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RESUMO

Santos, M.M.; Peixoto, A.R.; Pessoa, E.S.; Nepa, H.B.S.; Paz, C.D.; Souza, A.V.V.. Estudos dos constituintes quimicos e atividade antibacteriana
do oleo essencial de Lippia gracilis a Xanthomonas campestris pv. viticola “in vitro”. Summa Phytopathologica, v.40, n.3, p.277-280, 2014.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a eficacia
de 6leos essenciais de Lippia gracilis, no crescimento in vitro de Xcv.
Foram utilizados oito 6leos extraidos de L. gracilis, obtidos de diferentes
manejos de cultivo, em trés dosagens diferentes (200; 250 e 300 uL.L™),
testemunha com o oxicloreto de cobre (controle padrao) e a testemunha
absoluta. A suscetibilidade do isolado Xcv3 aos 6leos testados foi avaliada
na primeira etapa pela presenga e auséncia do crescimento bacteriano e, na

segunda etapa, pela porcentagem de inibi¢do do crescimento bacteriano. A
analise da composicdo quimica dos 6leos essenciais extraidos de L.gracilis,
mostrou, o carvacrol (73,9 a 77%) como composto majoritario ¢ o timol
(4,9 2 10,3%). Os 6leos referentes aos tratamentos 01, 06 ¢ 07 foram os que
proporcionaram maiores porcentagens de inibi¢do no crescimento bacteriano
de Xcv: 94,75%, 96,50% e 94,02%, respectivamente, sendo superiores ao
oxicloreto de cobre (49,6%).

Palavras-chave adicionais: timol, carvacrol, agdo antimicrobiana, oxicloreto de cobre, cancro bacteriano.

ABSTRACT

Santos, M.M.; Peixoto, A.R.; Pessoa, E.S.; Nepa, H.B.S.; Paz, C.D.; Souza, A.V.V.. Studies of chemical compounds and antibacterial activity
of the essential oil from Lippia gracilis against Xanthomonas campestris pv. viticola “in vitro”. Summa Phytopathologica, v.40, n.3, p.277-

280, 2014.

This study aimed to verify the efficacy of essential oils from Lippia gracilis
on the in vitro growth of Xcv. Eight oils were extracted from L. gracilis and
obtained from different cultivation management types at three different doses
(200, 250 and 300 pL.L™"), control using copper oxychloride (standard control)
and absolute control. The susceptibility of the isolate Xcv3 to the tested oils was
evaluated in the first step based on the presence and absence of bacterial growth,

and in the second step based on the percentage of bacterial growth inhibition.
Analysis of the chemical composition of essential oils extracted from L. gracilis
showed carvacrol (73.9 to 77%) as the major compound, and thymol (4.9 to
10.3%). The oils corresponding to treatments 01, 06 and 07 provided the largest
percentages of Xcv bacterial growth inhibition: 94.75%, 96.50% and 94.02%,
respectively, greater than that of copper oxychloride (49.6%).

Additional keywords: thymol, carvacrol, antimicrobial action, copper oxychloride, grapevine canker disease

Dentre as doengas que ocorrem em videira no Submédio do
Vale do Sao Francisco, destaca-se o cancro bacteriano, causado por
Xanthomonas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye (Xcv). O controle
da doenga ¢ considerado dificil e o uso de produtos ctpricos nem
sempre ¢ efetivo, devido a existéncia de isolados de Xcv que apresentam
tolerancia a esses compostos. Um dos enfoques da agricultura moderna
¢ o controle alternativo de doengas, o qual inclui o controle bioldgico
e o uso de 6leos essenciais com atividade antimicrobiana.

Varios trabalhos vém sendo realizados buscando demonstrar o
potencial da utilizagdo desses 6leos no controle de fitopatdgenos. Como
exemplo o alecrim da chapada, (Lippia gracillis Schauer) é uma planta
rica em Oleo essencial, constituido pelo timol (10%) e pelo carvacrol
(41,7%), e que apresenta atividade antimicrobiana (2).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a agdo
antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia gracilis, obtido de diferentes
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manejos de cultivo, no crescimento in vitro de X. campestris pv. viticola.

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade do Estado da Bahia (UNEB), no Departamento de
Tecnologia e Ciéncias Sociais (DTCS), Campus 111, Juazeiro, BA. O
plantio e condug@o das mudas de lippia gracilis foram realizados no
campo experimental de Bebedouro da Embrapa Semiérido, localizado
Petrolina-PE. Os tratamentos constituiram de diferentes doses de
adubacdo organica (esterco de animal — ovino/caprino curtido),
com adubag¢o ou nao de 100 gramas do adubo mineral NPK para a
formulacao 15-9-20, com e sem irrigagdo (Tabela 1). As plantas foram
irrigadas por gotejamento uma vez ao dia, durante quatro horas.

O experimento foi instalado em delineamento em blocos ao acaso
em trés repeti¢des cada parcela constituindo-se de trés plantas. A
colheita de L. gracilis foi realizada apds 120 dias de cultivo no periodo
matutino. Apos a coleta, as folhas de L. gracilis foram secas a 40 +
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Tabela 1. Procedencia de 6leos esséncias de Lippia gracilis obtidos de diferentes manejo de cultivo da espécie, Embrapa Semiarido, Petrolina-PE.

Tratamento Oleo Essencial Adubacio organica Adubacio mineral (15-9-20) Irrigagio por gotejamento
(t/ha)
T1 01 0 Presenga Presenga
T2 02 0 Auséncia Presenga
T3 03 20 Auséncia Presenga
T4 04 40 Presenga Presenga
TS 05 40 Auséncia Presenga
T6 06 60 Presenga Presenga
T7 07 60 Presenga Auséncia
T8 08 60 Auséncia Auséncia

1°C por quatro dias em estufa de secagem (Marconi MA 037). O 6leo
essencial foi obtido através da hidrodestilacdo do p6 das folhas, em
aparelho do tipo Clevenger.

As analises dos componentes dos 6leos essenciais foram realizadas
utilizando Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-MS) e Cromatografia Gasosa acoplada com Detector por lonizagao
de Chama (CG-DIC) (9). A identificagdo dos constituintes foi realizada
com base na comparacdo dos indices de reteng¢@o obtidos com os da
literatura (1). Para o indice de retengdo foi utilizada a equagdo de
Vandendool & Kratz (9) em relagdo a uma série homoéloga de n-alcanos
(nC,-nC ).

Para estudo da atividade antimicrobiana dos 6leos obtidos foi
utilizado o isolado Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv3),
proveniente da coleg¢do de culturas bacterianas do Laboratorio de
Fitopatologia do DTCS/UNEB e se encontrava preservado em agua
destilada esterilizada (ADE) a temperatura de 25°C. Sua e identificagao
foi confirmada por Polymerase Chain Reaction (PCR) com primers
especificos (Xcv1F/Xcv3R).

Inicialmente testes qualitativos foram realizados a fim de selecionar
uma dose minima dos 6leos essenciais de L. gracilis capazes de inibir
o isolado Xcv3. O crescimento bacteriano foi transferido pelo método
de estrias com alga de platina, em meio NYDA solidificado, contendo
separadamente os Oleos de L. gracilis diluidos em dimetilsulfoxido
(DMSO) a 2% do volume total do meio de cultura. Foram utilizados
oito oleos de L. gracilis obtidos de diferentes manejos de cultivo e cada
6leo foi testado nas concentragdes de 100, 200, 300 e 400 uL L . Cada
tratamento foi repetido quatro vezes, sendo avaliada a presenca e
auséncia de crescimento bacteriano na placa de Petri.

Os resultados obtidos neste experimento preliminar foram utilizados
para estabelecimento das dosagens a serem utilizadas posteriormente.
A acdo inibidora foi avaliada utilizando-se suspensdo bacteriana em
agua destilada esterilizada com uma concentragdo aproximadamente
de 10°UFC.mL" (A,,,=0.4). Aliquotas de ImL da suspensdo bacteriana
foram adicionadas em tubos de ensaio rosqueados contendo 10 mL de
meio de NYDA sem agar. Os tratamentos foram constituidos pelos oito
oleos de L. gracilis obtidos de diferentes manejos do cultivo (Tabela 1),
nas dosagens de 200, 250 € 300 uL L™ (estabelecidos apds experimento
preliminar), testemunha absoluta e oxicloreto de cobre na dosagem
de 32 mg.mL" (produto utilizado pelos produtores da regido para o
controle do patdgeno, em condi¢cdes de campo). A absorbancia das
suspensdes foi avaliada apos 48 horas. Determinou-se a porcentagem
de inibi¢do do crescimento da bactéria pela aplica¢do da formula: I =
[(CB_-CB )/CB ]x100,o0ndel=percentagem de inibi¢do; CB |
crescimento bacteriano no controle; CB = crescimento bacteriano no
tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
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constituido por 26 tratamentos, sendo oito 6leos de L. gracilis obtidos
de diferentes manejos de cultivo, trés dosagens para cada 6leo (200;
250 ¢ 300 uL L"), testemunha com o oxicloreto de cobre (controle
padrdo) e a testemunha absoluta. Cada tratamento constou de quatro
repeticdes. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade pelo software ASSISTAT 7.5, sendo
a testemunha absoluta comparada com a média geral dos tratamentos.

A andlise da composi¢do quimica dos 6leos essenciais extraidos
de L.gracilis por GC/MS e GC/FID, sob diferentes praticas agricolas,
revelou o carvacrol (73,9 a 77%) como composto majoritario, além
de timol (4,9 a 10,3%), p-cimeno (1,68 a 3,19%), Eter metil timol
(0,46 a2 2,36%) e o E-cariofileno (1,33 a 3,85) (Tabela 2). Resultados
semelhantes foram encontrados por Albuquerque (2) para os principais
componentes do 6leo de L. gracilis: 10% de timol, e 47% de carvacrol,
este ultimo resultado um pouco diferente dos obtidos no presente estudo.
Flutuacdes nas porcentagens dos compostos majoritarios também
foram verificados nos dados obtidos com relag@o as diferentes praticas
agricolas, a que as plantas de L. gracilis foram submetidas. Pode-se
verificar, também que a maior porcentagem de timol (10,3%) foi obtida
no tratamento 06, no qual as plantas de L. gracilis foram submetidas
a 60 t ha' de adubagido orginica ¢ também adubagdo quimica.
Entretanto, Corréa et al. (4), verificaram que a utilizagao de adubagao
organica embora tenha maximizado o rendimento de 6leo essencial de
Origanum vulgare L., diminuiu a produgao de timol. Gomes e al. (5),
relataram que a composi¢do quimica do 6leo de L. gracilis apresenta
flutuagdes quantitativas dos componentes majoritarios e essas variagoes,
provavelmente, podem ser devidas a condi¢des genéticas, em fungao
do local e condigdes em que a planta foi cultivada.

No presente trabalho, nos testes para obtengdo da concentragdo
minima inibitéria para Xcv3, os dados obtidos mostraram diferencgas
na inibi¢do do crescimento bacteriano para todos os 6leos testados:
nas concentra¢des de 300 e 400 uL.L "' houve inibi¢do total do
crescimento bacteriano; na dosagem de 200 uL.L™' houve inibigdo
total do crescimento bacteriano apenas quando se utilizaram os 6leos
referentes aos tratamentos T1, TS e T6 e na dosagem de 100 ulL.L"
!, ndo houve inibi¢do do crescimento bacteriano (Tabela 3). Portanto,
de acordo com esses resultados, dosagens de 200, 250 ¢ 300 uL.L ",
foram testadas no segundo experimento.

Diferencgas significativas para a porcentagem de inibi¢do do
crescimento do patdgeno foram observadas para todos os oleos de
L. gracilis, estudados, apresentando valores entre 62,67% a 96,50%.
Os tratamentos T1 a T3, T6 e T12 a T18 proporcionaram as maiores
porcentagens de inibi¢ao de Xcv3, variando de 96,50% (T13) a 90,80%
(T17), ndo diferindo estatisticamente entre si (P=0,05). Todos os
tratamentos testados apresentaram porcentagens de inibigdo maiores
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Tabela 2. Composigdo quimica dos 6leos essenciais de L. gracilis caracterizados por GC/MS' e GC/FID?, sob diferentes praticas agricolas.

IR* TI T4 T6 T2 T3 TS T7 T8
Adubagio organica (t ha™)
Composto 0 40 60 0 20 40 60 60
Irrigacdo presente Irrigacdo ausente
Presenga NPK (15-9-20)  Auséncia NPK (15-9-20) Presenga NPK (15-9-20)  Auséncia NPK (15-9-20)

a-tujeno 945 0,07° 0,1 0,07 0,06 0,02 0,03
a-pineno 951 0,04 0,07 0,02
1-octen-3-ol 984 0,06 0,15 0,05 0,09 0,04 0,08
Mirceno 994 0,31 0,36 0,37 032 037 0,28 0,46 0,31
o -terpineno 1020 0,15 0,24 0,24 026 0,2 0,12 0,25 0,06
p-cimeno 1027 2,22 2,37 2,23 232 2,63 1,68 3,19 2,68
1,8-cineol 1034 0,56 1,66 0,85 0,16 0,64
E-b-ocimeno 1048 0,03 0,07
Cis-sabinene hydrate 1069 0,29 0,42 0,42 0,38 029 0,21 0,25 0,38
Linalol 1102 0,58 0,63 0,41 089 0,6 1,06 0,38 0,45
Ipsdienol 1148 0,68 0,51 0,51 042 0,65 0,76 0,63 0,63
Terpinen-4-ol 1181 0,64 0,68 0,61 0,82 0,66 0,7 0,71 0,56
Eter metil timol 1238 1,82 1,35 1,31 236 23 0,46 2,05 1,36
Eter metil carvacrol 1247 0,2 0,25 0,25 0,23 0,35 0,26 0,3 0,32
Timol 1297 5,7 6,0 10,3 4,9 49 8,0 5.4 7,0
Carvacrol 1311 74,9 73,9 75,9 76,2 71,3 748 74,9 77,0
Acetato de timol 1358 0,16 0,39 0,06 0,13 0,21
Acetato de carvacrol 1375 1,03 1,78 0,38 0,65 0,45 1,7 0,12
E-cariofileno 1425 3,85 2,65 1,33 2,55 1,56 4,53 2,85 1,28
Aromadendreno 1443 0,07 0,41 0,25 0,33 0,06 0,24
o-humuleno 1458 0,27 0,4 0,3 0,2 0,04
ar-curcumeno 1484 0,2
a-zingibereno 1496 0,67
Espatulenol 1584 0,2 0,35 0,14 0,61 0,33 0,22 0,32 0,68
Oxido de cariofileno 1591 1,41 1,29 0,64 1,2 1,28 1,11 1,05 1,98
Epoxido de humuleno 1616
Total detectado (%) 96,4 97 97,4 97,7 96,3 978 97,2 96,5

! Técnica analitica de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
Técnica analitica de Cromatografia Gasosa/Detector por lonizagio em Chama

* Indice de retengdo calculado utilizando a equagio de Vandendool e Kratz (1963) em relagio a uma série homologa de n-alcanos (nC9- nC18).
® Valores do contetido dos compostos obtidos pela média de trés diferentes determinagdes obtidas por GC/MS e GC/FID. Tragos indicam que o composto néo foi encontrado.

que a proporcionada pelo oxicloreto de cobre (46,6%), produto
comercial utilizado pelos produtores da regido do Submédio Sdo
Francisco, para manejo do cancro bacteriano da videira, em condigdes
de campo (Tabela 04).

Os 6timos resultados obtidos neste trabalho, com alta porcentagem
de inibi¢ao do crescimento de Xcv, bactéria Gram-negativa, podem
estar relacionados com as observagdes de Knowles et al. (6). De acordo
com esses autores o carvacrol e o timol podem desintegrar a membrana
externa de bactérias Gram-negativas, liberando lipopolissacarideos e,
consequentemente, gerando alteragdes na permeabilidade da membrana
plasmatica, o que resulta na morte da célula bacteriana. Ainda, segundo
Burt (3), existe interagdio entre o carvacrol e o timol, que resulta em
uma agdo sinérgica entre eles potencializando a agdo de ambos frente
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ao controle das células bacterianas e o 6leo de L. gracilis apresenta o
carvacrol e o timol como componentes majoritarios.

O ¢leo essencial e extrato de pimenta-longa (Piper aduncum)
e extrato etandlico de comigo-ninguém-pode (Dieffenbachia picta)
também foram eficientes na inibi¢ao apresentam capacidade de inibi¢ao
do crescimento de Ralstonia solanacearum (10). Além disso, de acordo
com Amorim et al. (4), o 6leo essencial de citronela (Cymbopogon
nardus), de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticum) e de gengibre
(Zingiber officinale) foram capazes de inibir o crescimento de R.
solanacearum in vitro em todas as concentragdes testadas, sendo o
o6leo de cintronela capaz de controlar a incidéncia da doenga em 100%,
quando testado em mudas de bananeira.

Conforme ja citado anteriormente, no presente trabalho todos
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Tabela 3: Selecdo da concentragdo minima inibitoria dos 6leos essenciais de
Lippia gracilis, obtidos de diferentes manejos de cultivo, sobre crescimento
bacteriano do isolado Xcv3. Juazeiro-BA, 2013.

Dosagem (uL.L -1)1

Oleo 100 200 300 400
T1 SI2 IT3 1T IT
T2 SI 1P4 1T IT
T3 SI 1P 1T IT
T4 SI 1P 1T IT
T5 SI 1T 1T IT
T6 SI IT IT IT
T7 SI 1P 1T IT
T8 SI 1P 1T IT

ADE’ SI SI SI SI

' Dosagem utilizada do 6leo essencial de Lippia gracilis.

2 SI - Sem inibigdo do crescimento bacteriano do isolado Xcv3.
*IT — Inibigdo total do crescimento bacteriano do isolado Xcv3 .
* IP - Inibigdo parcial do crescimento bacteriano do isolado Xcv3
JADE — Agua Destilada Esterilizada

Tabela 4. Porcentagem de inibigdo do crescimento in vitro de Xanthomonas
campestris pv. viticola, cultivada em meio liquido (NYD) com diferentes
concentragdes de 6leo essencial de Lippia gracilis obtidos de distintos manejos
de cultivo, Juazeiro,BA, 2013.

Tratamento Oleo essencial' Concentracio Porcentagem de
(uL.L™")? inibi¢ao (%)
T1 01 200 93,67 a
T2 01 250 93,70 a
T3 01 300 94,75 a
T4 02 200 62,67 d
T5 02 250 62,67d
T6 02 300 91,20 a
T7 03 200 81,35¢
T8 03 250 80,62 ¢
T9 03 300 81,60 ¢
T10 04 200 85,20 ¢
T11 04 250 86,25 b
T12 04 300 94,37 a
T13 05 200 96,50 a
T14 05 250 91,17 a
T15 05 300 94,40 a
T16 06 200 92,97 a
T17 06 250 90,80 a
T18 06 300 94,02 a
T19 07 200 83,07 ¢
T20 07 250 86,95 b
T21 07 300 86,95 b
T22 08 200 78,87 ¢
T23 08 250 81,70 ¢
T24 08 300 79,95 ¢
T25 Oxicloreto de 32mg.ml ! 49,6 ¢
cobre
T26 Testemunha — 0,0f
absoluta
CV% 4,90

! Tratamento do 6leo essencial extraido de Lippia gracilis em diferentes manejos de cultivo.
2Concentragio do 6leo essencial de Lippia gracilis no meio de cultura NYD.
CV% - coeficiente de variagdo
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os Oleos testados proporcionaram uma porcentagem de inibigdo do
crescimento bacteriano significativamente superior ao oxicloreto de
cobre, produto padrdo utilizado no campo para o controle de Xcv,
que inibiu apenas 49,6 %. Segundo Marques et al. (7), os isolados
brasileiros de Xcv diferem em sua sensibilidade aos produtos a base
de cobre, apresentando estirpes naturalmente mais tolerantes. Os 6leos
de plantas conferem menor risco em promover resisténcia microbiana,
j& que sdo misturas de varios compostos que apresentam diferentes
acoes aos patogenos.

O uso do dleo essencial de L. gracilis mostrou potencial para inibir
o crescimento de Xcv3, in vitro, podendo constituir uma alternativa no
manejo integrado do cancro bacteriano da videira. Entretanto, pesquisas
em condig¢des de casa de vegetagdo e de campo devem ser realizadas
para comprovacdo dos resultados obtidos.
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