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RESUMO

GOIS, Larissa de Souza. Atividade antimicrobiana e antibiofilme de 6leos essenciais de
Lippia gracilis Schauer e seus compostos majoritarios sobre fitopatdogenos do género
Xanthomonas spp. resistentes ao cobre. S8o Cristovdo: UFS, 2022. 70p. (Dissertacédo—
Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

O género Xanthomonas é formado por fitobactérias gram-negativas que produzem biofilme e
sd0 responsaveis por causar doencas em plantas de importancia econdmica. Dentre estas
doencas, destacam-se a podriddo-negra das cruciferas, barriga d’agua do meldo, gomose da
cana-de-acucar, estria bacteriana do milho e bacterioses da mandioca e ameixa. Mediante a
necessidade de novas alternativas para o tratamento dessas doencas, tém se estudado os 6leos
essenciais (OEs) que s@o metabdlitos secundarios de plantas que apresentam variadas atividades
biolégicas como a atividade antibacteriana. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana e antibiofilme de 6leos essenciais (OEs) de sete acessos de Lippia gracilis
Schauer (LGRA-106, 107, 108, 109, 110, 201 e 202) obtidos por meio da técnica de
hidrodestilacdo e de seus compostos majoritarios timol e carvacrol, bem como a resisténcia ao
cobre, sobre cinco espécies de fitobactérias do género Xanthomonas: Xanthomonas campestris
pv. melonis, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, Xanthomonas campestris pv. pruni,
Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum, Xanthomonas campestris pv. campestris. Pela
utilizacdo de técnicas espectrofotométricas foram avaliados in vitro a CMI (Concentracao
Minima Inibitéria), CMB (Concentracdo Minima Bactericida), atividade antibiofilme,
viabilidade celular, permeabilizacdo da membrana plasmaética, resisténcia ao sulfato e 6xido de
cobre e a avaliacdo morfoldgica do biofilme em microscopia eletrénica de varredura. O estudo
in vivo foi conduzido em estufa agricola e foi avaliada a influéncia do 6leo essencial do acesso
LGRA-107 previamente selecionado por apresentar maior atividade bacteriostatica e
bactericida para X. campestris pv. campestris e 0 do 6xido de cobre sobre as variaveis nimero
de folhas, biomassa e incidéncia e severidade de plantas das variedades couve-manteiga
(Gedrgia) e couve-brocolis (Ramoso Santana) inoculadas com Xanthomonas campestris pv.
campestris. Os experimentos in vitro foram realizados em duplicata com trés repeti¢bes. Para
0 experimento in vivo, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x3, dois métodos de inoculacdo (injetado e borrifado), trés substancias (duas
concentragdes do OE do acesso LGRA-107 — 250 e 500 g mL*; e uma concentragdo de oxido
de cobre - 2000 pg mL™?). DMSO a 1% foi utilizado como controle. Para analise de severidade
e incidéncia da doenca, utilizou-se uma escala de notas de 0 a 5 e as avalia¢Oes foram realizadas
durante o periodo de 15 dias. A concentragdo de 1000 pg mL™* dos OEs dos acessos de LGRA
e 0s compostos majoritarios timol e carvacrol nas concentragdes entre 250 e 500 pg.mL™,
respectivamente, demonstraram atividade bacteriostatica e bactericida e promoveram aumento
da permeabilidade da membrana plasmatica das células bacterianas. Os OEs de todos o0s
acessos, assim como 0s compostos majoritarios e o 6xido de cobre, apresentaram atividade
antibiofilme para as cinco fitobactérias, no entanto esta atividade n&o foi observada para o
sulfato de cobre. Como o resultado do experimento in vivo, a couve manteiga quando exposta
ao oxido de cobre obteve maiores valores de biomassa fresca e a couve brocolis obteve maior
namero de folha. A partir dos resultados encontrados nesse estudo foi possivel observar que os
0leos essenciais dos acessos LGRA-109, LGRA-201 e LGRA-107 obtiveram maior atividade
antimicrobiana e sdo promissores para o controle de fitobactérias do género Xanthomonas spp.

Palavras-chave: Verbenaceae, metabdlitos secundarios, biofilme bacteriano, bacterioses.

* Comité Orientador: Roberta Miranda Pereira Fernandes — UFS (Orientador).
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ABSTRACT

GOIS, Larissa de Souza. Antimicrobial and antibiofilm activity of essential oils from Lippia
gracilis and their major compounds against copper-resistant phytopathogens of the genus
Xanthomonas spp. Sao Cristdvao: UFS, 2022. 70p. (Thesis - Master of Science in Agriculture
and Biodiversity).*

The genus Xanthomonas is formed by gram-negative phytobacteria that produce biofilms and
that cause diseases in plants of economic importance. Prominent diseases include black rot of
crucifers, water belly of melon, gummosis of sugar cane, bacterial leaf streak of corn, and
bacterioses of cassava and plum. Due to the need for new alternatives for treatment of these
diseases, essential oils (EOs) have been studied, which are plant secondary metabolites that
have different biological activities, such as antibacterial activity. The objective of this study
was to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of EOs from seven accessions of
Lippia gracilis Schauer (LGRA-106, 107, 108, 109, 110, 201, and 202) obtained through the
hydrodistillation technique and their major compounds thymol and carvacrol, as well as
evaluate copper resistance in five species of phytobacteria of the genus Xanthomonas:
Xanthomonas campestris pv. melonis, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, Xanthomonas
campestris pv. pruni, Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum, and Xanthomonas campestris
pv. campestris. Using spectrophotometric techniques, Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC), antibiofilm activity, cell viability, plasma
membrane permeabilization, and resistance to sulfate and copper oxide were evaluated; and the
biofilm was morphologically examined under microscopy in vitro. scanning electronics. The in
vivo study was carried out in an agricultural greenhouse. The effect of the EO from the LGRA-
107 accession (previously selected for its greater bacteriostatic and bactericidal activity against
X. campestris pv. campestris) and the effect of copper oxide were examined on two varieties of
kale plants (Georgia and Ramoso Santana) inoculated with Xanthomonas campestris pv.
campestris regarding the following variables: number of leaves, biomass, and incidence and
severity of disease. The in vitro experiments were performed in duplicate with three
replications. For the in vivo experiment, a completely randomized design was used ina 2 x 3
factorial arrangement, constituted by two inoculation methods (injected and sprayed) and three
substances (two concentrations of EO from the LGRA-107 accession — 250 and 500 pg mL™,
and a copper oxide concentration — 2000 pg mL™). A control of 1% DMSO was also used. For
analysis of disease severity and incidence, a scoring scale from 0 to 5 was used, and evaluations
were carried out over a period of 15 days. The concentration of 1000 pug mL* of EOs from
LGRA accessions and the major compounds thymol and carvacrol at concentrations between
250 and 500 pg.mL, respectively, demonstrated bacteriostatic and bactericidal activity and led
to an increase in cell plasma membrane permeability bacterial. The EOs of all accessions, as
well as the major compounds and copper oxide, showed antibiofilm activity for the five
phytobacteria. However, this activity was not observed for copper sulfate. As the result of the
in vivo experiment, kale, when exposed to copper oxide, obtained higher values of fresh
biomass, and broccoli kale had higher leaf numbers. The results of this study showed that the
essential oils of the accessions LGRA-109, LGRA-201, and LGRA-107 had greater
antimicrobial activity and are promising for control of phytobacteria of the genus Xanthomonas

SpPp.

Keywords: Verbenaceae, secondary metabolites, bacterial biofilm, resistance, bacteriosis.

* Advisory Committee: Roberta Miranda Pereira Fernandes — UFS (Advisor). Instituicdo.



1. INTRODUGCAO GERAL

A Lippia gracilis Schauer € uma espécie vegetal pertencente ao género Lippia e a familia
das verbenaceae. Este género possui aproximadamente 200 espécies que se distribui na América
do Sul e Central, e na Africa tropical. No Brasil este género abriga cerca de 120 espécies que
se distribuem principalmente no Nordeste e no Cerrado nos estados de Goias, Minas Gerais,
Bahia, Sergipe e Alagoas. Este vegetal é classificado botanicamente como um arbusto, herbaceo
de 25 cm de altura, ramificado, com folhas pequenas e brancas odoriferas (LORENZI e
MATOS et al., 2002; MARRETO et al., 2008; MORAES et al., 2018).

Esta planta aromatica é nativa do Nordeste brasileiro conhecida como alecrim-de-
tabuleiro, seu 6leo essencial possui diversas aplicacdes, algumas caracteristicas desta especie
vém sendo estudadas como seu potencial agrondmico, constituicdo quimica dos o6leos
essenciais e seu potencial no desenvolvimento de carrapaticidas, fungicidas e inseticidas
bioldgicos (BLANK, 2013). Estudos recentes vém demonstrando a atividade antimicrobiana de
L. gracilis sobre bactérias, além da acdo contra protozoarios como a ameba e antileishmania,
acdo antitumoral e antidiabetes, provavelmente devido a presenca de compostos como timol e
carvacrol (RAGAGNIN et al., 2014; PINHEIRO, 2021; NETO et al., 2010; MELO et al., 2013;
MELO et al., 2014; SANTOS et al., 2016).

O género Xanthomonas é formando por fitopatdgenos gram-negativos, uniflagelar, que
produzem biofilme. Estes fitopatdgenos podem causar doencas em pelo menos 124
monocotileddneas e 268 eudicotiledoneas. Nas plantas, 6rgdos como caules, galhos, folhas,
flores, brotos, frutos e sementes podem ser colonizados por Xanthomonas (HAYWARD, 1993
SHARMA; GAUTAM; WADHAWAN, 2014).

Dentre estas doencas se destacam a podriddo-negra, principal doenca que acomete a
familia das brassicas, cancro citrico (Xanthomonas citri subs citri), uma das principais doencas
do citrus, o crestamento do arroz (Xanthomonas oryzae pv. oryzae), estria bacteriana do milho
e a gomose da cana-de-agucar (Xanthomonas vasicola pv. vasculorum) e a barriga d’agua do
meloeiro (Xanthomonas campestris pv. melonis), a bacteriose da mandioca (Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis) e ameixa (Xanthomona arboricola pv. pruni) (BERIAN e
OCCHIENA, 2018; ORTIZ-CASTRO et al., 2020; TIMILSINA et al., 2020; DUBROW e
BOGDANOVE, 2021).

Um dos grandes fatores de resisténcia destes fitopatdgenos é o biofilme, formado por
associacfes complexas entre bactérias, que conferem beneficios para estes organismos como
protecdo, resisténcia a antibidticos e maior viruléncia (O'TOOLET et al., 2000). Atualmente
0s métodos de controle mais utilizados contra fitobactérias sdo os antibidticos e as formulacGes
a base de cobre, porém o uso de forma errada destes compostos pode provocar maior resisténcia
aos patdgenos e problemas ambientais e de satde publica (BAHARVAND-AHMADI et al.,
2017).

Silva et al. (2019) ao estudarem a acdo do Oleo essencial de L. gracilis sobre a
fitobactéria Xanthomonas campestris pv. campestris, agente casual da podriddo negra das
cruciferas, doenca mais importante das brassicas, puderam confirmar a atividade
antimicrobiana e antibiofilme destes dleos, assim como dos seus compostos majoritarios timol
e carvacrol sobre a membrana bacteriana.

Diante disto, uma alternativa a ser explorada s&o as moléculas oriundas do metabolismo
secundario de plantas como os 6leos essenciais, que sdo compostos volateis que possuem
atividade antimicrobiana e antibiofilme sobre bactérias patogénicas agindo sobre o
metabolismo, regulagdo enzimatica e alteracdo da membrana celular (CORDEIRO, 2014;
TOFINO-RIVERA et al., 2016).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme
de Oleos essenciais de diferentes acessos de L. gracilis e seus compostos majoritarios, e
diferentes fontes de cobre sobre cinco espécies de Xanthomonas spp.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oleo essencial: produto oriundo do metabolismo secundario das plantas

Ao longo do periodo evolutivo as plantas desenvolveram mecanismos de adaptagéo e
defesa oriundos do metabolismo secundario, os compostos produzidos através destes
metabolismos estdo associados ao seu mecanismo de defesa, protecdo e atracdo de insetos
polinizadores, algumas plantas desenvolveram alguns mecanismos de defesa contra insetos e
adaptacdo ao estresse ambiental, toxinas contra a herbivora ou a disputa com outras plantas
denominada alelopatia (BUCHBAUER e HEMETSBERGER, 2015; RIFFEL e COSTA, 2015;
BRANCO, 2020).

O metabolismo secundéario das plantas produz compostos denominados flavonoides,
saponinas, taninos, alcaloides e terpenoides. Os 6leos essenciais sao ricos em terpenos, que sao
substancias volateis e podem ser classificadas como monoterpenos, sesquiterpenos
benzenoides, fenilpropanoides, entre outros, a depender da quantidade de agrupamentos de
carbonos denominados isoprenos (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Os 6leos essenciais sao formados por um complexo de moléculas, que sdo produzidos
em estruturas especificas como tricomas glandulares, estes fitoquimicos sdo derivados de
correlacBes entre rotas metabdlicas, primarias e secundarias. Podem ser extraidos de diversas
estruturas da planta como folhas, caule, raizes, flores e frutos. Estas substancias sdo produzidas
por trés vias do metabolismo secundério: acido chiquimico, malonato e mevalonato
(CORAZZA, 2010).

Plantas aromaticas sdo vegetais que exalam aromas de suas partes constituintes. Sdo
muito utilizadas na aromaterapia e industrias de bebidas, alimentos e cosméticos, 0s compostos
responsaveis pelo aroma sdo oriundos do metabolismo secundério e essas plantas produzem
6leos denominados Gleos essenciais, estes podem ser extraidos de varias partes da planta através
de processos como a hidrodestilagdo e o arraste de vapor (HABER e CLEMENTE, 2013;
EHLERT et al., 2006).

Os Gleos essenciais de diversas espécies tém sido estudados pelo aroma e por propiciar
sabor aos alimentos e bebidas. Nos ultimos anos, a visibilidade por essas substancias €
crescente, por serem produtos naturais, 0s quais sd@o aceitos com mais facilidade pelos
consumidores, pelo possivel fato de ndo conferirem riscos a salde e por apresentarem
propriedades multifuncionais (BRITO et al., 2014).

Estes apresentam grande importancia econémica no Brasil e inimeras aplicacfes para a
indUstria cosmética, farmacéutica, pois as diversas classes de metabolitos secundarios conferem
a este produto natural acBes bioldgicas importantes. Dentre estes beneficios destaca-se a
aromaterapia, em que o0 Gleo essencial € utilizado para o tratamento de doengas e a fabricacéo
de medicamentos naturais (CAVALEIRO, 2017).

O Brasil é o terceiro maior exportador de 6leos essenciais do mundo, com foco na
producdo de Oleos essenciais de laranja, lim&o, eucalipto, pau-rosa, capim-limdo e outros
(MORAIS et al., 2012). Ainda assim, existem alguns problemas a serem considerados na
producdo nacional, como o extrativismo, a falta de manejo e sazonalidade na concentracédo e
quantidade dos compostos presentes nos 6leos essenciais (BI1ZZO et al., 2009; FERRAZ et al.,
2009).

A producdo de plantas aromaticas apresenta aspectos técnicos e requer estudos
agronémicos relacionados a producdo do 6leo essencial que podem definir a sua viabilidade
econémica. Estes estudos agrondémicos sdo importantes, pois muitas dessas plantas tém sido
alvo de demandas industriais e comerciais, constituindo uma nova fonte de renda para os
agricultores (SANTOS et al., 2016).

Outra caracteristica importante é atribuida a composicédo do 6leo essencial que pode
mudar de acordo com fatores genéticos, onde a base genética determina a producdo de um grupo
especifico de moléculas que sdo caracteristicas de cada espécie vegetal. A composi¢do dos 6leos
essenciais pode variar também de acordo com a idade da planta, a maturidade das folhas e o
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estadio de desenvolvimento, as caracteristicas ambientais e podem variar de acordo com a época
colhida e a origem geografica (CRUZ et al., 2014; MASA et al., 2016; SCHINDLER et al.,
2018).

Dentre as inumeras propriedades conferidas aos 6leos essenciais é possivel destacar a
antimicrobiana, antifingica, antioxidante e inseticida (SAMPAIO et al., 2020; SOUZA et al.,
2020; FRANCA et al., 2021). Destacando a atividade antimicrobiana, com estudos da atividade
antibacteriana de OEs sobre fitobactérias do género Xanthomonas (SILVA et al., 2019; SILVA
etal., 2020; MATA et al., 2021; CHUNG et al., 2022).

Os produtos naturais, oriundos do metabolismo secundario das plantas, puros como o
6leo essencial ou em forma de extratos, sdo fonte de producdo de novos produtos devido a sua
diversidade quimica. Os antimicrobianos de origem vegetal diferem dos derivados de
microrganismos por terem como caracteristicas a regulacdo do metabolismo intermediario do
patdgeno, podendo agir sobre reacdes enzimaticas e sobre a estrutura de membranas
(CORDEIRO, 2014, TOFINO-RIVERA et al., 2016).

Desta forma, estudos relacionados a variedade de compostos oriundos do metabolismo
secundario de plantas e suas aplicagdes no controle alternativo de fitopatdgenos sdo uma
ferramenta importante, visto que estas substancias apresentam como vantagem amplas
possibilidades de aplicacdo, menor contaminacdo ambiental, fornecendo menor risco a satde
animal e humana (BAHARVAND-AHMADI et al., 2017).

Por conta disto, fazem-se necessarios estudos de plantas aromaticas, suas aplicacdes,
conservacao e prospeccao. Uma das técnicas de conservacao sdo os BAGs (Bancos Ativos de
Germoplasma). Um dos exemplos é o Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e
Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe que tem como intuito a conservacao e o estudo
de recursos genéticos da espécie Lippia gracilis Schauer, nativa do Nordeste brasileiro
conhecida como alecrim-de-tabuleiro, seu éleo essencial possui diversas aplicacdes, algumas
caracteristicas desta espécie vém sendo estudadas, como seu potencial agronémico,
constituicdo quimica dos 6leos essenciais e seu potencial no desenvolvimento de carrapaticidas,
fungicidas e inseticidas bioldgicos (BLANK, 2013).

2.2 Oleo essencial de Lippia gracilis Schauer

A Lippia gracilis € uma espécie vegetal pertencente ao género Lippia que pertence a
familia das verbenaceae. Este género possui aproximadamente 200 espécies que se distribui na
América do Sul e Central, e também na Africa tropical. Um dos principais centros de
distribuicdo deste género é o Brasil e 0 México (GOMES et al., 2011; MORAES et al., 2018).

No Brasil este género compreende cerca de 120 espécies que se distribuem
principalmente no Nordeste e no Cerrado brasileiro, os principais estados em que se pode
encontrar essa espécie sao: Goias, Minas Gerais, Bahia, Sergipe e Alagoas. Este vegetal é
classificado botanicamente como um arbusto, herbaceo de 250 cm de altura, ramificado, com
folhas pequenas e flores brancas odoriferas (LORENZI e MATOS et al., 2002; MARRETO et
al., 2008; GOMES; NOGUEIRA; MORAIS, 2011).

Conhecida popularmente como alecrim-de-tabuleiro ou alecrim-de-chapada, esta
espécie possui propriedades fitoterapicas amplamente utilizadas na medicina tradicional, no
tratamento de enfermidades relacionadas as inflamac6es no trato respiratério como: sinusite,
gripe, tosse e bronquite, suas folhas sdo amplamente utilizadas como antisséptico no tratamento
de dermatites, acne, seborreia e queimaduras (MATOS, 1998, 1999, 2002; PASCUAL et al.,
2001; GOMES et al., 2011).

Suas folhas contém grandes quantidades de 6leos essenciais contendo fitoquimicos,
como 0s monoterpenos estruturados y-terpineno (25), p-cimeno (26), carvacrol (27), timol (28)
e timol metil éter (29) e sesquiterpenos como (E)-cariofileno (30). A composicao quimica desta
espécie pode variar de acordo com sua distribuicdo geografica, por exemplo, no Uruguai o
composto majoritario mais frequente é o linalol, ja na Colémbia 0s compostos majoritarios mais
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presentes sdo o citral, carvona e limoneno (LORENZO et al., 2001; STASHENKO;
JARAMILLO; MARTINEZ, 2004; MORAES et al., 2018).

No Brasil os principais compostos majoritarios encontrados em estudos sdo o carvacrol
e timol, seguidos de outros compostos que podem variar de acordo com sua origem geogréfica,
genética, idade e época de colheita, por exemplo, nos estados do Nordeste os compostos
majoritarios variam entre carvacrol e timol (MORAES et al., 2018).

No estado de Sergipe, na regido de Tomar do Geru, 0S compostos majoritarios mais
encontrados s&o o carvacrol seguido do timol, porém os OEs do acesso LGRA-106 apresentam
maior porcentagem de timol quando comparados aos demais acessos, isso se da a fatores
genéticos (SANTOS et al., 2016a; CRUZ et al., 2014). Estudos cientificos demonstram
diferenca entre a composicao dos OEs de L. gracilis de acordo com o local de origem e 0 modo
de destilacdo. J& no estado do Maranhdo, no Parque Nacional de Mesas, uma espécie atipica de
L. gracilis apresentou como compostos majoritarios o 1,8-cineol e y-terpineol em altas
concentragfes (MORAES et al., 2017; CRUZ et al., 2014; DIAS et al., 2015). Esta variagéo na
composicao quimica destes 0leos se da principalmente devido a fatores ambientais como época
de plantio, sazonalidade, nutricdo mineral, composi¢do do solo e déficit hidrico (REZENDE et
al., 2011; CRUZ et al., 2014; SOARES e TAVARES-DIAS, 2013; APARICIO, 2022).

Estes compostos estdo envolvidos na protecdo da planta contra fatores ambientais, e
contra o ataque de insetos e microrganismos fitopatogénicos. Além de ter acdo nas interacdes
planta-patdgeno e na sua defesa como na liberacdo de volateis que atraem inimigos naturais
(ALBUQUERQUE et al., 2006; SILVA et al., 2022).

Atualmente muitos estudos na area da biotecnologia e saide vém demonstrando a a¢ao
do dleo essencial de Lippia contra microrganismos como fungos como a Candida spp.
(FARIAS et al., 2012) e bactérias de alimentos (AZEVEDO et al., 2014) e bactérias
multirresistentes (SOARES, 2010; PINHEIRO, 2021), além da acdo contra protozoarios como
a ameba e antileishmania, acéo antitumoral e antidiabetes (NETO et al., 2010; MELO et al.,
2013; MELO et al., 2014; SANTOS et al., 2016) provavelmente devido a presenca de
compostos como timol e carvacrol (ALBUQUERQUE et al., 2012; RAGAGNIN et al., 2014;
CARVALHO et al., 2013; CRUZ et al., 2013). Além disso, estes 6leos possuem atividade
antibiofilme tanto para fungos como para bactérias, acredita-se que os 6leos tenham acéo na
membrana desses organismos devido a sua natureza lipofilica, agindo assim na integridade da
membrana deixando a membrana das células bacterianas mais fluidas, abrindo canais
promovendo o0 extravasamento e a desorganizacdo celular (BERTINI et al., 2005;
FERNANDES et al., 2015), A acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais também pode estar
relacionada a inativacdo de algumas enzimas, incluindo aquelas envolvidas na producéo de
energia e sintese de componentes estruturais (LAMBERT et al., 2001; ZAMORA et al., 2018;
TORRES NUNEZ, 2018).

Nas ciéncias agrarias os estudos de L. gracilis estdo associados a caracterizagdo dos
compostos quimicos e suas aplicagdes na agricultura, assim como também a caracterizagdo de
diferentes fitoquimicos presentes no 6leo essencial de diferentes acessos de L. gracilis, nos
processos de obtencdo e destilacdo destes 6leos e na producdo e conservacao destas plantas.
Uma das principais areas de estudo dentro das ciéncias agrarias ¢ a fitossanidade no combate a
insetos (TELES et al., 2010; MELO et al., 2018) e fungos de p6s-colheita como Aspergillus e
Penicillium (PORTILLO-RUIZ et al., 2012). Ha também relatos de estudo do 6leo essencial de
Lippia gracilis sobre acaros que sdo pragas de dificil controle na agricultura (MENEZES, 2016)
e ectoparasitas que causam doencas em animais como o carrapato (CRUZ et al., 2013;
CHAGAS et al., 2016).

O estudo de Oliveira et al. (2021) demonstrou que o Gleo essencial de L. gracilis e 0s
compostos majoritarios timol e carvacrol apresentaram atividade antifungica e antibiofilme
sobre fungos fitopatogénicos de dificil controle como os das espécies: Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum lindemuthianum.
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Trabalhos recentes vém demonstrando a atividade antibacteriana e antibiofilme do
extrato e do Gleo essencial de Lippia grata sobre microrganismos patogénicos, em particular a
bactéria patogénica Pseudomonas aeruginosa (MACEDO, 2019). O trabalho realizado por Bitu
et al. (2012) demonstrou que o 6leo essencial de L. gracilis mostrou atividade antimicrobiana
contra E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. Dentre os microrganismos relacionados a infeccéo
gastrointestinal, E. coli apresentou a maior sensibilidade aos compostos testados.

Outros trabalhos com 6leo essencial de Lippia gracilis Schauer vem demonstrando sua
atividade antimicrobiana e acao sobre o biofilme de bactérias que causam doengas humanas.

Ry, DR SRRV I e
Figura 1: Foto de Lippia gracilis Schauer, banco de germoplasma da UFS. Fonte: autor (2022).

2.3 Doencas causadas pelo género Xanthomonas

O género Xanthomonas é formado por fitopatdgenos gram-negativos, as bactérias deste
género apresentam formato de bastonete, uniflagelar, apresentam colénias de coloracdo amarela
e formacdo de biofilmes, com temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 30 °C, o género
compreende 36 espécies que podem causar doencas graves em 400 espécies de vegetais
(DARRASSE et al., 2013; PARTE, 2018).

Estes fitopatdgenos podem causar doencas em pelo menos 124 monocotiledéneas e 268
eudicotiledéneas (HAYWARD, 1993. Nas plantas, 6rgaos como caules, galhos, folhas, flores,
brotos, frutos e sementes podem ser colonizados por Xanthomonas (SHARMA; GAUTAM,;
WADHAWAN, 2014).

Dentre estas espécies destacam-se algumas doencas bacterianas em plantas de grande
importancia agricola como a podriddo negra (X. campestris pv. campestris), principal doenca
gue acomete a familia das bréssicas, o cancro citrico (X. citri subs citri), uma das principais
doencas do citrus, o crestamento do arroz (X. oryzae pv. oryzae), estria bacteriana do milho (X.
vasicola pv. vasculorum) e a barriga d’agua do meloeiro (X. campestris pv. melonis)
(TIMILSINA et al., 2020).

As principais formas de entrada das fitobactérias nas plantas sao através dos hidatodios
no processo denominado de gutacdo, através dos estbmatos, aberturas naturais e ferimento
(RYAN et al., 2011; PASCHOLATI e DALIO, 2018). Apds penetrar a planta, estas
fitobactérias sdo capazes de colonizar os vasos do xilema, assim desencadeando todo o processo
de patogenicidade, degradando a parede da célula vegetal através de enzimas como as PMGE
(pectinas esterases) que sdo capazes de degradar a pectina presente na célula vegetal,
impossibilitando a venda do produto devido a sua baixa aceitagdo comercial (UENOJO e
PASTORE, 2007; MANSFIELD et al., 2012).

Os sintomas dessa colonizacdo podem incluir manchas, apodrecimento, hipertrofia,
hiperplasia, cancros e até a morte foliar. Algumas doengas, como a podridao negra e murcha
bacteriana apresentam sintomas caracteristicos. A podriddo negra, por exemplo, caracteriza-se
por lesdes amarelas em forma de “V”, iniciando-se nas margens das folhas e progredindo para
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0 centro atraveés do tecido vascular, resultando geralmente em necrose das folhas (MORRONI
etal., 2013).

As principais formas de sobrevivéncia e disseminacdo destes patdgenos estdo
relacionadas a sua sobrevivéncia em restos de culturas, podendo se alojar em sementes, no solo
na matéria organica e na forma epifita na superficie de plantas infectadas e atraves de
hospedeiros secundarios (MARINGONI, 2005; SILVA JUNIOR, 2020; SILVA et al., 2021).

Em relacdo ao tipo e variedade do hospedeiro, cada espécie Xanthomonas € tipicamente
restrita a uma Gnica ou poucas plantas, geralmente da mesma familia botanica, por exemplo, a
Xanthomonas oryzae pv. oryzae que é exclusivamente um patégeno vascular do arroz. Poucos
patovares apresentam uma ampla gama de hospedeiros como Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc), que infecta espécies cultivadas, ornamentais e silvestres de toda a familia
Brassicaceae (RYAN et al., 2011).

Barriga d’agua do meloeiro (Xanthomonas. campestris pv. melonis)

O meldo Cucumis melo L é um fruto de grande importancia econémica, com producao
de 29,46 milhdes de toneladas e produtividade média de 24,85 tha-! (FAO, 2015).
Mundialmente os maiores produtores de meldo séo a China, Turquia, Ird e os Estados Unidos.
O Brasil ocupa a 10? posicdo, com producéo total de 565.900 t ha-!, a regido Nordeste
correspondeu a 95,0% da producéo total nacional, entre os estados brasileiros destaca-se o Rio
Grande do Norte, e 0 Ceard mantém a lideranca em area e producdo, tendo produzido juntos
em 2013, 82,5% do total produzido no pais, a maior parte dessa producdo € destinada a
exportacdo (COSTA e SALVIANO, 2017).

A barriga d’agua do meldo causada pela espécie Xanthomonas. campestris pv. melonis
é uma doenca ainda pouco estudada. Foi relatada pela primeira vez no Brasil no estado de Sdo
Paulo na regido de Presidente Prudente onde ocasionou grandes perdas (ROBBS e
RODRIGUES NETO, 1986). Porém esta doenca ja tem registro em todas as regides do pais, no
Nordeste vem sendo relatada desde o ano de 1991, no estado do Rio Grande do Norte (VIANA
etal., 2001).

Os sintomas caracteristicos da doenca sdo a descoloracao da polpa seguida por sintomas
de apodrecimento, quando os frutos inteiros de meldo séo agitados, percebe-se, em seu interior,
um ruido de substancias aquosas com liquefacdo dos tecidos, formando uma bolsa no interior
da cavidade. Em estdgios mais avancados percebe-se a presenca de outros microrganismos
oportunistas. Visualmente a doenca é dificil de identificar, tendo em vista que o Gnico sintoma
é a anomalia na casca proveniente da entrada do patdgeno (VIANA et al., 2010; BERIAN et
al., 2018).

Estudos moleculares recentes sobre estes fitopatdgenos resistentes ao cobre isolados de
folhas de brassicas contaminadas com a podriddo negra das cruciferas por X. campestris pv.
campestris demonstram sinergismo entre as duas fitobactérias e alguns genes envolvidos na
viruléncia destes fitopatdgenos (RAMNARINE; JAYARAMAN; RAMSUBHAG et al., 2022).
Porém existem ainda poucos estudos sobre X. campestris pv. melonis e os métodos de controle,
0s genes de resisténcia ao cobre e 0 uso de substancia bioativas.
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Figura 2: Sintomas da barriga d’agua do meldo. A) Sintomas pré-colheita e B) Sintomas no
fruto maduro. Fonte: BERIAN e OCCHIENA (2018)
https://doi.org/10.7476/9786586383010.0008

Bacteriose da mandioca (Xanthomonas axonopodis pv. manihotis)

A mandioca, Manihot esculenta, pertence a familia Euphorbiaceae e seu centro de
origem é a Ameérica do Sul. Ao longo dos anos a raiz da mandioca vem servindo como fonte de
carboidratos para as populagdes. O Brasil ja foi o segundo maior produtor de mandioca, ficando
atras apenas da Nigéria (MATTOS et al., 2006). Hoje encontra-se em quarto lugar, ficando
atrés da Tailandia e Indonésia (CONAB, 2018).

Segundo a FAO, é um dos alimentos mais consumidos do mundo, alimentando mais de
700 milhGes de pessoas no mundo inteiro, principalmente nos paises mais pobres como os do
continente africano (FAO, 2018).

A bacteriose da mandioca, causada pelo fitopatdgeno Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis, se destaca como a principal doenca da mandioca. Seu primeiro registro foi no ano
de 1911 no Brasil, atualmente esta doenca pode ser observada em todas as regides do pais que
produzem mandioca. H4 relatos também na América Central, Asia e Africa (LORENZI et al.,
2002). Os principais sintomas incluem exsudacdo de goma nos tecidos mais novos, manchas
angulares e de aparéncia aquosa nos foliolos, murcha das folhas e peciolos, requeima das folhas
e morte descendente, assim como também a necrose dos feixes vasculares levando a morte da
planta (FUKUDA, 2002; FIALHO e VIEIRA, 2013).

A principal forma de disseminacdo da doenca esté ligada a sua propagacdo através de
manivas infectadas e da dgua da chuva, permitindo assim a entrada do fitopatdgeno através dos
estbmatos e hidatddios. A bacteriose da mandioca tem carater sistémico, afetando
principalmente o sistema vascular da planta, desta forma métodos de controle curativos nao
demonstram sucesso (FIALHO e VIEIRA, 2013). Estudos recentes demonstram a importancia
de novos métodos de controle preventivos, como a descoberta de variedades resistentes e 0s
genes de resisténcia envolvidos, tendo em vista o dificil controle desta bacteriose (SANDINO
etal., 2015).

Os principais métodos de controle aplicaveis a esta doenca sdo os métodos preventivos
e de controle cultural como o plantio de variedades resistentes a rotacdo de cultura, erradicacédo
de plantas doentes e eliminacdo dos restos de cultura (FIALHO e VIEIRA, 2013).

Alguns métodos de controle utilizando compostos bioativos como o extrato de plantas
vém sendo estudados, porém com pouco sucesso devido ao dificil controle do fitopatdgeno
(ROSENBERGER et al., 2020). Ja& estudos com extrato de propolis Apis mellifera L.
apresentaram atividade antibacteriana sobre X. axonopodis pv. manihotis (PEREIRA et al.,
2020). Com base na importancia alimentar e econémica da mandioca para pequenos
agricultores e para a agricultura familiar, faz-se necessario o estudo de formas alternativas de
controle da bacteriose da mandioca.

Figura 3: Bacteriose da mandioca. A e B) sintomas na folha da mandioca. Fonte: Halfeld-
Vieira e Nechet (2010). Identificacdo e Manejo de Doencas da Mandioca em Roraima Embrapa
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Roraima https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/37007/1/COT-53-2010-ID-
57.pdf

Mancha bacteriana da ameixa (Xanthomonas arboricola pv. pruni)

A bactéria Xanthomonas arboricola pv. pruni, também chamada de Bacteriose, mancha
bacteriana ou doenca das roséceas de carogo, é um fitopatdgeno importante na producdo de
ameixeiras, pessegueiros e nectarineiras que pertencem ao género Pruni (EFSA, 2014).

No ano de 2021 a produgdo de ameixa no Brasil foi estimada em 50 mil toneladas, da
qual o estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor, respondendo por 42% do total nacional,
enquanto o estado de Santa Catarina representa a segunda maior producdo do pais, responsavel
por 23,6%, isto €, com producdo superior a 3,2 mil toneladas (EPAGRI, 2020). Quanto a
producéo nacional de péssego, no ano de 2020 foi registrada a quantia de 201.880 toneladas, na
qual o Rio Grande do Sul também representa o maior produtor, com 129.608 toneladas de frutos
(IBGE, 2021).

Apesar da alta producdo de ameixas e pessegueiros, a X. arboricola pv. pruni causa
sintomas fitopatogénicos nos ramos, folhas e frutos que comprometem a produtividade das
plantas na safra posterior. Quando os ramos sdo afetados, o desenvolvimento da bactéria é
caracterizado pela formacdo inicial de lesbes purpuras, escuras, com aparéncia oleosa, que
posteriormente formam fissuras longitudinais até se tornarem cancroses. Nas folhas, surgem
pequenas manchas irregulares, encharcadas, que no decorrer do tempo mudam a coloragéo de
verde escura para marrom escura, acarretando na formacéo de orificios nas folhas, devido a
queda do tecido necrosado, até causar a desfolha da planta. Enquanto nos frutos, observam-se
manchas circulares, encharcadas, que se tornam marrom escura e deprimidas (Figura 4)
(GARRIDO, 2016; NOGUEIRA et al., 2016).

v 7 A
Figura 4. Sintomas de Xanthomonas arboricola pv. pruni em fruto. A) Péssego, B) Folha de
ameixeira e C) Frutos de ameixa. Fonte: Cambronero et al. (2018).
https://doi.org/10.1111/mpp.12679

A severidade da X. arboricola pv. pruni no pomar depende principalmente de clima
favoravel para seu desenvolvimento e proliferacdo, como temperaturas altas, chuvas frequentes
e ventos fortes. Para o controle da disseminacdo da fitobacteria, sugerem-se diversas praticas,
como o uso de quebra-ventos na pré-instalacdo do pomar, evitar a escolha de locais suscetiveis
a ventos fortes, plantio em solos arenosos, uso de variedades resistentes, além do controle
guimico recomendado para a cultura afetada (GARRIDO, 2016). Todos 0s anos a Empresa de
Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) faz testes continuos
sobre a fenologia e caracteristicas de variedades de ameixa, péssego e nectarina resistentes a X.
arboricola pv. pruni para a consulta em seu banco digital de dados (EPAGRI, 2020).

Estria do milho e gomose da cana-de agucar (Xanthomonas. vasicola pv. vasculorum)

O milho (Zea mays) e a cana-de-agucar (Saccharum officinarum) sdo duas culturas de
grande importancia mundial, o Brasil se destaca como o0 maior produtor e exportador de cana-
de-agUcar e 0 3° maior produtor de milho e o 2° maior exportador de milho (USDA, 2020).
Dentro destas culturas se destacam duas doencas importantes, a estria bacteriana do milho e a


https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/37007/1/COT-53-2010-ID-57.pdf
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/37007/1/COT-53-2010-ID-57.pdf
https://doi.org/10.1111/mpp.12679
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gomose da cana-de-agUcar causadas pela fitobactéria Xanthomonas. vasicola pv. vasculorum,
que causa doengas em diversas espéecies da familia das poaceas.

O primeiro relato de X. vasicola pv. vasculorum foi feito pelo cientista alemao F.M.
Draenert no ano de 1863 no Brasil, especificamente no estado da Bahia na cultura da cana-de-
acucar, ela foi descrita também mais tarde no estado de Pernambuco em 1880 causando grandes
prejuizos aos engenhos.

Na cana-de-acUcar a doenca € denominada de gomose e 0s principais sintomas incluem
presenca de exsudagdo de goma no caule, deformacgdo do colmo, descoloragéo interna e a
formacéo de bolsas de goma contendo bactérias (MCFARLANE e COUTINHO 2010).

A primeira ocorréncia documentada da estria do milho foi feita na Africa do Sul no ano
de 1949 (DYER, 1949) e 1987 (COUTINHO, 1987). Nos Estados Unidos a sua ocorréncia foi
descrita no ano de 2016, porém relatos apontam sua ocorréncia desde 2014, onde pode-se
observar a estria bacteriana em milho de pipoca e milho verde (KORUS et al., 2017). Apesar
deste fitopatogeno ter sido documentado pela primeira vez no Brasil na cana-de-agUcar, apenas
no ano de 2018 sua ocorréncia no milho foi descrita (LEITE et al., 2018).

Apesar de terem caracteristicas distintas de infeccdo onde a X. vasicola pv. vasculorum
em cana-de-acgUcar pode infectar o tecido vascular, enquanto as cepas infectantes do milho sdo
limitadas ao tecido foliar, estudos demonstram que as duas doencas sdo causadas por
fitobactérias da mesma espécie (WASUKIRA et al., 2014; KARAMURA et al., 2015; LANG
etal., 2017).

No milho a doenca é caracterizada pela presenca de estrias internervais nas folhas, que
evoluem para o centro da folha causando necrose no tecido foliar e consequentemente
diminuicdo da area fotossintética da planta, os primeiros sintomas sdo observados nas folhas
inferiores da planta e evoluem para o dossel médio a superior (ORTIZ-CASTRO et al., 2020).

Além de sobreviver em restos de culturas, a bactéria sobrevive em diversos hospedeiros
secundérios assintomaticos como grama de trigo ocidental (Pascopyrum smithii), bromo
felpudo (Bromus tectorum) e festuca alta (Festuca arundinacea). Além de causar doenga em
diversas espécies da familia das poaceas de grande importancia econdmica como aveia (Avena
sativa) e arroz (Oryza sativa) (HARTMAN et al., 2020).

Figura 5: Sintomas de estrias bact 0: A) desenvolvimento
de lesGes de estrias precoces, B) desenvolvimento de leses de pequenas manchas, C) e D)
desenvolvimento de sintomas comeg¢ando na base da planta progredindo resultando em lesdes
nas folhas E), F) e G) coalescendo lesBes graves nas folhas superiores e H) sinais de goticulas
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bacterianas de Xanthomonas vasicola pv. vasculorum desde o desenvolvimento inicial da lesdo.
Fonte: Ortiz-Castro et al. 2020 https://doi.org/10.1094/PHYTO-01-20-0018-PER

Podriddo negra das cruciferas (Xanthomonas campestris pv. campestris)

A familia das brassicaceae é considerada a familia de vegetais que fornece maior
diversidade de produtos usados pelo homem, todas as suas partes podem ser aproveitadas, folha,
caule, flor e raizes, processados, frescos ou cozidos. Coletivamente, vegetais frondosos, florais
e radiculares podem ser consumidos frescos, cozidos e processados (MELO et al., 2019). Além
disso, estes vegetais sdo ricos em minerais e vitaminas vitais para saide do homem destacando-
se pelo teor de fibras alimentares, céalcio, magnésio, manganés, fosforo, potéssio e vitaminas A,
B1, B2, B3 e C (LANA e TAVARES, 2021).

A producéo mundial de couve brocolis foi de 26.918.570 t, com a produtividade média
de 18,73 t/ha. A China se destaca como maior produtor mundial de couve comum e couve
brdcolis, no Brasil a produgdo de couve comum chegou a 161.986 t, e a producdo de couve
brécolis foi de 140.067 t, os estados com maior producdo sdo: Sdo Paulo, Rio de Janeiro e
Parand (SANTOS; CARMO; RIBEIRO, 2022; IBGE, 2017). Uma das grandes limitacGes da
producdo das brassicas sao as pragas agricolas, na cultura da couve comum e da couve brécolis
podemos destacar a podriddo negra das cruciferas.

A podriddo negra das cruciferas é causada pela fitobactéria X. campestris pv. campestris
(Xcc), € a doenga mais importante da familia. O primeiro relato desta doenca foi descrito por
Garman em 1890, na cultura do repolho no estado de Kentucky (ALVAREZ, 2000). No ano de
1985 Pammel demonstrou em campos de nabo no estado de lowa que esta fitobactéria tinha
caréater fitopatogénico (VICENTE e HOLUB, 2013).

A Xcc é uma bactéria fitopatogénica Gram-negativa, com aspecto celular do tipo
bastonete, sdo aerdbias, seu crescimento em meio de cultura é liso, circular e mucoide com
coloracdo amarela devido a producdo de pigmentos amarelos denominados xantomonadinas
(ANDRADE et al., 2005; MORRONI et al., 2013).

No Brasil a doenca esta presente em todas as regiGes em diferentes culturas da familia
das Brassicas, como o repolho Brassica oleracea var. capitata, a couve comum Brassica
oleracea var. acephala e a couve-flor comum Brassica oleracea var. botrytis (MALAVOLTA
et al., 2008).

Uma das principais caracteristicas da doenca é a formacdo de lesdes cloroticas e
necroticas em formato de “V”, que tem inicio na borda das folhas e progride até a nervura
central, se desenvolvendo no xilema da planta e causando a queda prematura de folhas, murcha
em decorréncia da obstrugéo dos vasos e necrose dos tecidos foliares (MONTEIRO et al., 2005;
DUBROW e BOGDANOVE, 2021).

Alguns estudos vém demonstrando como esta fitobactéria infecta a planta e como a
planta responde a essa infeccdo, ao entrar na planta a bactéria se estabelece nos feixes
vasculares, retirando nutrientes da nervura causando hipertrofia ou hiperplasia na regido
infectada, formando assim um halo clorético (VELASCO et al., 2013).

Ao desenvolver-se sistemicamente na planta, estas fitobactérias desenvolvem col6nias
e formam agregados na parede interna dos vasos condutores de seiva, ocasionando a obstrugédo
e bloqueando o transporte de seiva (AKIMOTO-TOMIYAMA; FURUTANI; OCHIAI, 2014).

Dentre 0s métodos de controle destacam-se o controle quimico com aplicacdes de
produtos a base de cobre na parte aérea das plantas, formando assim uma camada protetora
(O’BRIEN, 2017). Uns dos exemplos s&o a calda bordalesa e sulfo-calcica, 6xidos cuprosos e
antibioticos como a oxitetraciclina e estreptomicina (ANDREI, 2005).

Atualmente ndo existe nenhum produto registrado para controle da podriddo negra das
cruciferas na cultura da couve e dos brocolis (AGROFIT, 2022). Diante disto faz-se necessario
o0 estudo de moléculas bioativas com atividade antimicrobiana e que causem menos danos a
salide do homem e ao meio ambiente para a cultura da couve comum e couve brocolis.
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Figura 6: Folhas de mudas de: A) Couve manteiga e B) Couve brdcolis inoculada com
Xanthomonas campestris pv. campestris, Fonte: autor (2022).

2.4 Métodos de controle aplicados ao género Xanthomonas

Em todo mundo as perdas causadas por patdgenos de plantas tem ocasionado uma
grande reducdo na produtividade agricola. Estima-se que esta perda seja de 7,7% da producao
brasileira, ou o equivalente a 25 milhdes de toneladas. De acordo com texto publicado no livro
"Defesa Vegetal - Fundamentos, Ferramentas, Politicas e Perspectivas”, as perdas do
agronegocio brasileiro podem chegar a R$ 55 bilhdes ao ano (STANGARLIN et al., 2011,
SUGAYAMA, 2016). Neste sentido, torna-se importante o estudo de fontes alternativas no
controle e tratamento de doencas fitopatogénicas, ja que o uso de produtos quimicos nas
lavouras para tratamento e controle destas doengas é a principal forma de controle
(QUEZADO-DUVAL et al., 2006).

Em se tratando do controle das doencas causadas por Xanthomonas, algumas estratégias
quimico-fisicas sdo necessarias, tais como: eliminacdo de plantas (ou partes) sintomaticas e
restos culturais, rotacdo de cultura, solarizacdo e aplicacdo de substancias com atividade
antibactericida como os antibioticos (AGUIAR et al., 2003; RYAN et al., 2011).

No entanto, no Brasil ja existem diversos produtos naturais (299 produtos comerciais
registrados) disponiveis no mercado e que sdo utilizados no controle de diferentes
microrganismos, de acordo com dados da ABCBIO (ABCBIO, 2019). Destes produtos, até o
presente ano, 145 (55,98%) sdo componentes extraidos de organismos pertencentes ao género
Bacillus, sendo os demais a base de fungos, outras bactérias e virus, além de feroménios,
fitoterapicos, biopesticidas e biodefensivos de uso agricola (ABCBIO, 2019).

Metabdlitos secundarios produzidos por organismos vivos vém sendo estudados como
forma de controle, um exemplo é o trabalho realizado com a bactéria Paenibacillus TCDT-08,
um potencial produtor de metabolitos secundarios com agdo antimicrobiana. O extrato bruto
extracelular desse isolado em estudo anterior inibiu a Xanthomonas campestris pv. campestris
(SILVA et al., 2018).

O extrato de Melaleuca altternifolia esta registrado no AGROFIT como substancia com
potencial para fungicida e bactericida no controle de algumas espécies de Xanthomonas, como
mancha bacteriana do tomate, pimentdo, maracuja e mancha angular da mangueira, no entanto
nédo foram encontrados produtos registrados para o controle de X. campestris pv. campestris na
cultura da couve comum e couve brocolis (AGROFIT, 2022). O que demonstra a importancia
de estudos sobre fontes de novas moléculas bioativas com potencial bactericida para o registro
na cultura da couve.

As plantas sdo fontes promissoras de moléculas bioativas com atividade antimicrobiana,
atualmente trabalhos com plantas nativas da caatinga tem mostrado atividade antimicrobiana e
antibiofilme da espécie Homalolepis ferrugineas sobre a fitobactéria Xanthomonas citri pv.
viticola causadora do cancro bacteriano da videira, uma doenca de grande importancia na
cultura da videira na regido do Nordeste (SILVA et al., 2020).
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Fontana et al. (2021) puderam observar in vitro a atividade bactericida e bacteriostatica
ao submeterem a Xanthomonas campestris pv. campestris, agente causadora da podridao negra,
ao extrato de Moringa oleifera Lam, observou-se também uma reducdo na necrose nas raizes
de rabanetes infectadas.

Ao estudarem as alteracdes estruturais e morfoldgicas causadas pela Geraniina extraida
de folhas de boldo de aglcar (Acer saccharum) sobre o agente causal da mancha foliar
bacteriana da alface X. campestris pv. vitians, estes autores puderam observar mudancas na
estrutura bacteriana e em sua morfologia, assim como também o extravasamento do citoplasma,
indicando que a geraniina causa mudancas na parede da bactéria causando o extravasamento do
seu material genético (DELISLE-HOUDE et al., 2021). A atividade antibacteriana de geraniina
foi relatada também por outros autores sobre as bactérias Ralstonia solanacearum (OOSHIRO
et al., 2011) e Streptomyces scabies (USHIKI et al., 1998).

Costa et al. (2017) observaram em seu trabalho que o extrato das folhas de Artocarpus
heterophyllus e Morinda citrifolia possuem atividade antibacteriana sobre Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae, os produtos oxitetraciclina, fluazinam, mancozeb, oxicloreto de
cobre, Fitoforce Cobre e Fitoforce Plus inibiram totalmente o crescimento in vitro e reduziram
de 50 a 60% a severidade da mancha bacteriana do maracujazeiro em cada de vegetacao.

Entre os compostos bioativos com atividade antimicrobiana destacam-se os 0leos
essenciais que sdo produzidos através do metabolismo secundario das plantas e tem como uma
de suas fungbes a protecdo contra microrganismos patogénicos (COSTA et al., 2017,
ALMEIDA et al., 2020). O 6leo essencial de botdes de mastruz Cleistocalyx operculatus
apresentou atividade antibacteriana in vivo sobre Xanthomonas spp., e in vitro contra as cepas
Xo00 KX019 e Xsp SK12, realizado em plantas de mel&o oriental cultivadas em estufa (Cucumis
melo L. var. makuwa) (BAJPAI et al., 2010).

Deberdt et al. (2018) comprovaram em seus estudos que o 6leo essencial de Pimenta
racemosa var. racemosa tem atividade antimicrobiana ao estudar seus efeitos sobre a
fitobactéria Ralstonia solanacearum, causadora da murcha bacteriana do tomateiro.

O oleo essencial de tomilho e o seu composto majoritéario timol apresentaram atividade
e antibiofilme, inibindo assim a acdo de alguns fatos de viruléncia e comunicacéo,
demonstrando acdo sobre o Quorum sensing e agindo na comunicacao das bactérias, também
foi indicada uma atividade antiviruléncia frente a alguns genes de viruléncia como o gene rpfF
em plantas de arroz inoculada com Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xo00), agente causador do
crestamento bacteriano do arroz (Oryzae sativa) (SINGH et al., 2017).

Ainda existem poucos trabalhos sobre a acdo do 6leo essencial de Lippia gracilis
Schauer sobre fitobactérias e especificamente sobre o género Xanthomonas. Um trabalho
bastante recente desenvolvido por Silva et al. (2019) demonstrou que o 6leo essencial de Lippia
gracilis Schauer acesso LGRA-106 rico em timol, apresentou atividade antimicrobiana e
antibiofilme além de sua acdo sobre a membrana bacteriana de Xanthomonas campestris pv.
campestris, bactéria causadora da podriddo negra. No trabalho de Santos et al. (2014) o
fitopatdgeno Xanthomonas campestris pv. viticola tratado com 0leo essencial de L. gracilis
obteve mais de 90% de redugdo da atividade antimicrobiana, demonstrando potencial
antibacteriano maior que o oxicloreto de cobre que inibiu apenas 46,9% do crescimento
bacteriano.

Flores et al. (2019) avaliaram o efeito dos compostos carvacrol, limoneno e linalool com
a bactéria S. aureus, onde os compostos carvacrol, limoneno e linalool apresentaram efeito
antibacteriano similar ao antibiotico cefalexina.

Qiao et al. (2020) ao estudarem as cepas de Xanthomonas perforans, resistentes ao
cobre, puderam observar que a aplicacdo do carvacrol em plantas de tomateiro cultivadas em
estufa agricola reduziu a incidéncia da mancha bacteriana do tomateiro, consorciado com o
cobre este efeito foi ainda maior, demonstrando assim que o carvacrol € um composto bioativo
promissor para o controle da mancha bacteriana do tomateiro.
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Estudos vém demonstrando a importancia de conhecer novas moléculas bioativas para
0 combate a Xanthomonas, tendo em vista a resisténcia desta bactéria aos metodos de controle
quimico tradicionais como o uso de formulacGes a base de cobre e antibioticos (QUEZADO-
DUVAL et al., 2003).

Redondo et al. (2015) demonstraram que bactericidas quimicos como NaCl, CuSO4 e
NaClO apresentam atividade antibiofilme sobre X. citri subsp. Citri, porém ndo tém a
capacidade de remover totalmente o biofilme em superficies bidticas e abioticas. A literatura
demonstra que bactericidas cupricos diminuem a incidéncia do cancro citrico causado por X.
citri subsp. Citri, porém recomenda-se o uso de outras formas consorciadas de controle
(FAVARO et al., 2017).

O controle quimico com o uso de produtos bactericidas que inibem o desenvolvimento
de doengas é uma alternativa, porém a maioria dos bactericidas sdo a base de cobre, oferecendo
apenas protecdo superficial, sem serem absorvidos sistemicamente (GENT e SCHWARTZ,
2005). Sendo esta uma caracteristica negativa, tendo em vista que muitas bactérias se
desenvolvem sistemicamente além de poderem penetrar atraves dos estbmatos que ficam na
parte abaxial da folha, outro fator limitante € fato de que a 4gua da chuva e irrigacdo podem
lavar o cobre das folhas, sendo necessarias varias aplicacBes, o que se torna inviavel
economicamente.

Sendo assim, a descoberta de novos compostos produzidos por plantas é uma alternativa
na busca por produtos naturais que possam ser registrados para controle e tratamento da doenga
causada por espécies de Xanthomonas sp.

Timol Carvacrol - - L
Modo de acao dos oleos essenciais, timol e carvacrol

La Storia et al., (2011)

OH 1- Membrana externa

2- Membrana interna Skl (£019)

3- Membrana citoplasmatica |  Hielander etal., (1998)

4- Enzimas Gill & Holley (2006)

Figura 7: Modo de acdo dos 6leos essenciais, timol e carvacrol sobre a membrana de bactérias.
Fonte: autor (2022).

2.5 Biofilme bacteriano: um fator de resisténcia

O biofilme bacteriano é¢ formado por associacdes complexas entre bactérias, que
conferem beneficios para estes organismos como protecdo, resisténcia a antibidticos e maior
viruléncia. As bactérias Gram-negativas possuem esta adaptacdo e para a formacao e adeséo
deste biofilme s&o necessarios varios tipos de mecanismos de transdugéo de sinais que podem
ser afetados por fatores ambientais (O"'TOOLET et al., 2000).

Os biofilmes contém particulas de lipidios, fosfolipidios, proteinas, carboidratos,
vitaminas e sais minerais, formando camadas onde os microrganismos de uma ou mais espécies
se desenvolvem, esta rede complexa de microrganismos é mais resistente que as bactérias de
vida livre, pois possuem maior resisténcia fisica e quimica. Sabe-se que o biofilme é formado
por Varios microrganismos que possuem um sistema de organizacdo e de comunicagdo
denominado de quorum sensing (QS) celula-célula, na qual existe uma comunicagéo e resposta
aos estimulos de forma unificada entre organismos de diferentes espécies (VU et al., 2009;
TURAN e ENGIN, 2018).

Alguns trabalhos vém demonstrando como funciona a sinaliza¢éo das bactérias atraves
do RNAm e a sintese de trés genes envolvidos na formacédo do biofilme bacteriano de algumas
cepas bacterianas da espécie Xcc causadora da podriddo negra das cruciferas (LU et al., 2012).

Estudos demonstram que o biofilme é um fator de resisténcia quando se trata do uso de
agentes antimicrobianos, pois a concentracdo necessaria para eliminar bactérias que produzem
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biofilme é 1000 vezes maior quando comparada as bactérias que se encontram em estado
plancténico (FRANK e PATEL, 2007; HZIBY et al., 2010; CHEN et al., 2018). A matriz
polimérica confere protecdo contra fatores externos como a desidratacdo, variacdo do pH,
temperatura, entre outros (CHEN et al., 2018). Outra caracteristica importante € a comunicagao
mediada por enzimas e por fatores genéticos de adaptacdo como as barreiras de difusdo e
regulacdo da atividade metabdlica (CAIXETA, 2008; SHARMA et al., 2013).

Na literatura existem estudos que demonstram a acdo antibiofilme de moléculas
oriundas de compostos ativos de ervas, produtos quimicos, antibiéticos e agentes quelantes,
assim como também seus mecanismos de acao e suas concentra¢cdes minimas capazes de inibir
a formacédo do biofilme bacteriano sem causar efeitos colaterais ao hospedeiro (ROY et al.,
2018).

Trabalhos vém demonstrando a eficiéncia antimicrobiana do residuo da casca de laranja
como biofilme de protecdo para frutos usando casca de laranja em p6 em vez do 6leo essencial
extraido (MCKAY et al., 2021). Isso pode estar relacionado a presenca de alguns compostos
qguimicos presentes no extrato como os flavonoides, saponinas, taninos e terpenos, 0s quais
foram identificados como constituintes das espécies.

A utilizacdo de extratos de plantas com atividade antimicrobiana e antibiofilme contra
bactérias causadoras de doencas humanas € amplamente estudado, porém o que muitas das
vezes pode-se observar é que apesar da inibicdo da atividade antimicrobiana, o extrato vegetal
pode ndo possuir atividade satisfatoria na inibicdo da formacdo do biofilme bacteriano
(MISSEAL, 2019). Essa caracteristica se da pela alta resisténcia atribuida ao biofilme quando
comparado a bactéria de forma isolada.

O uso de particulas de pratas fotosintetizadas (AgNPs) fabricadas a partir de extrato de
Mespilus germanica contra multirresistente (MDR) cepas de Klebsiella pneumoniae, se
mostraram eficientes na prevencdo da formacéo do biofilme e matam bactérias em biofilmes
estabelecidos (FOROOHIMANUJILI et al., 2019). Atualmente na literatura existem alguns
trabalhos com estratégias para o controle da formacdo biofilme microbiano de Xcc como uso
de &cidos graxos e bacteriografo (PAPAIANNI et al., 2021).

Figura 8: Esquema da formacdo e dispersdao do biofilme de fitobactérias em plantas e
comunicagdo entre as bactérias QS (Quorum sensing). Fonte: autor (2022).

O processo de formacao do biofilme bacteriano se inicia quando uma célula bacteriana
na forma planctonica reconhece o substrato, que pode ser a superficie de uma folha ou um fruto.
A fixagdo inicial é um processo reversivel onde ocorre uma interagdo fraca entre a bactéria e 0
substrato. Na fase seguinte ocorre o0 processo de fixacao irreversivel na qual comega 0 processo
de multiplicacdo celular, ap6s o processo de fixacdo as bactérias produzem uma matriz de
exopolissacarideos extracelular (EPS) que constitui o biofilme, e por fim ocorre a fase de
liberacdo de novas bactérias e a infecgdo de novos hospedeiros (CASTIBLANCO e SUNDIN,
2016).

No processo de comunicacdo entre as bactérias QS sdo liberadas substancias que
permitem a deteccdo de moléculas quimicas e a regulacdo da formacdo do biofilme como
também os fatores de viruléncia. Atualmente o mecanismo regulatério mais conhecido é o
Quorum Quenching (QQ), no qual sdo liberadas substancias capazes de regular a formacéo do
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biofilme, contribuindo assim para diminuir a resisténcia bacteriana (RUIZ et al., 2008;
ACHARI e RAMESH, 2019).
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4. ARTIGO 1

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME DE OLEOS ESSENCIAIS DE
Lippia gracilis Schauer E SEUS COMPOSTOS MAJORITARIOS SOBRE
FITOPATOGENOS DO GENERO Xanthomonas spp. RESISTENTES AO COBRE

Periddico submetido (ou a ser submetido): nome do periodico
RESUMO

O género Xanthomonas € formado por fitobactérias que produzem biofilme e sdo responsaveis
por causar danos econdémicos em culturas de importancia agricola. Os métodos de controle mais
utilizados s&o as formulacdes a base de cobre, porém tem sido demonstrado que algumas
espeécies desenvolveram resisténcia ao cobre. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana e antibiofilme de 6leos essenciais de sete acessos de Lippia gracilis Schauer
obtidos através da técnica de hidrodestilacdo, e seus compostos majoritarios timol e carvacrol,
bem como a resisténcia ao cobre sobre cinco espécies de fitobactérias do género Xanthomonas:
Xanthomonas campestris pv. melonis, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, Xanthomonas
campestris pv. pruni, Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum e Xanthomonas campestris pv.
campestris. Foram avaliados in vitro o CMI e CMB, atividade antibiofilme, viabilidade celular,
permeabilizacdo da membrana plasmatica, resisténcia ao sulfato e 6xido de cobre e a avaliacdo
morfoldgica do biofilme em microscopia eletrénica de varredura. O experimento in vivo foi
conduzido em estufa agricola com as mudas de couve manteiga e couve brdcolis, utilizou-se 0
esquema fatorial 2x3, dois métodos de inoculacdo injetado e borrifado e 3 substancias OE de
LGRA-107 (250 e 500 pg mL™) e uma concentragéo de 6xido de cobre 2000 pg.mL™. Os OEs
de L. gracilis demonstraram atividade antimicrobiana e antibiofilme. As plantas de couve
tratadas com cobre e OEs do acesso LGRA-107 obtiveram maior incremento de biomassa, o
que contribuiu para menor severidade da podriddo negra, demonstrando assim ser uma fonte de
estudo para formulagdes com acéo antimicrobiana.

Palavras-chave: Verbenaceae, metabolitos secundarios, biofilme bacteriano, resisténcia,
bacterioses.
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ABSTRACT

Titulo: ANTIMICROBIAL AND ANTIBIOFILM ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS
FROM Lippia gracilis AND THEIR MARJORITARY COMPOUNDS ON COPPER-
RESISTANT PHYTOPATOGENS OF THE GENUS Xanthomonas spp.

The genus Xanthomonas is formed by phytobacteria that produce biofilms and are responsible
for causing economic damage to crops of agricultural importance. The most used control
methods are copper-based formulations, but it has been shown that some species have
developed resistance to copper. The objective of this work was to evaluate the antimicrobial
and antibiofilm activity of essential oils from seven accessions of Lippia gracilis Schauer
obtained through the hydrodistillation technique, and its major compounds thymol and
carvacrol, as well as the copper resistance, on five species of phytobacteria of the genus
Xanthomonas: Xanthomonas campestris pv. melonis, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis,
Xanthomonas campestris pv. pruni, Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum, and
Xanthomonas campestris pv. country. CMI and CMB, antibiofilm activity, cell viability,
plasma membrane permeabilization, resistance to sulfate and copper oxide and the
morphological evaluation of the biofilm in scanning electron microscopy were evaluated in
vitro. The in vivo experiment was carried out in an agricultural greenhouse with kale and
broccoli kale seedlings, using a 2x3 factorial scheme, two inoculation methods injected and
sprayed and 3 OE substances of LGRA-107 (250 and 500 pg mL™?) and a copper oxide
concentration of 2000 pg.mL-1. L. gracilis OEs demonstrated antimicrobial and antibiofilm
activity. Cabbage plants treated with copper and EOs from the LGRA-107 accession obtained
a greater increase in biomass, which contributed to a lower severity of black rot, thus proving
to be a source of study for formulations with antimicrobial action.

Keywords: Verbenaceae, secondary metabolites, bacterial biofilm, resistance, bacteriosis.
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4.1. Introducao

A Lippia gracilis Schauer é uma espécie vegetal pertencente ao género Lippia, membro
da familia Verbenaceae. Este género possui aproximadamente 200 espécies distribuidas na
América do Sul e Central, e na Africa tropical. No Brasil, a espécie é encontrada principalmente
no Nordeste e no Cerrado, nos estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe e Alagoas. Este vegetal
é classificado botanicamente como um arbusto, herbaceo de 25 cm de altura, ramificado, com
folhas pequenas e flores brancas odoriferas (LORENZI e MATOS et al., 2002; MORRETO et
al., 2008; MORAES et al., 2018). Seu 0leo essencial possui diversas aplicaces como a
atividade antimicrobiana sobre bactérias e fungos, acdo contra protozoarios como a ameba e a
leishmania, acdo antitumoral e antidiabetes, provavelmente devido a presenga de compostos
como timol e carvacrol (BLANK, 2013; RAGAGNIN et al., 2014; PINHEIRO, 2021; NETO
etal., 2010; MELO et al., 2013; MELO et al., 2014; SANTOS et al., 2016).

O género Xanthomonas é formado por fitopatdgenos gram-negativos, uniflagelar, que
produzem biofilme e que podem causar doencgas em pelo menos 124 monocotiledéneas e 268
eudicotiledéneas. Nas plantas, érgdos como caules, galhos, folhas, flores, brotos, frutos e
sementes podem ser colonizados por Xanthomonas (HAYWARD, 2011; SHARMA;
GAUTAM; WADHAWAN, 2014).

Dentre estas espécies destacam-se algumas doencas bacterianas em plantas de grande
importancia agricola como a podriddo negra (X. campestris pv. campestris), principal doenca
gue acomete a familia das brassicas, o cancro citrico (X. citri subs citri), uma das principais
doencas do citrus, o crestamento do arroz (X. oryzae pv. oryzae), estria bacteriana do milho (X.
vasicola pv. vasculorum) e a barriga d’agua do meloeiro (X. campestris pv. melonis)
(TIMILSINA et al., 2020).

Um dos grandes fatores de resisténcia destes fitopatdgenos € o biofilme, formado por
associacGes complexas entre bactérias, que conferem beneficios para estes organismos como
protecao, resisténcia a antibidticos e maior viruléncia (O"TOOLET et al., 2000). Atualmente 0s
métodos de controle mais utilizados contra fitobactérias sdo os antibiéticos e as formulacfes a
base de cobre, porém o uso de forma errada destes compostos pode provocar maior resisténcia
aos patogenos e problemas ambientais e de saude publica (BAHARVAND-AHMADI et al.,
2017).

Silva et al. (2019) ao estudarem a acdo do 6leo essencial de L. gracilis sobre a
fitobactéria Xanthomonas campestris pv. campestris, agente casual da podriddo negra das
cruciferas, doenca mais importante das brassicas, puderam confirmar a atividade
antimicrobiana e antibiofilme destes 6leos, assim como também dos seus compostos
majoritarios timol e carvacrol sobre a membra bacteriana.

Diante disto, uma alternativa a ser explorada sdo as moléculas oriundas do metabolismo
secundario de plantas como os 6leos essenciais, que sdo0 compostos volateis que possuem
atividade antimicrobiana e antibiofilme sobre bactérias patogénicas, pois agem sobre o
metabolismo, regulagdo enzimatica e alteracdo da membrana celular destes organismos
(CORDEIRO, 2014; TOFINO-RIVERA et al., 2016).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme
de Oleos essenciais de diferentes acessos de L. gracilis e seus compostos majoritarios, e
diferentes fontes de cobre sobre cinco espécies de Xanthomonas spp.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Obtencdo do material vegetal, extracdo dos Oleos essenciais e obtencdo dos
compostos majoritarios
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Foram avaliados sete acessos do Oleo essencial (OEs) de Lippia gracilis (LGRA)
implementados no Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da
Universidade Federal de Sergipe na Fazenda Experimental "Campus Rural” da UFS, Sao
Cristdvao, Sergipe, Brasil (11°00'S, 37°12' W). O acesso ao material vegetal foi registrado sob
0 namero de identificacdo ABCCB3B no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético
e Conhecimento Tradicional (SisGen) de acordo com o artigo 4° da Portaria n® 8.772/2016 do
Ministério do Meio Ambiente do Brasil, o registro da espécie estudada foi depositado no
Herbario da Universidade Federal de Sergipe, Departamento de Biologia, nimero ASE 9404
(Tabela 1).

As folhas dos sete acessos de LGRA foram coletadas e submetidas a hidrodestilagdo em
aparelho Clevenger modificado, utilizando amostras de 100g de folhas secas, com adicdo de 2L
de agua destilada, durante 140 minutos. Os Gleos essenciais foram coletados e estocados em
frasco ambar, a -20°C ate a realizacdo dos experimentos.

Os compostos majoritarios do OE de L. gracilis: carvacrol e timol, utilizados nos
experimentos, foram adquiridos da empresa comercial Sigma-Aldrich (98% pureza) e (99% de
pureza) (St. Louis, MO).

4.2.2. Condicdes de crescimento dos microrganismos

Os cinco isolados de Xanthomonas spp. (Tabela 2) foram adquiridos da colecdo de
culturas de fitobactérias do Instituto Bioldgico (Sdo Paulo, Brasil). As bactérias foram
cultivadas a 30°C + 2° em meio de cultura YM padronizado (0,3% extrato de levedura; 0,5%
peptona bacterioldgica; 0,3% extrato de malte e 1% de sacarose), sob agitacéo orbital (150 rpm)
a 28°C.

Os indculos foram padronizados pela incubagdo overnight até se obter a concentracdo
de células de (1 x 108 UFC mL) com DOsoonm = 0,5.

4.2.3. Atividade bacteriostatica e bactericida

A determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e a Concentragdo Minima
Bactericida (CMB) foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido pelo NCCLS/CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (M7-A6). Foi utilizado o método de dilui¢bes
seriadas em Microplacas de 96 pocos.

Os OEs de sete acessos de Lippia gracilis e seus compostos majoritarios, carvacrol e
timol, foram adicionados em microplacas de 96 pocos estéril (KASVI®), pela pipetagem de
100 pL com concentragdes variando de (1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg.mL™) . Como controle
positivo foram utilizados " 200 pg.mL™* de 6xido de cobre 1l (CuO?") e Sulfato de cobre
(CuS04), obtidos da empresa ACS Cientifica (99% de pureza) e 100 pg.mL™ do antibi6tico
sulfato de estreptomicina purex adquirido da empresa INLAB (99% de pureza). Os OEs e as
moléculas foram diluidos com o solvente organico DMSO 100% de Dimetilsulfoxido (Sigma
Aldrich 99,9% de pureza), sendo que a concentragcdo nos pogos nunca foi maior que 1%.

Em seguida, as placas foram inoculadas com o indculo padronizado dos fitopatdgenos
(100 pL). As placas foram incubadas em shaker com agitacdo orbital de (150 rpm) com
temperatura de 28°C por 24h. As amostras foram lidas no espectrofotdmetro em Leitor de
Microplacas Synergy ™ H1 da Bio TekHybrid Technology utilizando o comprimento de onda
de 600 nm. Para calculo da % de inibic&o foi utilizada a férmula 1.1 e a CMI foi definida como
a concentragdo que inibiu 100 % do crescimento bacteriano.

o OD controle — OD amostra
% inbibigdo = 0D controle * 100

Onde, OD amostra (corresponde a média das absorbancias de crescimento das bactérias
tratadas), OD controle (corresponde a média das absorvancia do crescimento do controle
bactérias ndo tratadas).
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Para avaliacdo da CMB, retirou-se 20 pL dos pocos onde ndo houve crescimento apos
24h e adicionados em placas de Petri com al¢a de drigalski e incubadas em estufa bacterioldgica
por 24h. A CMB foi definida como a concentracdo a qual foi observada a auséncia de coldnias
bacterianas.

4.2.4. Teste de viabilidade celular

A atividade metabolica foi determinada através do corante de viabilidade celular
resazurina (Sigma-Aldrich®). Essa atividade foi determinada para os OEs que apresentaram
menor CMI para cada um dos cinco fitopatogenos.

Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados a cada po¢o 100 pL da CMI dos
OEs selecionados e 100 pL da cultura padronizada dos fitopatégenos. Como controle negativo
foi utilizado 100 pL de DMSO a 1% diluido em YM e como positivo 100 pL de estreptomicina
(100 ug mL™). As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica 28 + 2 °C por 24h. Apés o
periodo de cultivo foi adicionado a cada poco 40 uL de resazurina (0,02% em PBS
autoclavado). Seguido da incubacdo por 30 min 28 + 2 °C. Apds a incubacdo a fluorescéncia
da resazurina foi lida em leitor de Microplacas (Aex = 560 nm e Aem = 590 nm).

4.2.5. Ensaio de permeabilizacéo de membrana

Para analise da permeabilidade da membrana plasmatica foram utilizados os OEs que
apresentaram menor CMI para cada um dos cinco fitopatdgenos. Em tubos Falcon de 15 mL
foram pipetados 2,5 mL da concentracdo ao CMI (Concentracdo Minima Inibitoria) dos OEs e
dos compostos majoritarios e inoculados com 2,5 mL de cultura padronizada dos fitopatogenos.
As placas foram incubadas por 30, 60 e 120 min. Apos a incubagdo, 1000 puL das amostras
foram transferidas para eppendoffs de 2 mL e centrifugadas, lavadas e ressuspendidas com
tampéo fosfato-salino (8 g/L de NaCl, 0,2 g.L "t de KCI, 1,44 g.L ™! de Na;HPO4 e 0,24 g/L de
KH2PO4 com pH 7.4) por 5 min. Apds estes processos, uma aliquota de 200 uL foi transferida
para placas de 96 pocos estéril (KASVI®) em duplicata e incubadas com lodeto de propidio
(IP 3 mM) a 28°C por 15 minutos no escuro.

Como controles experimentais, foram utilizados os fitopatdgenos ndo tratados com
DMSO 1% e os fitopatdgenos com tratamento térmico (banho-maria a 100°C por 5 minutos).
A fluorescéncia foi lida em espectrofotdmetro a 493/645nm (excitacdo/emissdo). Os dados
foram expressos em porcentagem de permeabilidade (% viabilidade) segundo a formula:

% viabilidad fluorecescéncia do tratamento 100
o viabilidade. = — *
fluorecescéncia do controle

Onde, fluorescéncia do tratamento corresponde a média de florescéncia do tratamento,
fluorescéncia do controle corresponde a média de florescéncia do controle com tratamento
térmico.

4.2.6. Atividade antibiofilme

O efeito dos 0leos essenciais sobre a formagdo de biofilme dos fitopatogenos foi
realizado utilizando-se o corante cristal violeta. Os fitopatdgenos foram tratados com: sete
acessos de OEs, os compostos majoritarios carvacrol e timol, nas concentragdes equivalentes a
1x, 1/2, 1/4 e 1/8 da CMI e duas concentragdes de Oxido de cobre 11 com 200 pug.mL™. Utilizou-
se como controle positivo o antibidtico Estreptomicina 200 pg.mL, como controle negativo o
indculo bacteriano com DMSO a 1%.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica 28 + 2 °C por 24h e entdo foram
centrifugadas (14.000 g/ 10 min/ 25 °C) e, em seguida, o sobrenadante foi removido dos pocos.
Posteriormente, foram acrescidos aos pogos 200 pL de etanol (95%) durante 15 min para
auxiliar na fixagdo das células, apos, as microplacas foram secas ao ar em camara de fluxo
laminar por aproximadamente 5 min. Em seguida, foi adicionado aos pogos 200 uL de cristal
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violeta na concentragdo 0,01% por 15 min em temperatura ambiente e, em seguida, 0
sobrenadante foi removido e os pogos foram lavados com agua destilada e autoclavada para
remogao das células nao aderidas. Entdo foram adicionados 300 pLL de DMSO aos pogos para
a solubilizagdo do corante aderido as células do biofilme, e logo ap6s as microplacas foram
incubadas em shaker sob agitacdo orbital por 5 min e, em seguida, 200 uL de cada pog¢o foram
transferidos para uma nova microplaca e as absorbancias foram lidas em leitor de microplacas
Synergy ™ H1 da Bio TekHybrid Technology usando um comprimento de onda de 562 nm.

4.2.7. Avaliacdo do efeito dos OEs de LGRA por microscopia eletronica de Varredura
(MEV)

Para determinar as alteracdes morfoldgicas em células de X1- Xanthomonas campestris
pv. melonis e X5- Xanthomonas campestris pv. campestris, foram utilizados os OEs com menor
CMI em concentragbes equivalentes a CMI e 1/4x da CMI dos OEs e 200 pg.mL* do CuO.
Umas aliquotas de 500 pL do indculo padronizado (10° UFC mLt) foram distribuidas em pogos
de placas de cultura celular de 24 pocos e tratados com os OES por 24h. Apos o periodo de
incubacédo, o meio de cultura foi removido dos pocos e lavados com 1000 pL de tampédo PBS
(0,1 M pH = 7,4) para a remocdo das células bacterianas ndo aderentes a lamina. Em seguida,
as células de Xcc aderidas a lamina foram fixadas com 1:1:2 (v/v) de gluraraldeido 4%,
paraformaldeido 2% e PBS 0,1 M (pH=7,4) por 1h em temperatura ambiente.

Ap0s a incubacdo, as células aderidas foram lavadas duas vezes em PBS 0,1 M (pH=7,4)
e desidratadas em séries graduadas de etanol glacial nas concentracdes percentuais de (50, 70,
80, 90, 95 e 100%) a 4°C por 10 min. Apos as lavagens o etanol foi substituido por uma mistura
de 1:1 de etanol e HMDS (Hexamethyldisilazane) por 10 min.

Ap0s a secagem, as células aderidas foram revestidas com filme de ouro de 15 nm
através de revestimento automatico por aspersao, durante 60s. Finalmente as células foram
visualizadas atraves de MEV (JEOL 5700) sob aumento de 10.000 e 5000x.

4.2.8. Ensaio da atividade antimicrobiana do OE de LGRA in vivo sobre Xanthomonas
campestris pv. campestris em couve manteiga e couve brocolis

O experimento in vivo foi conduzido em estufa agricola no Departamento de Engenharia
Agrondmica da Universidade Federal de Sergipe.

Foram utilizadas as espécies de couve manteiga (Brassica oleracea var. acephala L.)
cultivar Manteiga de Georgia e couve-bracolis (Brassica oleracea var. italica DC) cultivar
Ramoso Santana da empresa ISLA, as mudas foram produzidas em copos de plastico de 180
mL, com substrato comercial MAXXI composi¢do: composto, organico, calcario, cascas
prensadas e decompostas e vermiculita expandida. As mudas foram transplantas para sacos de
polietileno 1kg e substrato comercial.

Foram utilizados os seguintes tratamentos: couve manteiga e couve brécolis tratadas
com duas dosagens do OE de LGRA-107 (250 e 500 pg.mL™1), as moléculas foram diluidas em
DMSO a 1% e uma dose de 6xido de cobre (2 mg.mL1) e um controle na qual as plantas foram
tratadas apenas com agua destilada.

O esquema experimental foi o DIC (delineamento inteiramente casualizado) com 2x3
fatores: 2 modos de inoculagdo, 3 substancias e 3 repeticdes. Apos 60 dias de germinagdo, as
plantas foram tratadas com oOleos nas duas concentracdes de OE de LGRA-107 e o Oxido de
cobre, como efeito protetivo, e apos 2 dias inoculou-se a fitobactéria na concentracdo de células
de 1 x 10° UFC mL, com DO600nm= 0,8. As plantas permaneceram em camera Gmida durante
24h para criacdo de um microclima e a manifestacao dos sintomas da doenga, apos este periodo
foi avaliada a cada dois dias, durante o periodo de 15 dias, a progressdo da doenca de acordo
com 0s sintomas caracteristicos da podriddo negra.

Para andlise de severidade adotou-se a escala de notas proposta por Sidhu e Webster
(1977) onde: 0 a 5%, onde 0= foram as folhas com auséncia de sintomas, 1= 0 a 15% da Area
foliar lesionada (AF) lesionadas 2= 16 a 30% AF lesionada, 3= 31 a 60% AF lesionada, 4= 61
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a 90% AF lesionada e de 5= 91 a 100% AF lesionada. Também foram avaliados 0s parametros
biométricos: biomassa fresca da parte aérea (BMF), biomassa seca da parte aérea (BMS) gramas
por planta e nimero de folhas (NF), ap6s 15 dias da inoculagéo.

4.2.9 Anélise dos dados

Os ensaios para a determinacdo das Concentragcdes Minima Inibitéria (CMI) e Minima
Bactericida (CMB), viabilidade celular e permeabilidade de membrana foram realizados em
triplicata e repetidos em dois dias independentes. Os dados gerados foram plotados com o
auxilio do software Graph Pad Prism (versdo 7, CA, San Diego, EUA, 2012).

A identificacdo dos compostos relacionados com a atividade bactericida foi realizada
usando o método de Analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). O
método foi utilizado para associar a porcentagem de ocorréncia dos compostos presentes nos
0leos essenciais com a concentragdo bactericida minima (CMB) observada. O método PLS-DA
foi construido usando dois componentes que explicaram pelo menos 99% da variancia do
modelo. A analise foi realizada na plataforma Metaboanalyst (CHONG et al., 2019).

Os resultados do experimento in vivo foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey (p< 0,05) utilizando o programa estatistico SISVAR® versdo
5.6 (FERREIRA, 2011). A andlise multivariada de componentes principais (PCA) com os dados
da composicao quimica dos 6leos essenciais foi realizada por meio do software Statistica® 6.0.

4.3. Resultados

4.3.1. Atividade bacteriostatica e bactericida

Os oleos de L. gracilis apresentaram atividade antimicrobiana comprovada por meio
dos ensaios de CMI e CMB (Tabela 3). A CMI dos 6leos dos acessos LGRA-106, LGRA-1009,
LGRA-110 e LGRA-202 foi de 1000 ng.mL™, exceto para os 6leos dos acessos LGRA-107,
LGRA-108 e LGRA-201 que apresentaram CMI maior que >1000 ug.mL™?, para as espécies de
fitobactérias X. axonopodis pv. manihotis, X. arboricola pv pruni e X. campestris pv melonis,
respectivamente. Os acessos que apresentaram atividade bacteriostatica sobre todas as espécies
de bacteérias testadas foram os 6leos dos acessos LGRA-106, LGRA-109, LGRA-110 e LGRA-
202 na concentracdo de 1000 pg.mL™. Na concentragdo de 500 pg mL apenas os 6leos LGRA
107 e LGRA-110 apresentaram atividade sobre a espécie X. campestris pv. campestris € 0
acesso LGRA-110 sobre a espécie X. axonopodis pv. manihotis. Os compostos majoritarios
isolados, timol e carvacrol apresentaram maior atividade bacteriostatica com o CMI variando
entre 250 e 500 pg.mL™. As bactérias X. arboricola pv pruni apresentaram maior sensibilidade
ao carvacrol com CMI de 250 ug mL. J& para o timol a bactéria que apresentou maior
sensibilidade foi a X. campestris pv. melonis com 250 pg mL. Os compostos 6xido de cobre,
sulfato de cobre e estreptomicina nas dosagens de 200 pg mL, demonstraram acgdo
bacteriostatica apenas para a espécie X vasicola pv. vascularum.

A maioria dos OEs dos acessos de LGRA apresentaram atividade bactericida. O OE do
acesso LGRA-109 e o carvacrol apresentou atividade sobre todas as espécies testadas, porém
0s 0leos LGRA-106 e LGRA-201 nédo apresentaram atividade bactericida sobre a fitobactéria
X. campestris pv. melonis e X. arboricola pv pruni. Os acessos LGRA-108 e LGRA-109
apresentaram atividade bacteriostatica sobre LGRA-108 e LGRA-109. Os OEs dos acessos
LGRA-106 e LGRA-201 ndo apresentaram atividade bactericida sobre a fitobactéria X.
campestris pv. melonis e X. arboricola pv. pruni. Esta fitobactéria apresentou atividade apenas
com os OEs dos acessos LGRA-109 e os compostos timol e carvacrol, sendo que o carvacrol
demonstrou maior acdo que 0s demais compostos. Assim como também os 60leos LGRA-107 e
LGRA-201 ndo apresentaram atividade sobre a espécie X. axonopodis pv. vasculorum. Em
relacdo a espécie X. campestris pv. campestris, apenas o 6leo essencial do acesso LGRA-108
ndo demonstrou atividade bactericida. As substancias 0xido de cobre e sulfato de cobre com
200 ug mL ndo apresentaram atividade bactericida, em contrapartida, o composto carvacrol



37

apresentou atividade sobre todas as bactérias com 1000 pug.mL? e 500 pg.mL™? para a X.
arboricola pv pruni. Porém, o timol s6 apresentou atividade sobre as espécies X. arboricola pv.
pruni e X. axonopodis pv. manihotis (Figura 1).

4.3.2 Determinacéo da viabilidade celular

No teste de viabilidade celular (Figura 2) pode-se observar uma baixa ou nula atividade
metabolica das células, tendo em vista que a viabilidade da maioria das espécies de fitobactérias
ndo foi observada ou quando observadas foram muito baixas, indicando a alta atividade
antibacteriana dos 0Oleos essenciais de L. gracilis. Para o isolado X. campestris pv. melonis,
pode-se observar que os OEs do acesso LGRA-202, o timol e carvacrol apresentaram 6,1, 2,9
e 7,3%, respectivamente. A espécie X. axonopodis pv. manihotis apresentou comportamento
semelhante com viabilidade de 11,46% com o uso do OEs do acesso LGRA-110 e 21,55% com
o0 uso do timol e sem viabilidade para as células tratadas com o carvacrol, no entanto as espécies
X. arboricola pv. pruni, X. axonopodis pv. vasculorum e X. campestris pv. campestris ndo
apresentaram atividade metabdlica quando submetidas aos OEs dos acessos LGRA-107 e
LGRA-106, carvacrol e timol, respetivamente, apenas as células bacterianas da espécie X.
axonopodis pv. vasculorum ndo apresentaram viabilidade celular com o uso do antibidtico
estreptomicina e uma viabilidade de 80% quando tratadas com oxido de cobre. Em relagdo ao
oxido de cobre e sulfato de cobre com concentragdo de 200 pg.mL™, as bactérias apresentaram
alta viabilidade celular.

4.3.3 Efeitos dos OEs de LGRA sobre a permeabilizacdo de membrana

O ensaio de permeabilidade de membrana demonstrou que todos os compostos testados:
carvacrol, timol e os OEs dos acessos de LGRA-202, LGRA-110, LGRA-107 e LGRA-106
apresentaram maior fluorescéncia indicando permeabilizacdo da membrana bacteriana nos
tempos de 30, 60, 90 e 120 min em relacdo ao controle negativo (CN) para todas as espécies de
fitobactérias estudadas (Figura 3). Ao analisar o isolado X. campestris pv. melonis em relacédo
ao tempo de exposicao pode-se perceber que o tempo de maior acgdo foi o de 120 min, onde as
fluorescéncias variaram de 74,86 e 82,49%, ndo diferindo do controle positivo (CP) na qual as
celulas foram expostas ao maior nivel de dano @ membrana. Enquanto o isolado X. axonopodis
pv. manihotis ndo apresentou diferenca entre os tempos de exposicdo testados e entre 0s
tratamentos LGRA-110, carvacrol e o timol, que demonstram florescéncia de 49,66 52,39 e 49,
98% em relacdo as células ndo tratadas.

J& o isolado X. arboricola pv. pruni demonstrou fluorescéncia de 78 a 100% quando
tratado com o OE do acesso LGRA-107, ndo diferindo do controle positivo, os compostos timol
e carvacrol diferiram estatisticamente do controle positivo, porém ndo diferiram do OE do
LGRA-107, com permeabilidade no tempo de 90 min com fluorescéncia de 100, 95,14 e
93,14%. O isolado X. axonopodis pv. vasculorum demonstrou permeabilizacdo da membrana
guando tratado com o timol com fluorescéncia de 62,78% no tempo de 90 min e de 77,68%
com OE do acesso LGRA-106, bem como para o carvacrol com 72,52% no tempo de 120 min,
respectivamente, em relacdo as células. Os tratamentos e os diferentes tempos de exposicao as
substancias ndo diferiram estatisticamente entre si nos tempos avaliados. Os dados obtidos
demonstram que para o isolado X. campestris pv. campestris ndo houve diferenca entre os
tratamentos testados, a partir do tempo de exposi¢do 60 min observou-se que o0 OE do LGRA-
107, carvacrol e timol permeabilizaram a membrana com fluorescéncia de 63,23 a 91,03%,
indicando danos na membrana das células bacterianas desta espécie. No geral todos os
tratamentos demonstraram acdo sobre a membrana das espécies de bactérias testadas quando
comparadas ao controle.

4.3.4 Atividade antibiofilme
Todos os 6leos essenciais apresentaram atividade antibiofilme sobre o isolado X1, com
mais de 70% de inibicdo da formacéo do biofilme na concentracdo de 1x CMI (1000 pg.mL),
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apenas 0 OE do acesso LGRA-107 que apresentou 1x CMI de (500 pg mL) e inibicdo de até
77,5% (Figura 4). Os OEs dos acessos que apresentaram inibi¢do acima de 50% na dosagem de
1/8x CMI (125 pg.mL) foram os OEs dos acessos LGRA-109, LGRA-201 e LGRA-202, que
demonstraram maior atividade com inibicdo de 100% de formag&o de biofilme na dosagem de
1x CMl e 1/4x CMI (250 pg mL). O timol apresentou maior atividade com variacdo de 89,61%
na concentracdo de 1x CMI e 51,88% na concentracdo de 1/8x CMI, ja o carvacrol apresentou
inibicdo de 54% 1x CMI e ndo apresentou atividade antibiofilme na concentracéo de 1/8x CMI.
O isolado X2 demonstrou reducéo do biofilme nas maiores concentragdes com reducdo de mais
de 70 % para todos os OEs dos acessos, exceto para 0 OE do acesso LGRA-110, timol e o
carvacrol, que apresentou reducdo maior ou igual a 50%. Os OEs dos acessos que demonstraram
maiores valores de reducdo na formacéo do biofilme foram o0 LGRA-109 com 82%, LGRA-
202 74% e 0 LGRA-202 73%, foi observado nos mesmos OEs dos acessos que a dosagem de
1/8x CMI também promoveu reducdo do biofilme com as porcentagens de 72%, 61% e 45%.
O OE do acesso LGRA-110, carvacrol e timol ndo demonstraram ac¢do sobre a formagédo do
biofilme na concentracéo de 1/8x CMI.

A espécie X3 apresentou redugdo de mais de 70% na maioria dos OEs dos acessos na
concentracdo de 1x CMI, com destaque para o OEs dos acessos LGRA-107 com 80% e LGRA-
202 70% e o composto majoritario carvacrol 85%, exceto para 0os OEs dos acessos LGRA-201
e LGRA-106 que apresentaram valores de 65% e 45%, respectivamente. A concentracdo de
1/8x CMI do carvacrol e os OEs dos acessos LGRA-107 e LGRA-202 apresentaram reducéao
na formacdo de biofilme de 50, 40 e 26%. Em relacdo a espécie X4, os OEs dos acessos com
concentracdo de 1x CMI que apresentaram reducdo na formacdo do biofilme acima de 50%
foram os OEs dos acessos LGRA-106, LGRA-202, LGRA-107 com percentual de reducéo de
75, 71 e 65%, o timol e carvacrol apresentaram reducéo acima de 75% na concentragéo de 1/8x
CMl, o carvacrol e o0 OE do acesso LGRA-106 e o timol apresentaram reducéo de 50, 34 e 28%.

A estreptomicina promoveu uma reducdo de mais 50% do biofilme nas cincos espécies
de fitobactérias estudadas na concentracdo de 1x CMI e dosagem 1/8x CMI, exceto para a
bactéria X1 que ndo apresentou reducdo do biofilme com 1/8x CMI. O éxido de cobre
demonstrou comportamento semelhante com inibicdo de biofilme acima de 50% nas
concentracdes de 1x CMI e 1/8x CMI. O sulfato de cobre com 200 ug mL ndo apresentou
atividade antibiofilme em nenhuma das espécies testadas, por conta disto os dados ndo foram
mostrados no gréfico.

4.3.5 Anélises multivariada PCA, dendrograma de similaridade e PLS-DA

De acordo com a analise multivariada de componentes principais (Figura 5A), o
componente principal primario representa 51,24% da variancia total e indica que os 6leos
essenciais dos acessos LGRA-108 e LGRA-201 influenciaram na concentracdo inibitoria
minima e na concentracdo bactericida minima, no entanto foi menos determinante para a
variavel formacdo de biofilme. O componente principal secundario representa 17,11% da
variacdo total, onde o composto timol apresenta maior influéncia sobre a concentragédo
bactericida minima para as fitobactérias X1, X4 e X5, porém esse comportamento ndo foi
observado quando analisado o 6leo essencial do acesso LGRA-108.

A anélise de similaridade esta apresentada na (Figura 5B). O dendrograma demonstra a
similaridade entre os OEs dos acessos de L. gracilis considerando as variaveis CMI, CMB,
atividade antibiofilme e concentracdes dos compostos majoritérios, timol e carvacrol, no qual
0s OEs dos acessos LGRA-202 e LGRA-108 possuem menor nivel de similaridade, enquanto
0s OEs dos acessos LGRA-202 e LGRA-109 sao mais semelhantes.

Através da anélise PLS-DA (Analise discriminante por minimos quadrados parciais) foi
possivel identificar os compostos presentes no 6leo essencial de L. gracilis correlacionados com
a atividade bactericida (CMB) sobre as cinco fitobactérias estudadas (Figura 6). O méetodo PLS-
DA foi construido usando dois componentes que explicaram pelo menos 96% da variancia do
modelo. Para o isolado X1 o composto que apresentou maior atividade bactericida com maior
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importancia na projecdo (VIP Score-valor de coeficiente) foi o p-cimeno 500 pg.mL* e timol
com a concentracio bactericida de 1000 pg.mL? (Valor de coeficiente média e alta correlagéo:
1,5 e 3). O isolado X2 e X4 demonstraram alta correlacdo com o timol na dosagem de 1000
ug.mL* (Valor de coeficiente, alta correlagdo: 3) para ambos. Ja o isolado X3 no carvacrol
apresentou maior atividade bactericida na concentragio de 1000 pg.mL™ (valor de coeficiente,
alta correlacédo: 3) para ambos. Para o isolado X5 os compostos variaram em timol 500 pg.mL"
e carvacrol 2000 pg.mL* (Valor de coeficiente de correlagdo: 2,5 e 3), respectivamente,
indicando que o timol e carvacrol sdo os compostos que apresentam maior influéncia sobre a
atividade bactericida do 6leo essencial de diferentes acessos de L. gracilis.

4.3.6 Avaliacdo do efeito do OE de LGRA e o 6xido de cobre por microscopia eletrénica
de Varredura (MEV)

A MEYV foi utilizada para observar alteragdes morfologicas nas células bacterianas e na
formacéo do biofilme de X1 e X5 ap06s a exposicdo aos OE dos acessos LGRA-202 1x CMI e
1/4x CMI e LGRA-107 1x CMI e 1/2x CMI, e oOxido de cobre (200 pg.mL™) por 24h. Foi
possivel observar células degradadas e a auséncia de biofilme nas espécies X1 e X5 tratadas
com 1x CMI LGRA-202 e 1x CMI LGRA-107. Para a espécie X1 a concentracao de 1/4x CMI
de 6leo essencial do acesso LGRA-202 demonstrou formacdo de biofilme bacteriano e de
estruturas de comunicacdo entre as bactérias (QS), indicando que provavelmente as células
bacterianas identificaram um fator externo e estdo em processo regulatorio.

O uso do dxido de cobre (200 pg.mL™) na espécie X1 permitiu observar uma redugdo
na formac&o do biofilme em rela¢do ao controle, assim como também demonstrou deformacdes
na estrutura bacteriana e pequenas perfuracdes na membrana externa. J& para X5, apenas foi
observado a reducdo do biofilme (Figura 7.1 e 7.2).

4.3.7 Ensaio da atividade antimicrobiana do OE de L. gracilis e 6xido de cobre in vivo
sobre Xanthomonas campestris pv. campestris em couve manteiga e couve brécolis

No experimento in vivo, mesmo com a aplicacéo dos tratamentos com o 6xido de cobre
(2000 pg.mL?1), LGRA-107 (250 pg.mL™?) e LGRA-107 (500 pg.mL™?), as plantas de couve
manteiga e couve brocolis foram suscetiveis a podriddo negra de acordo com a escala criada
para severidade (Figura 8). Porém ao avaliar os parametros biométricos, pode-se observar que
a mudas de couve manteiga tratadas com o 6xido de cobre (2000 pg.mL™) obtiveram maiores
médias de incrementos de BMF (Biomassa fresca por planta) com valor de 15,97g, diferindo
em relacdo ao controle com média de 8,84¢g, porém nao houve diferenca significativa quando
aplicado o teste de Tukey entre os tratamentos entre o 6xido de cobre e os OEs do acesso
LGRA-107 (250 pg.mL™) e entre o LGRA-107 (500 pg.mL™) e o controle, indicando que a
aplicacdo com o Oxido de cobre reduz a severidade da podriddo negra sobre a area foliar da
couve manteiga, quando avaliada BMF, ndo houve diferenca para os parametros BMS
(Biomassa seca) e NF (Numero de folhas) (Tabela 5).

As plantas de couve brécolis demonstraram diferenca significativa a 0,05% de
probabilidade através do teste de Tukey, no tratamento controle em relagdo ao modo de
inoculacdo da X. campestris pv. campestris através de injecdo nos vasos condutores e borrifado
sobre a planta para o pardmetro de BMS. Em relacdo ao NF as plantas inoculadas tratadas com
0 6xido de cobre (2000 pg.mL™?) apresentaram maior nimero de folhas com a média de 9,33
folhas por planta em relacdo ao controle, que obteve média de 5,66 folhas por planta, porém
ndo houve diferenca significativa para os tratamentos utilizando os OEs dos acessos LGRA-
107 (250 pg.mL™Y) e LGRA-107 (500 pg.mL™t) variando de 6,0 a 8,33 folhas por planta assim
como também ndo houve diferenca entre o 6xido de cobre e 0 OE do acesso LGRA-107 (500
ug.mL?). Este dado indica que a inoculagio sistémica causa maior severidade em relacdo a
inoculacéo superficial através do borrifo. O efeito dos 6leos essenciais pode ter sido mascarado
pelo modo de aplicacdo nas plantas ou pelo tempo de efeito e a concentragdo, j& que os OEs
possuem alta volatilizacdo sendo necessarios estudos sobre o0 modo de aplicacdo e sobre a
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concentracdo necessaria de OEs de L. gracilis para o controle da podriddao negra em couve
manteiga e brécolis.

4.4. Discussao

Os resultados deste estudo demonstram que todos os acessos de Lippia gracilis Schauer

testados apresentaram atividade antimicrobiana sobre as cinco espécies de fitobactérias do
género Xanthomonas spp. Com base nos dados de atividade bacteriostatica (CMI) e bactericida
(CMB) com dosagem variando de 500 a 1000 pg.mL™ com destaque para os acessos que
demonstraram maior atividade bactericida LGRA-107 sobre os isolados X1 e X5 (500 pg.mL"
1Y e LGRA-109 (1000 pg.mL™?) com agéo sobre todos os isolados (Tabela 4) (Figura 1). A
analise de viabilidade celular também demonstrou que a maioria das bactérias ndo apresentaram
viabilidade quando submetidas ao tratamento com os OE de L. gracilis e com 0s compostos
timol e carvacrol (Figura 4), indicando uma alta atividade antimicrobiana (Sartoratto et al.,
2004).
LGRA-202 e LGRA-201 apresentaram inibicdo de até 100% da formacdo. A anédlise de PCA
(Analise de componentes principais) demonstra como estes OEs estdo correlacionados
positivamente com a atividade bacteriostatica, bactericida e antibiofilme, assim como também
0 dendrograma demonstra a similaridade entre os OE dos acessos LGRA-109 e LGRA-202
(Figura 5A e 5B). Em relacdo aos compostos majoritarios carvacrol e timol o CMI variou de
(250 a 1000 pg.mL™?) e CMI (500 a 1000 pg.mL™?), respectivamente (Tabela 4). Estes dados
corroboram com o estudo de Silva et al. (2019).

Nas imagens de microscopia de varredura (MEV) para a espécie X. campestris pv.
Melonis foi possivel observar que o OE do acesso LGRA-202 e 6xido de cobre 1X CMI
demonstrou reducédo na formacao do biofilme de 100% em relacédo ao controle, além de causar
a degradacdo das células bacterianas quando tratadas com o OE do acesso LGRA-202 e
perfuracdes nas células tratadas com o 6xido de cobre. Este € um resultado importante tendo
em vista que ndo ha relatos e nem imagens na literatura sobre a acdo de 6leos essenciais sobre
esta fitobactéria que causa a doenga da barriga d’agua do meldo. O OE do acesso LGRA-107
1x CMI e o 6xido de cobre também demonstraram acao sobre a formacéo do biofilme da espécie
X. campestris pv. campestris causadora da podriddo negra. E possivel observar deformaces
nas células bacterianas e redugdo do biofilme em relacéo as células ndo tratadas (Figura 7.1 e
7.2), essas observacdes também foram relatadas por Silva et al. (2020) com a fitobactéria Xcc
tratada com o 6leo de Varronia curassavia.

Esta atividade se da devido a presenca dos compostos terpenoides presentes nos OE de
L. gracilis, como o carvacrol com variagédo de 35,02% para 0 acesso LGRA-201 e 49,25% para
acesso LGRA-109. O composto timol apresentou variacao de 3,09% para o acesso LGRA-108
e 60,47% para LGRA-106, outros compostos também foram relatados como o p-cimeno e f3-
cariofileno (Moraes et al., 2018; Silva et al., 2019). Através da analise PLS-DA (Anélise
Discriminante por Quadrados Minimos) foi possivel identificar que o timol e carvacrol foram
0s compostos presentes no OE de L. gracilis que obtiveram maior correlagdo com a atividade
bactericida (CMB) nas concentragdes de (500 a 2000 pg.mL™) sobre as cinco fitobactérias
estudadas (Figura 6).

Na literatura diversos estudos vém demonstrado a acdo dos OEs do género Lippia e
compostos como timol e carvacrol sobre fitobactérias do género Xanthomonas sp. e bactérias
multirresistentes que possuem resisténcia a antibioticos e ao cobre (Quezado-Duval et al., 2003;
Santos et al., 2014; Flores et al., 2019; Qiao et al., 2020).

A avaliacdo da permeabilidade de membrana demonstrou que o OE do acesso LGRA-
202 sobre a fitobactéria (X1), LGRA-110 (X2), LGRA-107 (X3), LGRA-106 (X4) e LGRA-
107 (X5), timol e carvacrol permeabilizaram a membrana para os cinco isolados, a partir de 30
min de exposicdo e com maior tempo de acdo de 120 min variaram de 50% a 100% de
permeabilizacdo em relacao as células ndo tratadas. Esta permeabilizacéo pode ter sido a causa
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dos danos a membrana externa e interna das bactérias, devido a caracteristica anfifilica dos
6leos essenciais, que podem penetrar a bicamada lipidica causando altera¢fes nos acidos graxos
e, consequentemente, aumento da permeabilidade da membrana. Agindo assim em diferentes
mecanismos de acdo na estrutura celular bacteriana como danificagio da membrana
citoplasmatica e o extravasamento de ions, a reducdo da sintese de ATP, a perda de
componentes intracelulares vitais (Nazzaro et al., 2013; Rao, Chen, McClements, 2019). Esta
acao também € vista nos compostos timol e carvacrol que fazem parte do grupo dos
fenilpropanoides e possuem uma alta atividade antimicrobiana devido a sua ligagédo dupla e a
ligacdo lateral com o grupo OH (hidroxila livre), o que permite uma série de mecanismos de
acdo como alteragdo na permeabilidade das membranas interna, externa e citoplasmatica, e acdo
sobre enzimas (Helander et al., 1998; Gill e Holley, 2006; La Storia et al., 2011; Nazzaro et al.,
2013).

O experimento in vivo demonstrou que a aplicacdo do 6xido de cobre (2000 pg.mL™)
pode auxiliar na reducdo da severidade da podriddo negra em relacdo as plantas ndo tratadas e
pode ser utilizado como controle preventivo. Essa caracteristica se da pelo cobre aderir a
superficie das folhas e impedir a proliferacdo de fitobactérias sobre a planta (Costa et al., 2017,
Favaro et al.,, 2017; Redondo et al., 2017). Este fato também pode estar relacionado a
capacidade do cobre em reduzir a formacéo do biofilme bacteriano, estrutura importante para a
proliferacdo e viruléncia do patogeno sobre o vegetal. O 6leo essencial se mostrou promissor
no controle da podridao negra causada por Xcc, mais estudos devem ser feitos com formulagdes
de produtos a base de 6leo essencial que aumentem o tempo de exposicao da planta ao 6leo e a
melhor dosagem para impedir que as fitobactérias se desenvolvam sobre as espécies couve
manteiga e couve brocolis, ja que ndo existem produtos registrados para o controle da podriddo
negra nestas culturas (Agrofit, 2022).

Os OEs de L. gracilis se mostraram promissores para o controle de bactérias do género
Xanthomonas spp. causadoras de doengas de importancia econdmica. Os dados deste trabalho
sdo importantes pois confirmam a alta atividade antimicrobiana dos 6éleos essenciais de Lippia
gracilis Schauer e dos compostos timol e carvacrol sobre Xanthomonas campestris pv
campestris, conforme Silva et al. (2019), e ainda demonstram que esses OEs e compostos
majoritarios também possuem atividade antimicrobiana e antibioflime sobre outras espécies do
género Xanthomonas incluindo isolados resistentes ao cobre. Nesse trabalho apresentamos pela
primeira vez a atividade antimicrobiana e antibiofilme dos OEs de Lippia gracilis e de seus
compostos majoritarios sobre X. campestris pv melonis, X. axonopodis pv. manihotis, X.
arboricola pv. pruni e X. axonopodis pv. vasculorum.

4.5 Referéncias Bibliogréaficas

AGROFIT - Sistemas de Agrotoxicos Fitossanitarios. Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento. Banco de informages sobre os produtos agroquimicos e afins registrados No
Ministério da Agricultura.
<https://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons> (acessado em 08 de
julho de 2022).

Costa, RC, Ishida, AKN, Miranda, VS, Damasceno Filho, AS, Da Silva, CTB, Resende, MLV,
Oliveira, LC, 2017. Extratos vegetais, formulacbes a base de extrato vegetal e produtos
quimicos no controle da mancha bacteriana do maracujazeiro. Revista Brasileira de
Agropecudria Sustentavel. 7, 1, 26-33. 10.21206/rbas.v7i1.375

Favaro, MA, Roeschlin, RA, Ribero, GG, Maumary, RL, Fernandez, LN, Lutz, A, Gariglio,
NF, 2017. Relationships between copper content in orange leaves, bacterial biofilm formation
and citrus canker disease control after different copper treatments. Crop Protection. 92, 182-
189. https://doi.org/10.1016/j.cropro.2016.11.011



https://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons
http://dx.doi.org/10.21206/rbas.v7i1.375
https://doi.org/10.1016/j.cropro.2016.11.011

42

Ferreira, DF, 2011. Andlises estatisticas por meio do Sisvar para Windows versao 4.0. Reunido
anual da regido brasileira da sociedade internacional de biometria, 45, 255-258.

Flores, PI, Bafiuelos-Valenzuela, R., Delgadillo-Ruiz, L, Meza-Lopez, C, Echavarria-Chairez,
F, 2019. Actividad antibacteriana de cinco compuestos terpenoides: carvacrol, limoneno,
linalool, a-terpineno y timol. Tropical and Subtropical Agroecosystems. 22, 2, 241-248.

Gill, AO, Holley, RA, 2006. Inhibition of membrane bound ATPases of Escherichia coli and
Listeria monocytogenes by plant oil aromatics. Int. J. Food Microbiol. 111, 170-1742006.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2006.04.046

Helander, IM, Alakomi, HL, Latva-Kala, K, Mattila-Sandholm, T, Pol, I, Smid, EJ, Gorris,
LGM, Von Wright, A, 1998. Characterization of the action of selected essential oil components
on  Gram-negative  bacteria. J.  Agric. Food. Chem. 46, 3590-3595.
https://doi.org/10.1021/jf980154m

Jigjia, R, Bingcan, C, David Julian, C, 2019. Improving the Efficacy of Essential Oils as
Antimicrobials in Foods: Mechanisms of Action. Annual Review of Food Science and
Technology. 10, 365-387. https://doi.org/10.1146/annurev-food-032818-121727

La Storia, A, Ercolini, D, Marinello, F, Di Pasqua, R, Villani, F, Mauriello, F, 2011. Atomic
force microscopy analysis shows surface structure changes in carvacrol-treated bacterial cells.
Res. Microbiol. 162, 164-172. https://doi.org/10.1016/j.resmic.2010.11.006

Nazarro, F, Fratianni, F, De Martino, EL, Coppola, R, De Feo, V, 2013. Effect of essential oils
on pathogenic bacteria. Pharmaceuticals. 6, 12, 1451-1474. https://doi.org/10.3390/ph6121451

Qiao, K, Liu, Q, Huang, Y, Xia, Y, Zhang, S, 2020. Management of bacterial spot of tomato
caused by copper-resistant Xanthomonas perforans using a small molecule compound
carvacrol. Crop protection. 132, 105114, https://doi.org/10.1016/]j.cropro.2020.105114

Quezado-Duval, AM, Gazzoto Filho, A, Leite Junior, RP, Camargo, LE. A, 2006. Sensitivity
to copper streptomycin and oxitetracyclin of xanthomonads associated to bacterial spot in
processing tomatoes. Horticultura Brasileira. 21, 4, 670-675. https://doi.org/10.1590/S0102-
05362003000400020

Redondo, C, Sena-Vélez, M, Gell, I, Ferragud, E, Sabuquillo, P, Graham, JH, Cubero, J, 2015.
Influence of selected bactericides on biofilm formation and viability of Xanthomonas citri
subsp. citri. Crop Protection. 78, 204-213. https://doi.org/10.1016/j.cropro.2015.09.010

Santos, MM, Peixoto, AR, Pessoa, EDS, Nepa, HBDS, Paz, CDD, Souza, AVVD, 2014.
Estudos de compostos quimicos e atividade antibacteriana do 6leo essencial de Lippia gracilis
contra Xanthomonas campestris pv. viticola in vitro. Summa Phytopathologica. 40, 277-280.
https://doi.org/10.1590/0100-5405/1958

Sartoratto, A, Machado, ALM, Delarmelina, C, Figueira, GM, Duarte, MCT, Rehder, VLG,
2004. Composition and antimicrobial activity of essential oils from aromatic plants used in
Brazil. Environmental and Soil Microbiology, 35, 4, 275-280. https://doi.org/10.1590/S1517-
83822004000300001



https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2006.04.046
https://doi.org/10.1021/jf980154m
https://doi.org/10.1146/annurev-food-032818-121727
https://doi.org/10.1016/j.resmic.2010.11.006
https://doi.org/10.3390/ph6121451
https://doi.org/10.1590/S0102-05362003000400020
https://doi.org/10.1590/S0102-05362003000400020
https://doi.org/10.1016/j.cropro.2015.09.010
https://doi.org/10.1590/0100-5405/1958
https://doi.org/10.1590/S1517-83822004000300001
https://doi.org/10.1590/S1517-83822004000300001

43

Sidhu, GS, Webster, JM, 1977. The use of aminoacid fungal auxotrophs to study the
predisposition phenomena in the root-knot: wilt fungus disease complex. Physiological Plant
Pathology. 11, 117-127. https://doi.org/10.1016/0048-4059(77)90050-9

Silva, RS, De Oliveira, MMG, Silva, KP, Da Silva, Vasconcelos Rodrigues, I, Dos Santos Pinto,
V, Blank, AF., Fernandes, RPM, 2020. Synergistic effect of Cordia curassavica Jacg. essential
oils association against the phytopathogen Xanthomonas campestris pv. campestris.
Environmental Science and Pollution Research. 27, 4, 4376-4389.
https://doi.org/10.1007/s11356-019-06631-8

Silva, RS., De Oliveira, MMG, De Melo, JO, Blank, AF, Corréa, CB, Scher, R, Fernandes,
RPM, 2019. AntiCMIrobial activity of Lippia gracilis essential oils on the plant pathogen
Xanthomonas campestris pv. campestris and their effect on membrane integrity. Pesticide
biochemistry and physiology. 160, 40-48. https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2019.06.014

VELASCO PAZOS, P.; LEMA MARQUEZ, M.; FRANCISCO CANDEIRA, M.; SOENGAS
FERNANDEZ, M. D. P.; CARTEA GONZALEZ, M. E. In Vivo and in Vitro Effects of
Secondary Metabolites against Xanthomonas campestris pv. campestris, v.18, n. 9, 11131-
11143, 2013. DOI: https://doi.org/10.3390/molecules180911131



https://doi.org/10.1016/0048-4059(77)90050-9
https://doi.org/10.1007/s11356-019-06631-8
https://doi.org/10.1016/j.pestbp.2019.06.014
https://doi.org/10.3390/molecules180911131

44

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os o6leos essenciais de L. gracilis, o timol e o carvacrol se mostraram promissores para
o controle de fitobactérias do género Xanthomonas spp. causadoras de doencas de importancia
econdémica como: barriga d’agua do meloeiro, bacteriose da mandioca, mancha bacteriana da
ameixa, estria do milho e gomose da cana-de-acucar e a podriddo negra das cruciferas, levando
em consideracgdo os ensaios de atividade bacteriostatica e bactericida (CMB) que variou de (250
21000 pg.mL™t) e CMB (500 a 1000 pg.mL™).

A viabilidade celular das bactérias tratadas com os acessos de LGRA-106, LGRA-107,
LGRA-110, LGRA-202 foram baixas ou ndo existentes. A permeabilidade de membrana das
células bacterianas expostas ao 6leo e os compostos timol e carvacrol foi alta chegando a 100%
de dano a membrana, com maior tempo de acdo na exposicao de 120 min.

A atividade antibiofilme variou entre 50 a 100% de inibi¢do da formacdo do biofilme.
Assim como também foi demonstrado que o cobre na concentragdo de 2000 ug.mL™? reduz a
severidade da podriddo negra sobre a couve manteiga e couve brocolis, levando em
consideragdo os pardmetros de Biomassa fresca das plantas e nimero de folhas. Os resultados
deste trabalho demonstram que o 6leo essencial de Lippia gracilis € uma fonte promissora para
o controle de fitobactérias do género Xanthomonas spp com destaque para 0s acessos LGRA-
107, LGRA-109, LGRA-201 e LGRA-202, que apresentaram maior correlagdo com a atividade
antimicrobiana e antibiofilme, abrindo assim possibilidade para o estudo de formulagdes a base
de 6leo essencial de Lippia gracilis.
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Tabela 1. Cadigo, origem e informag6es geograficas dos sete acessos da colegdo de Lippia gracilis,
do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas, Universidade Federal de
Sergipe.

Cddigo da Origem (Cidade, estado N° do registro Coordenadas
planta e pais) (herbario UFS) geograficas
Tomar do Geru, Sergipe,
LGRA-106 ] 14733 11 19' 16,7" S; 37 55 09,2" W
Brasil
Tomar do Geru, Sergipe,
LGRA-107 ] 14737 11 19'20,1" S; 37 55" 13,5" W
Brasil
Tomar do Geru, Sergipe,
LGRA-108 ] 14734 11 19'22,4" S; 37 55" 12,6" W
Brasil
Tomar do Geru, Sergipe,
LGRA-109 ] 14735 11 19' 20,7" S; 37 55" 16,9" W
Brasil
Tomar do Geru, Sergipe,
LGRA-110 . 14732 11 19' 21,1" S; 37 55" 149" W
Brasil
LGRA-201 Rio Real, Bahia, Brasil 14736 11 23’ 38,7" S; 38 00’ 54,1" W

LGRA-202 Rio Real, Bahia, Brasil 14731 11 23" 45,3" S; 38 00" 51,3" W
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Tabela 2. Isolados de Xanthomonas adquiridos da colecdo de culturas de fitobactérias do
Instituto Bioldgico (Séo Paulo, Brasil).

N° isolado Identificacdo Hospedeiro alvo
68 X1- Xanthomonas campestris pv. melonis Meléo
1182 X2-Xanthomonas axonopodis pv. manihotis Mandioca
1948 X3-Xanthomonas arboricola pv. pruni Ameixa, péssego
1970 X4- Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum Cana de agucar, milho

CA-110 X5- Xanthomonas campestris pv. campestris Cruciferas




Tabela 3. Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida (CMB) dos 6leos essenciais de Lippia
gracilis Schauer, e seus compostos majoritérios, estreptomicina, bem como o 6xido e sulfato de cobre para atividade

antimicrobiana sobre cinco fitobactérias do género Xanthomonas.

CMI (pg/mL) CMB (ug/mL)

*X1 X2 X3 X4 X5 X1 X2 X3 X4 X5

LGRA- 106 1000 1000 1000 1000 1000 | >1000 1000  >1000 1000 1000

LGRA- 107 1000 >1000 1000 1000 500 500 1000  >1000 >1000 500
LGRA- 108 1000 >1000 >1000 1000 1000 | 1000  >1000 >1000 1000  >1000
LGRA- 109 1000 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000 1000 1000 1000
LGRA- 110 1000 500 1000 1000 1000 | 1000  >1000 >1000 1000 1000
LGRA-201  >1000 1000 1000 1000 1000 | >1000 1000  >1000 >1000 1000
LGRA- 202 1000 1000 1000 1000 1000 | 1000 1000  >1000 1000 1000
Carvacrol 250 500 500 250 500 | 1000 1000 500 1000 1000
Timol 250 500 500 1000 500 | >1000 1000 1000  >1000 >1000
Oxido de cobre II  >200  >200  >200  >200  >200 | >200  >200  >200  >200  >200
Sulfato de cobre  >200  >200  >200 200  >200 | >200 >200  >200  >200  >200
Estreptomicina  >200  >200  >200 200  >200 | >200  >200  >200  >200  >200

*1solados fitobacterianos X1- Xanthomonas campestris pv. melonis, X2- Xanthomonas axonopodis pv. manihotis, X3-
Xanthomonas arboricola pv. pruni, X4- Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum, X5- Xanthomonas campestris pv.
campestris.
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Tabela 4. Biomassa fresca (BMF), biomassa seca (BMS) e nimero de folhas (NF) de couve
manteiga tratada com o 6leo essencial de Lippia gracilis Schauer LGRA-107 e o éxido de cobre.

BMF (g) BMS (g) NF
Controle 8,84 b 1,58 a 6,50 a
OE250 12,63 ab 2,23 a 8,00 a
OE500 9,94 b 1,54 a 8,16 a
Cobre 15,97 a 2,13 a 8,16 a
Média 11,84 1,87 7,70
CV (%) 28,49 23,75 22,47

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, e maiuscula, na linha, ndo diferem

estatisticamente entre si, teste de Tukey, p<0.05.

Tabela 5. Efeito do modo de infeccdo de couve brocolis com a fitobactéria Xanthomonas
campestris pv campestris tratada com o 6leo essencial de Lippia gracilis e o 6xido de cobre.

Tratamentos Modo de inoculagéo
Injetado Borrifado
BMF (g)

Controle 9,42 aA 14,28 aA
OE250 15,03 aA 13,74 aA
OE500 12,68 aA 12,51 aA
Cobre 13,80 aA 15,74 aA

CV (%) = 26,61
BMS (g)

Controle 1,49 aB 2,53 aA
OE250 2,37 aA 2,58 aA
OE500 2,29 aA 1,71 aA
Cobre 2,26 aA 2,47 aA

CV (%) = 25,82
NF (pl)

Controle 5,66 bA 7,33 aA
OE250 6,00 bA 7,33 aA
OE500 8,33 abA 6,33 aA
Cobre 9,33 aA 8,00 aA

CV (%) = 16,08%

Médias seguidas de mesma letra minascula, na coluna, e mailscula, na linha, ndo diferem
estatisticamente entre si, teste de Tukey, p<0.05, onde as siglas sugnifica BMF (Biomassa

fresca) BMS (Biomassa seca) e NF (nimero de folhas).
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Figura 1: Atividade bactericida de agentes antimicrobianos sobre fitobactérias. Xanthomonas campestris pv.
melonis. Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. Xanthomonas arboricola pv. pruni. Xanthomonas
axonopodis pv. vasculorum. Xanthomonas campestris pv. campestris.
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Figura 2: Efeito de agentes antimicrobianos sobre a viabilidade celular de fitobactérias do género Xanthomonas.
A) Xanthomonas campestris pv. melonis. B) Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. C) Xanthomonas arboricola
pv. pruni. D) Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum. E) Xanthomonas campestris pv. campestris.
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Figura 3: Permeabilidade celular de fitobactérias do género Xanthomonas em funcéo do 6leo essencial de Lippia
gracilis e seus compostos majoritarios. A) Xanthomonas campestris pv. melonis. B) Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis. C) Xanthomonas arboricola pv. pruni. D) Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum. E) Xanthomonas
campestris pv. campestris. Ceélulas ndo tratadas representam o controle negativo (CN). Células expostas ao banho
maria representam o controle positivo (CP).
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Figura 4. Inibigdo da formacéo do biofilme de fitobactérias do género Xanthomonas em fungéo do 6leo essencial dos
diferentes acessos de Lippia gracilis, seus compostos majoritarios e o 6xido de cobre. A) Xanthomonas campestris
pv. melonis B) Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. C) Xanthomonas arboricola pv. pruni. D) Xanthomonas
axonopodis pv. vasculorum. E) Xanthomonas campestris pv. campestris.
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Figura 5: A) Andlise de componentes principais. As analises representam a distribuicdo dos 0leos essenciais dos
diferentes acessos de Lippia gracilis, timol, carvacrol, 6xido e sulfato de cobre, estreptomicina, bem como a
formacéo do biofilme, a Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) e Bactericida (CMB) para fitobactérias do género
Xanthomonas. B) Dendrograma de similaridade demonstrando a similaridade entre os acessos de L. gracilis.
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Figura 6: Valores de coeficientes (VIP scores) obtidos com 0 método PLS-DA para 0s compostos presentes nos 6leos
essenciais dos acessos de Lippia gracilis em relacdo a Concentracdo Minima Bactericida (CMB). A) Xanthomonas
campestris pv. melonis. B) Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. C) Xanthomonas arboricola pv. pruni. D)
Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum. E) Xanthomonas campestris pv. campestris.
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Figura 7: Ensaio de microscopia eletronica de varredura (MEV) para demonstrar o efeito do 6leo essencial de Lippia
gracilis e do Oxido de cobre sobre: 1- A) Xanthomonas campestrtis pv. melonis LGRA-202 1X CMI, B) 1/4x CMI, C)
6xido de cobre (200 pg.mL-1), D) controle. 2- A) e B) Xanthomonas campestrtis pv. campestrtis LGRA-107 1X CMI,
C) 6xido de cobre (200 pg.mL-), D) controle. *df (degradac&o célular), gs (quorum sensing), pfc (perfuragdo celular)
bf (biofilme formado) abf (auséncia de biofilme) dbf (degradacéo do biofilme) 24 horas de exposicao.
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Figura 8: Experimento in vivo plantas da Couve Manteiga da Gedrgia e Couve Brdcolis Ramoso Santana, tratadas
com Oxido de cobre (2000 pg.mL-1), e LGRA-107 (250 pg.mL™t) e LGRA-107 (500 pg.mL™). A) média plantas de
couve manteiga de Georgia B) Plantas de couve brocolis, C) Escala de severidade couve manteiga e couve brocolis.



