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APRESENTACAO

A evolucédo das praticas realizadas nas atividades agricolas para cultivo de alimentos
e criacao de animais, potencializadas por inovacdes tecnolbgicas, bem como o uso mais
consciente dos recursos naturais utilizados para tais fins, devem-se principalmente a
disponibilizacdo de conhecimentos cientificos e técnicos. Em geral os avancos obtidos
no campo cientifico tém ao fundo um senso comum, que embora distintos, estéo ligados.

As investigacbes cientificas proporcionam a formacdo de técnicas assertivas com
comprovacgao experimental, mas podem ser mutaveis, uma vez que jamais se tomam
como verdade absoluta e sempre ha possibilidade de que um conhecimento conduza a
outro, através da divulgacao destes, garante-se que possam ser discutidos.

Ademais, a descoberta de conhecimentos técnicos e cientificos estimulam o
desenvolvimento do setor agrario, pois promove a modernizacdo do setor agricola e
facilita as atividades do campo, otimizando assim as etapas da cadeia produtiva. A difuséo
desses novos saberes torna-se crucial para a sobrevivéncia do homem no mundo, uma
vez que o setor agrario sofre constante pressao social e governamental para produzir
alimentos que atendam a demanda populacional, e simultaneamente, proporcionando o
minimo de interferéncia na natureza.

Desse modo, faz-se necessario a realizacao de pesquisas técnico-cientificas, e sua
posterior difusdo, para que a demanda por alimentos possa ser atendida com o minimo
de agressao ao meio ambiente. Pensando nisso, a presente obra traz diversos trabalhos
que contribuem na construcdo de conhecimentos técnicos e cientificos que promovem
o desenvolvimento das ciéncias agrarias, 0 que possibilita ao setor agricola atender as

exigéncias sociais e governamentais sobre a producédo de alimentos. Boa leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Ramon Yuri Ferreira Pereira
Paula Sara Teixeira de Oliveira
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RESUMO: A
xanthophis (Berg) (Hemiptera: Cicadellidae) é

cigarrinha  Bucephalogonia

um importante vetor da bactéria Gram-negativa
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sclerotiorum

Xylella fastidiosa, agente causal da Clorose
Variegada dos Citros (CVC). Xylella fastidiosa
€ uma bactéria que se multiplica no xilema de
plantas, causando doencas emdiversas culturas
de importancia econémica, como a de citros e
lavouras cafeeiras. Sclerotinia sclerotiorum
€ 0 agente causal da doenca conhecida
como mofo branco e este fitopatdbgeno pode
acometer principalmente culturas de girassol,
soja e feijao. Em continuagcdo aos nossos
estudos sobre as atividades biolégicas do 6leo
essencial extraido das folhas de Spiranthera
odoratissima (SO-OE), este trabalho buscou
avaliar suas atividades anti-Xylella fastidiosa
e anti-Sclerotinia sclerotiorum in vitro. SO-OE
foi consideravelmente ativo contra X. fastidiosa
com valor de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) igual a 62,5 pg/mL. Quando testado
contra S. sclerotiorum, SO-OE exibiu baixa
atividade inibitéria do crescimento micelial
mesmo quando testado na maior dose de 300
UL, correspondendo a apenas 41,8% de inibicao.
Em suma, este estudo demostrou que SO-OE
apresenta boa atividade contra X. fastidiosa e
fraca atividade contra o fungo S. sclerotiorum,
ambos considerados microrganismos
causadores de severos prejuizos para 0s
setores agronémico e econémico.

PALAVRAS-CHAVE: fitopatogenos;

Capitulo 14




agroquimica; produtos naturais; controle alternativo; atividade antimicrobiana.

ABSTRACT: The treehopper Bucephalogonia xanthophis (Berg) (Hemiptera: Cicadellidae) is
an important vector of the Gram-negative bacterium Xylella fastidiosa, the agent that causes
Citrus Variegated Chlorosis (CVC). Xylella fastidiosa, a bacterium transmitted by plant xylem,
causes diseases in several economically important cultures, such as citrus and coffee. The
fungus Sclerotinia sclerotiorum, which is the phytopathogen that causes a disease known
as white mold, may affect mainly sunflower, soybean and bean cultures. In order to deepen
our studies of biological activities of essential oil extracted from Spiranthera odoratissima
leaves (SO-EQ), this study aimed at evaluating its anti-Xylella fastidiosa and anti-Sclerotinia
sclerotiorum in vitro activities. SO-EO was considerable active against X. fastidiosa since
its Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was 62.5 yg/mL. When it was tested against S.
sclerotiorum, SO-EQO exhibited low mycelial growth inhibition, i. e., just 41.8%, even at the
highest dose (300 pL). In sum, this study showed that SO-EO exhibits good activity against
X. fastidiosa and low one against S. sclerotiorum. Both microorganisms cause great harm to
agricultural and economic sectors.

KEYWORDS: phytopathogens; Agrochemistry; natural products; alternative control;
antimicrobial activity.

11 INTRODUCAO

Xylella fastidiosa € uma bactéria que acomete o xilema de diversas espécies de
plantas que possuem interesse econémico, como por exemplo, culturas de laranja-doce
e café. No Brasil, esta bactéria causa a doenca conhecida como Clorose Variegada dos
Citros (CVC), que ataca especificamente a face superior das folhas e drastica reducéao
no tamanho dos frutos. O grande vetor deste patdgeno sdo as cigarrinhas das familias
Cicadellidae que se alimentam da seiva presente no interior do vaso condutor (MIRANDA
et al., 2008).

A doenca CVC é também conhecida como “amarelinho” devido a sintomas como
pequenas manchas amarelas entre as nervuras das folhas, estando presente na porcéao
superior das folhas e também na porcao inferior. A literatura descreve que as manchas
variam do vermelho claro ao marrom, necrosando ap6s algum tempo a parte do vegetal
doente. Em plantas muito afetadas ocorre a desfolha dos ramos, atrofia na copa e reducéao
no tamanho do fruto. Especificamente na espessura da casca do fruto, surgem lesdes
marrons e amarelecimento precoce, ficando inviavel seu consumo “in natura” (HIDALGO
& MOLINA, 2015).

Diversas caracteristicas de plantas doentes acometidas por X. fastidiosa sao
reportadas na literatura, como a queda na taxa de fotossintese, alteracdes fisioldgicas,
tais como a reducdo na transpiracdo, altas concentracdes de acido abscisico, frutose,
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glucose, de céations Ca?* e Mg* e baixas concentracbes de Zn* e K*. Além disso, os
altos niveis de prolina, acido abscisico e 0 aumento na resisténcia estomatica sdo outros
quesitos observados e que estdo diretamente associados & senescéncia foliar (JUNIOR
et al., 2002).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary € um patégeno muito agressivo,
podendo causar doengcas em raizes, flores, vagens, sementes, hastes, madeira e frutos
de diversas espécies vegetais de interesse agrondmico comercial. O controle deste fungo
¢é dificil devido a sua dorméncia, que permite sua sobrevivéncia de 6 a 8 anos no solo
(SILVA et al., 2011). S. sclerotiorum é responsavel pela doenca conhecida como mofo
branco e o sintoma mais caracteristico é a podridao umida coberta por um micélio de cor
branca na superficie do solo e/ou tecido hospedeiro, produzindo eventualmente estruturas
de resisténcia denominadas esclerddios. Culturas de soja, girassol, canola, ervilha, feijao,
alfafa, fumo, tomate e batata sdo as mais atingidas por este fitopatégeno (DILDEY et al.,
2014).

Spiranthera odoratissima, conhecida como manaca, € uma espécie de Rutaceae
encontrada no Cerrado e rica em 0leos essenciais com diversas atividades biologicas ja
descritas na literatura (CABRAL et al., 2020). Os 6leos essenciais de plantas aromaticas e
medicinais possuem bioatividades devido a diversidade de constituintes quimicos que os
compdem. Sabe-se que estes constituintes quimicos atuam através de varios mecanismos
de acédo e que muitos deles ainda ndo sao totalmente elucidados (PANDEY & SINGH,
2017).

Em continuagdo aos estudos de nosso grupo de pesquisa com a espécie S.
odoratissima (CABRAL et al., 2019) (Figura 1), este trabalho teve como objetivo, investigar
pela primeira vez a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial das folhas frescas
de S. odoratissima contra X. fastidiosa e S. sclerotiorum, dois patdogenos oportunistas
que adoecem diversos tipos de culturas e causam perdas importantes para agricultura e
o setor comercial.

Figura 1. Spiranthera odoratissima (Rutaceae). Fonte: Autor.
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2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e obtencao do 6leo essencial

As folhas de Spiranthera odoratissima (S16°24’11.2”S e 51°06’41.4”W) foram
coletadas em novembro de 2017 em Iporéa, Estado de Goias, Brasil. A espécie botanica
foi identificada pela mestre Erika Amaral e registrada com numero #1039. Esta amostra
foi depositada no herbarium de Rio Verde, no Instituto Federal Goiano (IFGOIANO). As
folhas frescas (300 mg) foram submetidas ao processo de hidrodestilacao em aparelho
Clevenger por 3 horas (Figura 2). O material vegetal foi dividido em trés extragdes (100
g, cada) para um volume de 500 mL de agua destilada. Depois de recolher manualmente
o 6leo, este foi seco com sulfato de s6dio anidro para remoc¢édo de qualquer quantidade
de agua residual e em seguida procedeu-se com a filtracdo. O 6leo essencial obtido foi
armazenado em frasco de vidro &mbar e mantido em geladeira para conservagao até o
momento da realizagcédo das atividades antibacteriana e antifungica in vitro.

Oleo essencial

Agua

Figura 2. Extragéo de 6leo essencial em aparelho Clevenger. (Fonte: Autor)
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2.2 Atividade antibacteriana in vitro

A linhagem de X. fastidiosa 9a5c utilizada neste estudo foi coletada de batatas
infectadas que foram compradas em Ipuiuna, municipio do interior de Minas Gerais,
Brasil. As cepas foram mantidas na colecéo de culturas do Laboratorio de Pesquisa em
Microbiologia Aplicada (LaPeMA), localizado na Universidade de Franca, Sao Paulo, Brasil.
O material biolégico foi mantido sob criopreservacao a — 80 °C em caldo de pervinca (PW)
com glycerol a 20% (v/v). A metodologia empregada para determinacédo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial das folhas de S. odoratissima foi a mesma
descrita recentemente para outros dezessete tipos de 6leos essenciais (SANTIAGO et
al., 2018).

2.3 Atividade antifungica in vitro

O isolado de Sclerotinia sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) foi fornecido pela Embrapa
Arroz e Feijao, cuja sede € em Santo Anténio de Goias, GO, Brasil. Os ensaios foram
realizados no laboratério de microbiologia agricola do IF Goiano - Campus Rio Verde
e a atividade antifungica do 6leo essencial de S. odoratissima foi avaliada de acordo
com o método de disco-difusédo ja descrito na literatura (XAVIER et al., 2016). As doses
de Oleo essencial utilizadas foram: 50 - 300 pL. Controles negativos foram colocados
sem adicéo de Oleo essencial (testemunha) enquanto o controle positivo utilizado foi o
fungicida Frowncide 500 SC, a 10 ug/mL do principio ativo (fluazinam). O tratamento foi
realizado em quadruplicado e o delineamento experimental foi inteiramente casualizado.
Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos
foram avaliadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de significancia pelo software ASSISTAT.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As atividades antibacteriana e antifungica observadas para o 6leo essencial das
folhas de S. odoratissima podem estar diretamente relacionadas a composi¢cao quimica do
6leo investigado. No trabalho recente publicado pelo nosso grupo de pesquisa aponta os
seguintes constituintes quimicos majoritarios presentes no SO-OE, sé&o eles: B-cariofileno
(28.8%), biciclogermacreno (10.8%, 1), d-cadineno (7.1%, 2), germacreno D (5.9%, 3),
a-copaeno (5.5%, 4) e B-elemeno (5.3%, 5) (Tabela 1; Figura 3) (CABRAL et al., 2019).
Estudos anteriores revelaram que os constituintes majoritarios do 6leo essencial das folhas
desta mesma espécie foram os seguintes terpenos: B-cariofileno (20,64%), y-muuroleno
(17,70%), biciclogermacreno (14,73%), e d-cadineno (13,40%) (CHAIBUB et al., 2013).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios presentes no 6leo essencial das folhas de
S. odoratissima (Rutaceae).

Compostos IR,,, IR, AR%
Limoneno 1030 1031 0.5
Bicicloelemeno 1327 1331 1.3
a-Cubebeno 1358 1352 2.3
a-Copaeno 1365 1372 5.5
B-Elemeno 1389 1392 5.3
p-Cariofileno 1416 1418 23.8
a-Bergamoteno 1430 1436 0.6
a-Humuleno 1447 1455 4.8
Alloaromadendreno 1455 1461 2.6
Y-Muuroleno 1472 1477 1.1
Germacreno D 1478 1480 5.9
B-Selineno 1482 1485 1.5
Biciclogermacreno 1490 1496 10.8
Germacreno A 1501 1503 0.4
y-Cadineno 1510 1513 3.0
8-Cadineno 1521 1524 71
a-Cadineno 1533 1538 0.3
Germacreno B 1554 1561 0.5
Espatulenol 1581 1578 29
Oxido de cariofileno 1585 1583 1.6
Viridiflorol 1591 1595 1.2
Carotol 1613 1597 0.3
Humulane-1.6-dien-3-ol 1618 1619 0.3
EpoOxido de isoaromadendreno 1623 1622 0.5
T-Muurolol 1643 1640 4.3
0-Cadinol 1647 1645 0.5
a-Cadinol 1658 1653 4.7
Nootkatone 1810 1807 0.2
Total 93.8

Tabela 1. Composicao quimica do 6leo essencial das folhas frescas de S. odoratissima (Rutaceae).

IR,,,: indice de retenca@o experimental. IR,: indice de retencdo da literatura (ADAMS, 2007). AR%:
Abundancia relativa.
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Os Oleos essenciais das folhas de S. odoratissima e inclusive de suas flores ja
mostraram atividade frente a uma gama de diferentes cepas bacterianas, dentre algumas
pode-se citar: Yersinia enterocolitica (MIC = 0.30 mg/mL), Staphylococcus aureus (MIC
= 0.12 mg/mL), Clostridium botulinum (MIC = 0.30 mg/mL), Bacillus cereus (MIC = 0.20
mg/mL) and Listeria monocytogenes (MIC = 0.25 mg/mL) (CABRAL et al., 2020). Cabe
destacar que este é o primeiro relato da atividade antibacteriana de SO-OE frente a X.
fastidiosa, um tipo de bactéria que traz sérios problemas para a agricultura.

O resultado preliminar obtido na forma de Concentragao Inibitéria Minima (CIM = g/
mL), determinada em placa de 96 pocos, revelou que SO-OE possui boa atividade contra
X. fastidiosa, ja que seu valor foi igual 62,5 pyg/mL. A literatura refor¢ca esta evidéncia
um vez que descreve que produtos naturais com boa atividade antibacteriana devem
apresentar valores de CIM menores que 100 pyg/mL (HOLETZ et al., 2002).

Em relacdo a atividade anti-Sclerotinia sclerotiorum, o percentual de inibicdo do
crescimento (PIC) deste fitopatdbgeno causado pelo emprego de 6leo essencial das
folhas de S. odoratissima é apresentado na Figura 4. O 6leo essencial das folhas de S.
odoratissima foi capaz de inibir, mesmo em baixa porcentagem (< 50%), o crescimento de
S. sclerotiorum com valores de PIC variando de 22,8 a 41,8%. Os resultados indicaram

diferencas significativas na inibicao do crescimento micelial apenas na maior dose testada

de 300 pL.
d
100,0
100
80
£ 60
Q c
A~ b 418
40 b 32,7
b 27,8
28
20
a
0,0
0
0 50 100 200 300 Controle
Volumes de 6leo (pL) Positivo

Figura 4. Percentual de inibicdo do crescimento de Sclerotinia sclerotiorum em diferentes volumes e/
ou doses de 6leo essencial das folhas de S. odoratissima. As médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si a 5% pelo teste Scott-Knott.

Em comparacéo com outros Oleos essenciais ativos contra o mofo branco ja testados
pelo nosso grupo de pesquisa, SO-OE mostrou-se pouco eficiente nainibicdo deste mesmo
fungo. Por outro lado, o 6leo essencial das folhas de Psidium guajava, Cardiopetalum

calophyllum e Murraya paniculata foram consideravelmente mais ativos que SO-OE na
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mesma dose de 300 yL (Silva et al., 2018; XAVIER et al., 2016; SILVA et al., 2019). O fraco
poder antifungico de SO-OE pode ser justificado pela auséncia de constituintes quimicos
gue exercam satisfatoriamente esta acéao.

41 CONCLUSAO

Este estudo permitiu evidenciar outras atividades biologicas in vitro do éleo essencial
extraido de folhas de S. odoratissima. O levantamento bibliografico possibilitou conhecer
o potencial farmacologico desta espécie de Rutaceae naturalmente encontrada no
Cerrado goiano, tendo em vista o uso de varias partes da planta no tratamento de diversas
enfermidades. Em suma, este estudo complementa os dados ja publicados na literatura
para esta espécie e revela que o SO-OE é promissor para futuros estudos antibacterianos
in vivo contra X. fastidiosa. Entretanto, SO-OE mostrou fraca atividade antifungica contra
o fitopatégeno S. sclerotiorum.
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