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Resumo

A murcha-bacteriana é uma fitobacteriose causada por Ralstonia solanacearum e pseudosolanacearum
que ocorre em diversas culturas de importancia agronémica como tomateiro, batata inglesa, banana,
pimentdo, tabaco, eucalipto, dentre outras. O objetivo do trabalho foi avaliar a toxicidade de 6éleo
essencial de aroeira e louro sobre as bactérias fitopatogénicas Ralstonia solanacearum e
pseudosolanacearum. Os ensaios foram conduzidos no laboratério de Biotecnologia Agricola e
Ambiental do NUDEMAFI, e no Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia da UFV. Os 6éleos
essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo e avaliados contra Ralstonia solanacearum e
pseudosolanacearum em placas de petri. Ap6és 24 horas as leituras dos halos de inibicdo foram
realizadas com auxilio de um paquimetro digital e lupa estereoscépica. Observou-se que os 6leos de
aroeira e louro possuem atividades bactericidas contra Ralstonia solanacearum e
pseudosolanacearum, tendo potencial para o controle alternativo. No entanto, sdo necessarios novos
estudos para averiguar a eficacia de novas concentra¢des e métodos de aplicagéo.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Pragas agricolas. Bioinseticida. Schinus terebhintifolia.
Area do Conhecimento: Ciéncias bioldgicas; Microbiologia.
Introducéo

As bactérias pertencentes as espécies R. solanacearum e R. pseudosolanacearum desempenham
um importante papel econdmico em uma ampla gama de hospedeiros no mundo todo. S&o mais de
200 espécies de plantas acometidas, dentre elas o tomateiro (Solanum lycopersicum L.), causando a
doenca conhecida como murcha-bacteriana (Prior et al., 2016). O ciclo da doenca se inicia quando as
bactérias infectam as plantas por meio das raizes, colonizam o sistema vascular (xilema), e por meio
de diversos mecanismos fisioldgicos obstruem os vasos causando a murcha (Prior et al., 2016).

Dentre as fitobacterioses, a murcha-bacteriana tem sido um problema em determinadas areas da
Regido Serrana do estado do Espirito Santo, causando grandes danos nas lavouras de tomate,
hortalica de maior expresséo social e econdmica no Estado (Borel et al., 2010).

A murcha-bacteriana trata-se de uma doenca de dificil manejo devido a vérias caracteristicas
intrinsecas dos agentes etioldgicos, tais como: sobrevivéncia por longos periodos no solo, ampla gama
de hospedeiros e uma grande capacidade de dispersdo (Genin et al., 2012). No entanto, devido a
dificuldade de controle de algumas pragas, juntamente com a falta de planejamento prévio, o controle
quimico tem se tornado o principal método de controle, 0 que acaba gerando problemas com
contaminacgdo de alimentos e do ambiente, geracdo de populacdes resistentes de pragas e afetando
inimigos naturais (Piglowski, 2020).

No Brasil ndo existem antibioticos ou qualquer agroquimico registrado para o controle de R.
solanacearum ou R. pseudosolanacearum e o brometo de metila utilizado durante varios anos para
reduzir populagdes desses patdgenos em solos e substratos foi proibido com base no Protocolo de
Montreal (Rosskopf et al., 2005). Na auséncia de medidas eficientes para a supressdo desses
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patégenos, uma vez infectadas, as plantas precisam ser eliminadas, porém, estratégias como a rotagéo
de culturas, solarizagéo do solo, manejo da agua, sanitizagao do material utilizados nos tratos culturais
tém auxiliando na reducdo dos impactos dessa fitobacteriose no campo (Kurozawa et al., 2005).

Dados os fatores, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade bactericida do 6leo essencial
de aroeira-vermelha e louro sobre os fitopatégenos R. solanacearum e R. pseudosolanacearum.

Metodologia

Extracdo dos 6leos

O oleo essencial foi obtido por extracdo através da hidrodestilagdo de folhas secas de aroeira e
louro. Os ensaios foram conduzidos no laboratério de entomologia do NUDEMAFI, compostos por 3
tratamentos + controle, com 10 repeti¢des, contendo 15 individuos cada. Os tratamentos consistiram
na aplicagdo de 6leo essencial nos volumes de 10, 15 e 20 microlitros (u), € o controle, na aplicagao
de espalhante adesivo Tween 80(R).

Isolados bacterianos e condi¢Ges de cultivo

Os isolados de Ralstonia solanacearum (codigo B73) e Ralstonia pseudosolanacearum (Cédigo
BO05) utilizados neste estudo, foram gentilmente cedidos pela Cole¢&o de Cultura de Rosa Mariano
(CCRM), da Universidade Federal Rural do Pernambuco (UFRPE). Previamente aos ensaios, as
bactérias preservadas foram reativadas em meio de cultura Caseina-Peptona-Glicose (CPG) com 1,5%
agar e incubadas a 28 °C por 24h. Em seguida uma suspenséo de células foi inoculada em 50 mL de
caldo nutriente e mantida overnight em incubadora tipo shaker regulada para a condigdo de 28 °C +
2°C e 180 rpm.

Avaliacéo da atividade antag6nica dos isolados bacterianos selecionados

O ensaio para avaliagdo do potencial antagonista foi realizado utilizando como tratamentos 6leo
essencial. Para tanto, placas de Petri foram preparadas pelo método pour plate adicionando-se 25 mL
de CPG fundente e 2 mL da suspensao bacteriana ajustada para DO600nm=0,4. Em seguida, foram
realizados cinco furos (pocinho) em cada placa com auxilio de um furador com diametro de 6,35 mm.
Aliquotas de 20 pL do 6leo essencial, foram adicionadas nos pocinhos, totalizando 8 repeti¢cdes por
isolado. Para controle negativo, 0 mesmo procedimento foi realizado em todas as placas, sendo
adicionado caldo CPG em substituicdo a suspenséo bacteriana. As placas foram incubadas em estufa
incubadora BOD, com temperatura regulada para 28 °C. Depois de 24 horas de inoculagdo (24h dpi)
as leituras dos halos de inibicdo foram realizadas com auxilio de um paquimetro digital e lupa
estereoscopica.

Andélises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-
Wilk, a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de probabilidade. Um valor p < 0,05 foi
considerado significativo.

Resultados
O 6leo de aroeira teve atividade antagbnica apenas na concentracdo de 100%, onde formaram halo

de inibicdo maior que 1 cm em Ralstonia solanacearum e pseudosolanacearum, sendo significativos
em relagdo aos demais (p < 0,05, Figura 1).
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Figura 1 — Avaliacéo da atividade antagdnica do 6leo de aroeira testados no crescimento de Ralstonia
solanacearum (B73) e Ralstonia pseudosolanacearum (B05). A) Fendtipo dos halos de inibicdo de B73. A)
Fendtipo dos halos de inibi¢cdo de B05. (C) Medigdo dos halos de inibi¢cdo 24h dpi; Legenda: c - Controle com

caldo nutriente; T — Tratado com 6leo de aroeira 2% e 100%.
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Fonte: o autor (2023).

O 6leo de louro apresentou resultados semelhante ao de aroeira, tendo atividade antagbnica apenas
na concentracdo de 100%, com formac¢do de halo de inibicdo maior que 1 cm em Ralstonia
solanacearum e pseudosolanacearum, sendo significativos em relacdo aos demais (p < 0,05).
Entretanto, houve diferenca significativa na agéo inibitéria do 6leo de louro a 100% entre as bactérias,
onde as B73 (Ralstonia solanacearum) teve maior inibi¢cdo (p < 0,05, Figura 2).

Figura 2 — Avaliacéo da atividade antagonica do 6leo de louro testados no crescimento de Ralstonia
solanacearum (B73) e Ralstonia pseudosolanacearum (B05). A) Fendtipo dos halos de inibigdo de B73. A)

Fendtipo dos halos de inibi¢cdo de BO5. (C) Medi¢édo dos halos de inibicdo 24h dpi; Legenda: c - Controle com
caldo nutriente; T — Tratado com 6éleo de louro 2% e 100%.
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Fonte: o autor (2023).
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Discusséo

O ¢leo essencial de aroeira é rico em compostos terpenos como a-pineno, a-felandreno e D-
limoneno, responsaveis por suas propriedades antibacterianas (Schubert et al., 2013), como visto em
trabalhos com E. coli, Staphylococcus spp, S. aureus, onde o 6leo apresentou atividade bactericida
(Sousa et al., 2013). Além disso, o 6leo de aroeira promoveu inibicdo de bactérias multirresistentes,
exceto para Pseudomonas aeruginosa (Lima et al., 2019).

Assim como o Oleo de aroeira, estudos mostraram o efeito bactericida do 6leo essencial de louro,
que inibiu o crescimento de Escherichia coli e Salmonella Enteritidis, e pode ser usado como um agente
para prevenir a proliferacao de bactérias (de Lima et al., 2022).

No entanto, € importante observar que mais pesquisas S0 necessarias para entender
completamente as propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de louro e suas possiveis
aplicaces.

Conclusao

Os Oleos essenciais de aroeira e louro apresentaram atividade bactericida sobre Ralstonia
solanacearum e pseudosolanacearum nas concentracdes de 100% e nos métodos de aplicagdo
avaliados. No entanto, sdo necessarios novos estudos a fim de averiguar a dosagem e o0 método de
aplicacéo ideais, visto que os compostos majoritarios do 6leo possuem comprovada acao inseticida e
acaricida.
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