 1,42 2,02 2,17 1,85 2,15 2,37 2,70
(%)

Fonte: Da Silva et al. (2019).
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Tabela 3. Codigo, origem e informacg6es geograficas dos sete acessos da colecdo de Lippia
gracilis do banco ativo de germoplasma de plantas medicinais e aromaticas da Universidade
Federal de Sergipe.

Cddigo da Origem (cidade, estado, N° de registro Coordenadas
planta pais) (herbario Geogréficas
UES)
LGRA-106 Tomar do Geru, 14733 1119’ 16,77 S; 37 55° 09,2” W
Sergipe, Brasil
LGRA-107 Tomar do Geru, 14737 11 19°20,1”S;37 55 13,5 W
Sergipe, Brasil
LGRA-108 Tomar do Geru, 14734 1119°22,4”S;37 55 12,6 W
Sergipe, Brasil
LGRA-109 Tomar do Geru, 14735 11197 20,77 S;37 55’ 16,9” W
Sergipe, Brasil
LGRA-110 Tomar do Geru, 14732 1119’ 21,17 S; 3755 149”7 W
Sergipe, Brasil
LGRA-201 Rio Real, Bahia, Brasil 14736 1123 38,77 S; 3800 54,1” W

LGRA-202 Rio Real, Bahia, Brasil 14731 1123 45,37 S;3800° 51,3” W
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos demonstram o potencial antifungico das chalconas CHO, CH1, CH2 e CH8
sobre os fungos Macrophomina phaseolina, Colletotrichum gloeosporioides e Sclerotium sp,
além do potencial antiprotozoario sobre fitoparasita Phytomonas serpens, sendo as chalconas
mais ativas CH2, CH3, CH5 e CH14. Neste estudo também foram testados 6leos essenciais
(OEs) de Lippia gracilis e dos compostos majoritarios timol e carvacrol para o controle da
fitobactéria Acidovorax citrulli. Os compostos timol e carvacrol e o OE LGRA 106
apresentam efeitos significativos sobre diversos parametros do crescimento de A. citrulli.

Diante disso, ambas moléculas podem ser consideradas promissoras para o
desenvolvimento de agentes de controle de doencas agricolas.
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